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“A persisténcia ¢ o0 menor caminho doéxito”.
(Charles Chaplin)



RESUMO

SILVA, Ana Carolina Andrade, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, mar¢co de 2020.
Caracterizacdo molecular e fenotipica de populacdes de Coffea arabica em selegdo.
Orientadora: Eveline Teixeira Caixeta. Coorientadora: Dénia Pires de Almeida.

Os principais problemas fitossanitarios nas lavouras de café arabica séo a ferrugem causada
pelo fungo Hemileia vastatrix e Coffee Berry Disease (CBD) causada pelo fungo
Colletotrichum kahawae, sendo uns dos principais responsaveis pela reducdo da
produtividade do cafeeiro e qualidade de bebida. Uma forma socioambiental eficiente para
o controle dessas doencas é 0 uso de cultivares resistentes obtidas por meio de melhoramento
genético. No entanto, 0 melhoramento genético do cafeeiro € um processo demorado, que
pode levar cerca de 25 anos para se obter uma nova cultivar. Nesse sentido, a utilizacdo de
métodos de melhoramento associados a marcadores moleculares é uma alternativa viavel
para acelerar o processo de desenvolvimento de novas cultivares de café. Uma das aplicacGes
de extrema relevancia dos marcadores moleculares no melhoramento genético de plantas
consiste em sua utilizacdo como ferramenta auxiliar nos procedimentos de selecao assistida
por marcadores moleculares (SAM). A SAM no processo de piramidacdo de alelos de
resisténcia a doencas é amplamente eficiente, uma vez que permite a selecdo na auséncia do
patdgeno, anula o efeito do ambiente, de pleiotropia e epistasia e permite a eliminacdo dos
genotipos indesejaveis nas primeiras geracoes de selecdo. Desse modo, 0 objetivo do presente
estudo foi implementar a selegdo assistida no melhoramento de duas populagdes de C.
arabica, C6T-10 e C6T-24, em geragdo F, de selecdo recorrente. Estudo da diversidade
genética e analises morfoagrondmicas dessas populacdes também foram realizadas para
auxiliar na selecdo dos cafeeiros. Para tanto, DNA de 148 cafeeiros pertencente as duas
populacdes foi extraido e amplificado com marcadores moleculares associados a genes de
resisténcia a ferrugem e ao CBD, bem como marcadores microssatélites distribuidos
aleatoriamente no genoma. Para resisténcia a ferrugem foram utilizados marcadores ligados
a trés locos, sendo dois QTL que correspondem a genes maiores de resisténcia as ragas I, 1l
e patétipo 001 de H. vastatrix e um gene RGA (Disease Resistance Gene Analogs). Para
CBD foram utilizados dois marcadores que se encontram flanqueando o gene Ck-1. Os
marcadores microssatélites foram usados para o estudo de diversidade genética. Os dados

dos marcadores associados aos dois QTL sugerem que todos cafeeiro da populagdo C6T-24



possuem resisténcia para as racas I, Il e patétipo 001 de H. vastatrix, pois a presenca de um
alelo dominante emum dos dois locos é suficiente para que o individuo sejaresistente. O gene
RGA associado a resisténcia a esse patdgeno foi identificado em 117 cafeeiros. Para
resisténcia a C. kahawae, 46 cafeeiros da populacdo C6T-10 e 59 da populacdo C6T-24
apresentaram o gene Ck-1. Foram identificados 37 cafeeiros da populagdo C6T-10 e 23 da
populacdo C6T-24 com a piramidacdo dos quatro locos de resisténcia a H. vastatrix e C.
kahawae. Esses mesmos cafeeiros foram avaliados como resistentes a ferrugem em nivelde
campo no ano de 2019. Outras caracteristicas morfoagrondmicas foram analisadas,
permitindo a selecdo de genotipos contendo piramidacdo de genes de resisténcia e
caracteristicas de interesse agrondmico. Para auxiliar na sele¢cdo de genotipos a serem
cruzado para formar novo ciclo de retrocruzamento, foi realizado estudo da diversidade dos
cafeeiros, usando a analise de agrupamento UPGMA. Observou-se a formacdo de quatro
grupos principais, permitindo evidenciar a diversidade dentro da populagcdo C6T-10. Com
base nesse trabalho, foi possivel selecionar cafeeiros em geracdo F» contendo a piramidagéo
de alelos de resisténcia a H. vastatrix e C kahawae, bem como gendtipos contendo
diversidade que podem ser usados para cruzamento e formacdo de nova populacdo para

selecdo recorrente.

Palavras-chave: Melhoramento do cafeeiro. SAM. Diversidade genética. Piramidacao de
genes. Hemileia vastatrix. Colletotrichum kahawae.



ABSTRACT

SILVA, Ana Carolina Andrade, M.Sc., Universidade Federal de Vigcosa, March, 2020.
Molecular and phenotypic characterization of Coffea arabica populations in selection.
Adviser: Eveline Teixeira Caixeta. Co-adviser: Dénia Pires de Almeida.

The main phytosanitary problems in Arabica coffee washers are rust that is caused by the
fungus Hemileia vastatrix and Coffee Berry Disease (CBD), which is caused by the fungus
Colletotrichum kahawae, being one of the main responsible for the reduction of coffee and
drink quality. An efficient socioenvironmental way to control these diseases is the use of
resistant cultivars, preventing the means of genetic breeding. However, the coffee plant
breeding is a long process, which can take about 25 years to obtain a new cultivar. Thus, the
use of breeding methods associated with molecular markers is a viable alternative to
accelerate the process of developing new coffee cultivars. One of the extremely relevant
applications of molecular markers in the plant breeding method consists of its use as an
auxiliary tool inthe selection procedures assisted by molecular markers (SAM). In SAM, the
process of gene stacking disease-resistant alleles is efficient, as it allows selection in the
absence of pathogens, cancels the environmental effects, pleiotropy, and epistasis and allows
the selection of undesirable genotypes in the first selection tests. Now the objective of the
present study was to implement a selection assisted in the improvement of two species of C.
arabica, C6T-10, and C6T-24, in the F2 generation of recurrent selection. Genetic diversity
studies and morpho- agronomic analyzes of these were also carried out for auxiliary coffee
selection. For this purpose, the DNA of 148 coffee trees from two species was extracted and
amplified with molecular markers associated with rust resistance genes and CBD, as well as
microsatellite markers distributed randomly in the genome. For resistance to rust, markers
linked to three sites were used, two QTL that use the genes with the highest resistance such as
races I, Il, and model 001 of H. vastatrix and one RGA (Disease Resistance Gene Analogs)
gene. For CBD, two markers were used that separate the Ck-1 gene. Microsatellite markers
were used to study genetic diversity. The data from the markers associated with the two
QTLs suggest that all coffee trees inthe C6T-24 population show resistance to races I, Il and
model 001 of H. vastatrix, since a dominant allele is present in one of the two locations is
sufficient for anyone to be tough. The RGA gene associated with resistance to thispathogen
was identified in 117 coffee trees. For resistance to C. kahawae, 46 coffee trees from the
C6T-10 population and 59 from the C6T-24 population had the Ck-1 gene. 37 coffees



fromthe C6T-10 population and 23 from the C6T-24 population were selected with a gene
stacking of four resistance sites to H. vastatrix and C. kahawae. These same coffee trees have
been rated as rust-resistant at the field level in2019. Other morpho-agronomic characteristics
were analyzed, allowing the selection of genotypes that use resistance gene stacking and
characteristics ofagronomic interest. For an auxiliary selection of genotypes to be crossed to
form a new backcross cycle, a study of coffee diversity was carried out, using a UPGMA
cluster analysis. Observe the formation of four main groups, allowing us to demonstrate the
diversity in the C6T-10 population. Based onthis work, it was possible to select coffee trees
in the F2 generation, including the removal of resistance alleles to H. vastatrix and C
kahawae, as well as the selected genotypes that can be used for monitoring and training new
populations for selection.

Keywords: Coffee improvement. SAM. Genetical diversity. Gene stacking. Hemilea

vastatrix. Colletotrichum kahawae.
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1 INTRODUCAO

O cafeeiro pertence a familia Rubiacea e ao género Coffea tendo 104 espécies
descritas (DAVIS et al., 2011). Das espécies, apenas Coffea arabica L. e Coffea canephora
sdo cultivadas, e representam 60% e 40% da producdo mundial, respectivamente (ICO,
2018). Seus grdos produzem uma das bebidas mais populares do mundo, se destacando como
uma das mais importantes commodities (TOZZI & GHINI, 2016). O Brasil se destaca como
0 maiorprodutor e exportador mundial de café, sendo o café ardbica de maior
representatividade, com 72% do cultivo nacional (CONAB, 2019).

C. arabica L. é a Unica espécie tetraploide (2n=4x=44) do género, sendo as demais
espécies diploides (2n=2x=22). Seu genoma alotetraploide provém da hibridacdo natural
entre
C. eugenioides e C. canephora (LASHERMES et al., 1999). E uma espécie autocompativel
e autbgama, ou seja, se reproduz predominantemente por autofecundagdo, que ocorre em
aproximadamente 90% das flores (CUBRY et al. 2008). E nativa do sudoeste da Etiopia,
sudeste do Sudao e norte do Quénia (BRIDSON 1982).

Os principais problemas fitossanitarios nas lavouras de café arabica sdo a ferrugem
causada pelo fungo Hemileia vastatrix e Coffee Berry Disease (CBD) causada pelo fungo
Colletotrichum kahawae. Essas doencas atacam as folhas e os frutos do cafeeiro, sendo uns
dos principais responsaveis pela reducdo da produtividade e qualidade de bebida
(MANUELet al., 2010; JUNIOR et al., 2013). O controle quimico por meio do uso de
fungicidas tem-se mostrado eficiente para controlar os prejuizos causados por estes fungos.
Todavia, este € um método de controle que eleva consideravelmente o custo de producdo do
cafezal (GICHURU et al. 2008; ZAMBOLIM 2016), além de expor o meio ambiente e 0
aplicador ao risco de contaminacgéo pelos fungicidas.

Uma forma socioambiental mais eficiente para o controle dessas doencas é o uso de
cultivares resistentes obtidas por meio de melhoramento genético. Esta alternativa apresenta
baixo custo, eficiéncia, facilidade de implantacdo e causa menores danos ao ambiente
(FREITAS et al., 2007). Todavia, um dos grandes desafios dos programas de melhoramento
é obter uma variedade que retna todas as caracteristicas de interesse. Em café arabica deseja-
se a piramidacdo de alelos associados a caracteristicas de interesse, tais como resisténcia e/ou
tolerancia a fatores bioticos e abidtico. Este processo de piramidacdo pode ser realizado em
etapas, uma vez que é dificil obter dois genitores que combinem as todas as caracteristicas de

interesse.



Uma alternativa é a selecdo recorrente, que se baseia em sucessivos ciclos de selecdo
e recombinacdo das melhores progénies, possibilitando o aumento da frequéncia de alelos
favoréaveis de forma gradativa, sem exaurir a variabilidade genética (HALLAUER et al.,
1985). E um método viavel para a obtengio de novos gen6tipos de café arabica, permitindo
ganhos simultaneos em varios caracteres de interesse.

Nesse contexto, diferentes fontes de resisténcia para essas duas doengas do cafeeiro

ja foram identificadas. A resisténcia das plantas de café as diferentes racas de H. vastatrix
tem sido atribuida a pelo menos nove genes denominados de Sul a SH9, que atuam de forma
independente ou conjunta (NORONHA-WAGNER, M., BETTENCOURT 1967;
BETTENCOURT, A.J., NORONHA-WAGNER, M & LOPES 1980; BETTENCOURT,
Al.,
RODRIGUES 1988). Esses genes de resisténcia foram encontrados em C. arabica (SH1, 2,
4,5), C. canephora (Su6, 7,8,9) e C. liberica (Sv3) (BETTENCOURT & NORONHA-
WAGNER, 1971). Os genes Su5, 6, 7, 8 e 9 também foram encontrados em acessos de
Hibrido de Timor (HdT), que correspondem a hibridos naturais entre C. arabica e C.
canephora. Os genes identificados em C. arabica ja foram suplantados por diversas racas de
H. vastatrix (BETTENCOURT & NORONHA-WAGNER, 1971), dessa forma, oS
programas de melhoramento tém buscado introgredir os genes de C. canephora e C. liberica
em cafeeiros arabica.

Quanto a resisténcia do cafeeiro a C. kahawae, Van der VVossen e Walyaro (1980),
por meio de estudo de heranca, propuseram a existéncia de um loco (T) para a resisténcia ao
CBD em HdT. Estudos realizados por Agwanda et al. (1997) demostraramque a resisténcia
também era controlada por outros genes, como 0s genes R e K, presentes nas variedades
Rume Sudan e K7, respectivamente. Gichuru et al. (2008) identificaramo gene Ck-1 como o
loco de resisténcia a C. kahawae em cafeeiros derivados de Catimor e sugeriram que esse
gene corresponde ao loco T previamente identificado em HdT.

Programas de melhoramento do cafeeiro temutilizado as diferentes fontes para
obtencdo de resisténcia duradoura para essas doencas. No entanto, 0 melhoramento genético
do cafeeiro € um processo demorado, que pode levar cerca de 25 anos para se obter uma nova
cultivar (MORENO, 2004) e requer uma extensa area experimental. 1sso se deve ao fato de
o cafeeiro ser uma espécie perene, de ciclo longo e porte arbustivo. Além disso, a eficiéncia
da selecdo nas primeiras geragdes de autofecundacdo é muito baixa devido, principalmente,
a ocorréncia de alelos dominantes em heterozigose (KALTCHUK-SANTOS &



BODANESE-ZANETTINI, 2002; MORAIS & MELO, 2011).

A utilizagdo de métodos de melhoramento associados a marcadores moleculares é
uma alternativa vidvel para acelerar o processo de desenvolvimento de novas cultivares de
café. O uso de marcadores ligados a genes de interesse é especialmente importante naselecdo
quando se tem limitacdo na fenotipagem, como no caso de avaliagdo para CBD noscafezais
do Brasil, onde a doenca ainda ndo esta presente e € de suma importancia o melhoramento
preventivo, ou quando o programa de melhoramento tem como objetivo a piramidacéo de
genes, ou seja, introduzir dois ou mais genes na cultivar.

As vantagens de implementar selecdo de plantas por meio de métodos moleculares
(selecéo assistida por marcadores moleculares - SAM) esté nareducdo do nimero de plantas
para serem testadas em campo, deteccdo de variabilidade em todos os tecidos vegetais
independente da fase de desenvolvimento e ndo apresentar interferéncia do ambiente e de
efeitos pleiotropicos e epistaticos, além de permitir a eliminacdo dos gendtipos indesejaveis
nas primeiras geracdes de selecdo (OLIVEIRA et al, 2007; AGARWAL et al., 2008,
ALKIMIM et al., 2017). Dessa forma, a SAM no processo de piramidacdo de alelos de
resisténcia a doencas € amplamente eficiente.

Marcadores moleculares também tém sido utilizados nos programas de
melhoramento genético para analisar a variabilidade das plantas. O seu uso para estudo de
diversidade genética tem relevante utilidade, principalmente em espécies que apresentam
base genética estreita, como C. arabica. Nesse caso, marcadores moleculares podem ser
utilizados para discriminar os individuos fenotipicamente semelhantes, com base no genétipo
(FERRAO et al., 2015; SOUSA et al., 2017).

Além disso, a selecé@o recorrente assistida por marcador molecular (MARS) tem sido
implementada nos programas de melhoramento uma vez que acelera 0s processos de selecéo
e aumentar a frequéncia de alelos favoraveis nas populacdes a cada geracdo, sem reducao
da variabilidade genética (TOBAR, 2019).

Desse modo, o objetivo do presente estudo foi implementar a selecdo assistida por
marcadores moleculares no melhoramento C. arabica para identificacdo de cafeeiros
contendo diferentes genes de resisténcia as principais doencas, ferrugeme CBD e analise de

diversidade genética para formacéo de novos ciclos de selecdo recorrente.



2 MATERIAL E METODOS

2.1 Material genético

Foram avaliados 148 cafeeiros de duas populacdes em processo de melhoramento
(Tabela 1), que se encontram na geracdo F.. As populacdes foram selecionadas a partir de
cruzamentos realizados em um modelo de dialelo circulante, onde 144 hibridos F; foram
analisados (TOBAR, 2019). Com base nesse estudo, as plantas F1 resultantes do cruzamento
entre as cultivares Catigud MG2 e Acaua Novo, que séo cultivares comercialmente utilizadas
por cafeicultores por exibirem bons desempenhos agrondmicos, sobressairam por
apresentarem dois locos associados a resisténcia do cafeeiro a H. vastatrix e o loco de
resisténcia a CBD piramidados. Além disso, alguns dos hibridos desse cruzamento ficaram
entres 0s 30% melhores hibridos selecionados pelo rank-médio. O indice de rank-médio foi
obtido com base em caracteristicas fenotipicas (vigor vegetativo, tamanho dos frutos
maduros, incidéncia de cercosporiose) e permitiu identificar os individuos com os quais

pode-se obter maiores ganhos com a selecdo (TOBAR, 2019).



Tabela 1. Cafeeiros avaliados nas populagdes C6T-10 e C6T-24 em geracdo F» e testemunhas.

POPULACAO C6T-10 POPULACAO C6T-24

Cafeei Identificag Cafeei Identificag Cafeei Identificag Cafeei Identificag
ro do ro do ro do ro do
1 T1B1P2 45 T13B2P10 74 T1B3P1 118 T1B4P3
2 T2B1P2 46 T13B2P11 75 T1B3P3 119 T2B4P1
3 T13B1P1 47 T13B2P13 76 T2B3P2 120 T2B4P3
4 T13B1P2 48 T13B2P15 77 T2B3P3 121 T14B4P1
5 T13B1P3 49 T13B2P16 78 T14B3P2 122 T14B4P2
6 T13B1P4 50 T13B2P19 79 T14B3P4 123 T14B4P3
7 T13B1P5 51 T13B2P21 80 T14B3P5 124 T14B4P4
8 T13B1P6 52 T13B2P23 81 T14B3P6 125 T14B4P5
9 T13B1P7 53 T13B2P24 82 T14B3P9 126 T14B4P6
10 T13B1P8 54 T13B2P25 83 T14B3P11 127 T14B4P7
11 T13B1P9 55 T13B2P26 84 T14B3P12 128 T14B4P8
12 T13B1P10 56 T13B2P29 85 T14B3P14 129 T14B4P9
13 T13B1P12 57 T13B2P30 86 T14B3P16 130 T14B4P10
14 T13B1P16 58 T13B2P32 87 T14B3P17 131 T14B4P11
15 T13B1P17 59 T13B2P33 88 T14B3P18 132 T14B4P14
16 T13B1P18 60 T13B2P34 89 T14B3P19 133 T14B4P15
17 T13B1P20 61 T13B2P35 90 T13B3P20 134 T14B4P16
18 T13B1P22 62 T13B2P36 91 T14B3P21 135 T14B4P17
19 T13B1P23 63 T13B2P37 92 T14B3P22 136 T14B4P18
20 T13B1P24 64 T13B2P38 93 T14B3P23 137 T14B4P19
21 T13B1P25 65 T13B2P39 94 T14B3P25 138 T14B4P20
22 T13B1P26 66 T13B2P40 95 T14B3P26 139 T14B4P21
23 T13B1P27 67 T13B2P41 96 T14B3P27 140 T14B4P22
24 T13B1P28 68 T13B2P42 97 T14B3P28 141 T14B4P23
25 T13B1P30 69 T13B2P43 98 T14B3P31 142 T14B4P25
26 T13B1P32 70 T13B2P44 99 T14B3P32 143 T14B4P26
27 T13B1P33 71 T13B2P45 100 T14B3P33 144 T14B4P27
28 T13B1P35 72 T13B2P46 101 T14B3P34 145 T14B4P28
29 T13B1P36 73 T13B2P50 102 T14B3P35 146 T14B4P30
30 T13B1P37 - - 103 T14B3P36 147 T14B4P31
31 T13B1P38 - - 104 T14B3P37 148 T14B4P32
32 T13B1P39 - - 105 T14B3P38 149 T14B4P33
33 T13B1P40 - - 106 T14B3P39 150 T14B4P33

4

34 T13B1P41 - - 107 T14B3P40 151 T14B4P35
35 T13B1P44 - - 108 T14B3P42 152 T14B4P36
36 T13B1P45 - - 109 T14B3P44 153 T14B4P38
37 T13B1P49 - - 110 T14B3P45 154 T14B4P39
38 T13B1P50 - - 111 T14B3P46 155 T14B4P40
39 T1B2P1 - - 112 T14B3P47 156 T14B4P41
40 T2B2P1 - - 113 T14B3P48 157 T14B4P43
41 T13B2P1 - - 114 T14B3P49 158 T14B4P44
42 T13B2P2 - - 115 T14B3P50 159 T14B4P46
43 T13B2P4 - - 116 T1B4P1 160 T14B4P47

44 T13B2P8 - - 117 T1B4P2 161 T14B4P48




Dois hibridos Fi1 desse cruzamento, C6T-10-B6-E3 e C6T-24-B6-E3, foram
autofecundados, resultando em progénies F, (Figura 1). O plantio do experimento foi
realizado em fevereiro de 2016, utilizando o delineamento com testemunha intercalar.
Inicialmente, cada populagdo era composta por dois blocos de 50 cafeeiros cada, no
espacamento 3,0 x 0,80 m, totalizando 100 cafeeiros por populagédo. Contudo, houve morte de
alguns cafeeiros, sendo entdo avaliadas 69 plantas na populacdo C6T-10 e 79 plantas na
populacdo C6T-24. Como testemunhas foram utilizadas a cultivar Paraiso MG H419-1 e
Catuai Vermelho 1AC 144 resistentes e susceptiveis a H. vastatrix, respectivamente.

Figura 1. Representacdo do cruzamento entre genitores Catigud MG2 e Acaud Novo, 0s
quais deram origem a duas populagoes F2.

Os cafeeiros avaliados pertencem ao Programa de Melhoramento Genético do
Cafeeiro desenvolvido pela Empresa de Pesquisa Agropecuaria de Minas Gerais (EPAMIG)
emparceria coma Universidade Federalde Vicosa (UFV) e aEmpresa Brasileira de Pesquisa

Agropecuéria (Embrapa-Cafe).

2.2 Extracdo de DNA

Para a extracdo de DNA foram coletadas amostras foliares dos 148 individuos das
duas populacdes e 13 testemunhas. O DNA foi extraido de folhas jovens, vigorosas, sadias
e verdes brilhantes. Esse material foi coletado em saco plastico devidamente identificado,
umidificado com agua, onde o peciolo das folhas ficou em contato comalgoddo umido, e
mantido em caixa de isopor para, a fimde evitar a oxidacdo das folhas coletadas. Em seguida,
o material vegetal foiconduzido ao laboratorio BioCafé da UFV. As folhas foram lavadas em

agua corrente, secas empapel toalha, acondicionadas em tubos Falcon devidamente



identificados e armazenadas em freezer a -80°C. Posteriormente, as amostras congeladas
foram liofilizadas, maceradas em cadinhos com auxilio de pistilo e armazenadas em
microtubos de 2,0 ml.

A extracdo do DNA gendmico das folhas maceradas foirealizado pelo método
proposto por Diniz et al. (2005). A qualidade do DNA foi testada em gel de agarose e a
quantificacdo realizada em Nano Drop 2000. O DNA foi diluido para a concentracdo de 25

ng/uL e armazenado a -20°C até 0 momento de uso.

2.3 Selegéo assistida por marcadores moleculares (SAM)

Na andlise de selecdo assistida dos cafeeiros F, foram utilizados 5 marcadores
moleculares de marca especifica, previamente identificados como ligados a genes que
conferem resisténcia a H. vastatrix e a C. kahawae (Tabela 2).

Afim de facilitar a analise dos dados gerados pelos marcadores moleculares
ligadosaos genes de resisténcia e a identificacdo dos alelos de resisténcia presentes nos
cafeeiros avaliados, no presente estudo estes marcadores representam os diferentes locos de
resisténcia a ferrugem e a CBD. Neste sentido, 0 marcador SSR 016 representa o loco B, o
marcador CaRHvV9 o loco C e o marcador CARF0O05 representa o loco E. Finalmente os
marcadores CBD-Sat235 e CBD- Sat207 ligados ao gene Ck-1 representaram o loco D
(Tabela 2).

Tabela 2: Marcadores moleculares ligados a genes que conferemresisténcia a H. vastatrix e
C. kahawae. Sequéncias e temperaturas de anelamento T(°C).

Loco Marcador Sequéncia dos Primers T (°C)
B SSR 016 R: CCACACAACTCTCCTCATTC 65
F:ACCCGAAAGAAAGAAGAACCAAG
R:GTCTAAGACCAGAATCAGATGG 65
C CaRHv9
F: TGATGAAGAAGAGCGCATAGC
E R: ATCCCTACCATCCACTTCAAC 60
CA F: GGACATCAACACCAACCTC
RF005
: 50
CBD-Sat235 R: GCAAATCATGAAAATAGTTGGTG
F: TCGTTCTGTCATTAAATCGTCAA
D R: CAATCTCTTTCCGATGCTCT 50
CBD-Sat207

F: GAAGCCGTTTCAAGCC
'F= Foward primer; R=Reverse
2.3.1 Selecgdo assistida por marcadores moleculares para resisténcia a H. vastatrix
Visando identificar individuos que apresentem resisténcia a H. vastatrix, foram
utilizados trés marcadores moleculares, sendo 0 marcador microssatélite SSR016, o



marcador SCAR CaRHV9 e 0 marcador RGA CARF005. O marcador SSR016 (Figura 3)
esta ligado ao QTL do grupo de ligagdo 2. No presente trabalho este marcador representa o
loco B de resisténcia. Apresenta um padrdao codominante, identificando-se os individuos BB,
Bb e bb. O marcador CaRHV9 esté ligado ao QTL do grupo de ligagdo 5 (Figura 3) e no
presente trabalho representam o loco C de resisténcia. Esse comporta-se como marcador
dominante e acoplado, sendo identificados na populacéo os individuos com genétipos C_ e
cc (ALMEIDA, 2019). O marcador CARF005 esta associado a um outro QTL que ndo do
grupo de ligacdo 2 e 5. Esta representado pelo loco E, e apresenta padrdo dominante, ndo
sendo possivel distinguir cafeeiros dominantes homozigotos de dominantes heterozigotos,

apenas os genotipos E_ eee.
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Figura 2. LG2 = Grupo de Ligacdo 2 do Mapa de ligacdo para C. arabica contendo o
marcador SSR16 . LG5 = Grupo de Ligacéo 5 do Mapa de ligacao para C. arabica contendo
o marcador CaRHV9161 e 0s CBD-Sat207 e CBD-Sat235. A direita da barra estdo os nomes

dos marcadores moleculares e a esquerda, as distancias em cM. (ALMEIDA, 2019)

A amplificacdo do primer SSR016 foi realizada em um volume final de 20 pl,
contendo 50 ng de DNA gendmico, tampéo de reagdo de PCR 1X, 1,0 mM de MgCl,, 0,15
mM de cada dNTP, 0,1 uM de cada primer, 0,6 unidade de Tag DNA polimerase (Invitrogen),
completando o volume com &gua milli-Q. Para a amplificacdo foi utilizado o procedimento
touchdown PCR, que consistiu em: etapa de desnaturacdo a 94°C por 2 minutos; 10 ciclos de
desnaturacdo 94°C por 30 segundos, anelamento a 66°C, durante 30 segundos, e extensdo a
72°C por 30 segundos; seguidos por mais 30 ciclos de desnaturacdo a 94°C, anelamento a
57°C e extensdo a 72°C, com 30 segundos cada etapa. A extensdo final foirealizada a 72°C

por 8 minutos.



A amplificacdo com os primer CaRHV9 foi realizada em um volume final de 20 pl,
contendo 50 ng de DNA gendmico, tampédo de reacdo de PCR 1X, 2,0 mM de MgCl,, 0,15
mM de cada dNTP; 0,1 uM de cada primer, 1 unidade de Tag DNA polimerase (Cellco),
completando o volume comagua milli-Q. Aamplificacdo consistiu emetapa de desnaturacéo
a 94°C por 5 minutos; 32 ciclos de 94°C 30 segundos, 65°C 30 segundos e 72°C 1 minuto;
extensdo final de 72°C por 10 minutos.

Para os primers CaRHv9 e CARF005, os produtos resultantes da reacdo de PCR
foram separados por eletroforese em gel de agarose e corados em brometo de etidio. Para o
primer SSR 016, os produtos resultantes da reacdo de PCR foram separados por eletroforese
emgel de poliacrilamida desnaturante 6% e visualizados por meio de coloragdo com nitrato
de prata, segundo Brito et al. (2010).

Aamplificacdo do DNA por PCR do primer CARFO0O05 foirealizada em volume final
de 20 uL, contendo 50 ng de DNA gendmico, tampao de reacdo de PCR 1X, 1 mMde MgCly,
0,15 mM de cada dNTP; 0,1 uM de cada primer, 1 unidade de Tag DNA polimerase
(Invitrogen), completando o volume com &gua milli-Q. A amplificagdo foi realizada em
termociclador Veriti (Applied Biosystem) e consistiu em etapa inicial de desnaturacdo de
95° C por 5 minutos, seguida de trinta e cinco ciclos de desnaturacao a 94° C por 30 segundos,
anelamento a 60° C por 30 segundos e extensdo a 72° C por 1 minuto. Apds os ciclos, foi
realizada extenséo final de 72° C por 10 minutos.

Para avaliar a presenca do alelo de resisténcia nos individuos em estudo, foi utilizado
0 padréo de bandas apresentados pelos gendtipos controles, previamente identificados como
resistente (HdT UFV 443-03) e suscetivel (Catuai Amarelo IAC 64). As leituras dos géis
foram realizadas com base na presenca ou auséncia da marca (banda) de resisténcia. Para o

marcador codominante SSR016 foram avaliados genotipos homozigotos e heterozigotos.

2.3.2 Selecdo assistida por marcadores moleculares para resisténcia a
Colletotrichum kahawae — CBD

Foram utilizados dois marcadores moleculares ligados ao gene Ck-1,
identificados e mapeados por Gichuru et al. (2008) (Figura 3) e validados por Alkimim et
al. (2017) (Tabela 2), representando o loco D de resisténcia no presente estudo. Como
controle foramutilizados trés genotipos sabidamente portadores do gene Ck-1 (Hibridos
de Timor UFV 377-15 e UFV 440-10 e a cultivar MGS Catigua 3) e dois gendtipos
suscetiveis (Caturra Vermelho - CIFC 19/1 e Catuai Vermelho IAC 64 - UFV 2148-57).



Figura 3. Mapa de ligagdo genética de marcadores encontrados associados a resisténcia do
cafeeiro a C. kahawae construido com base na populacdo F> de C. arabica (SL28 x Catimor
88). Os valores a esquerda indicam as distancias entre os marcadores em cM. A direita
segmento que contém o loco Ck-1 de resisténcia ao CBD (GICHURU et al., 2008).

A amplificacdo por PCR foirealizada emum volume final de 25 pL, contendo 50 ng
de DNA gendmico, tampé&o de reacdo de PCR 1X, 2,0 mM de MgCl;, 0,1 mM de cada dNTP,
0,4 uM de cada primer e 0,5 U de Taqg DNA polimerase (Invitrogen), completando o volume
com agua milli-Q. As reacGes foram realizadas emtermocicladores PTC-200 (MJResearch)
e Veriti (Applied Biosystems) e consistiram em uma fase inicial de desnaturagdo a 95° C por
5 minutos; 35 ciclosa 94° C por 45 segundos, comtemperaturas de anelamento especifica para
cada primer, por um periodo de 45 segundos e extensédo a 72° C por 45 segundos; e extensdo
final a 72° C por 10 minutos.

Os produtos resultantes da reacdo de PCR foram separados por eletroforese em gel
de poliacrilamida desnaturante 6% e visualizados por meio de colora¢do com nitrato de prata
(BRITO et al. 2010). Para avaliar a resisténcia nos individuos em estudo, foi utilizado o
padrdo de bandas apresentados pelos genotipos controles, resistentes e suscetiveis. As
leituras dos geéis foram realizadas com base na presenca ou auséncia da marca (banda) de
resisténcia. Como se tratam de marcadores codominantes, foram avaliados gendtipos

homozigotos e heterozigotos.

2.4 Estudo de diversidade genética
Para o estudo de diversidade genética, inicialmente foi realizado analise de primers
microssatélites, para selecionar os que apresentassem polimorfismo nas populacdes em

estudo. Posteriormente, com os primers polimorficos selecionados (Tabela 3), foram



analisados em todos individuos das duas populacdes F-.

Tabela 3. Primes SSR utilizados no estudo de diversidade, temperatura de melting (Tm),
tamanho dos fragmentos gerados em pares de bases (bp) e referéncia.

R: CGACAGATGCAGGAATAAACTG
R: CCTTATTGAAGACGCCCAAA

R: ACTGGTCTCTCGTCTGTGAA

R: GGTTGCGTCAAACAAGTCAA

R: TTATATCCCGCGGCAAGTCC

R: CCACACAACTCTCCTCATTC

R: CAATCTCTTTCCGATGCTCT

R: GCAAATCATGAAAATAGTTGGTG
'F= Foward primer; R=Reverse

Na reacdo de PCR form utilizados 50 ng de DNA, 1 U de Tagq DNA polimerase
(Invitrogen), tampéo 1X, 1 mM de MgClI2, 150 uM de cada dNTP ¢ 0,1 uM de cada
primer, completando com agua milli-Q para um volume final de 20 pL. Para a amplificacéo,
foi utilizado o procedimento “touchdown PCR”, que consistiu em: etapa de desnaturacao a
94°C por 2 minutos, seguido por 10 ciclos de touchdown PCR, constituidos de 94°C por 30
segundos, 66°C, decrescendo 1°C a cada ciclo (de 66°C até 57°C), por 30 segundos e
extensdo de 72°C por 30 segundos. Posteriormente, foram realizados mais 30 ciclos de
desnaturacdo a 94°C, anelamento a 57°C e extensdo a 72°C, com 30 segundos cada etapa. A
extensdo final foi realizada a 72°C, por 8 min.

A matriz de dissimilaridade genética foi calculada utilizando-se os coeficientes de
dissimilaridade de Nei e Li (Nei; Li 1979). A matriz foi gerada com o auxilio da funcéo
Nei.dist do pacote Poppr e, posteriormente, foi realizado um agrupamento hierarquico com
a funcdo Hclust empregando o parametro UPGMA. O dendrograma foiobtido por meio da
funcdo Fviz- dend do pacote FactoExtra. Todas as analises foram conduzidas em ambiente

R versdo3.5.3.



2.5 Avaliagoes fenotipicas

Foram avaliadas 12 caracteristicas morfoagronémicas dos cafeeiros no ano de2019,
sendo: vigor vegetativo, producdo, uniformidade de maturacdo dos frutos, tamanho dos
frutos maduros, didmetro de copa, didmetro de caule, nimero de pares de ramos
plagiotrépicos, comprimento do ramo plagiotropico, nimero de nds no ramo plagiotrépicos,

altura de planta, severidade ferrugem e severidade cercosporiose (Tabela 4).



Tabela 4. Caracteristicas morfoagronémicas avaliadas no ano de 2019 para as populacgdes

em estudo.
Caracteristica Descric
S ao
Vigor VIG Avaliado por notasde 1 a10. 1: Planta totalmente
vegetativo depauperada.
10: Planta considerada com vigor maximo.
Producéo (PR(? Litros de café recém colhido por planta
Uniformidade Notas de 1 a 4. 1 = uniforme; 2 = medianamente uniforme; 3
de (Uum =
maturacao dos T)  medianamente desuniforme; 4 = desuniforme.
frutos
Tamanho dos (TF)  Avaliado por notas de 1 a 3. Nota 1 = pequeno, 2 = médio,
frutos maduros 3 = grande.
Diametro de (DC  Medido no sentido transversal a linha de plantio, medindo-
0) se
copa (cm) a maior projecdo da "saia" do cafeeiro.
Diametro de (DC  Medido com auxilio de um paquimetro digital, na regido do
A)
caule (cm) coleto da planta (+ ou - 5¢cm da superficie do solo).
N° de pares de Numero de pares de ramos plagiotropicos na haste
principal.
ramos (NRP
)
plagiotrépicos
Comprimen
to (CRP  Comprimento de um Ramo Plagiotropico Representativo da
do ramo )
plagiotrépico Planta.
N° de No6s no
Ramo (NNR  N°de N6s no Ramo Plagiotropico medido.
P)
Plagiotropico
Medida da ramificacdo ortotrépica mais desenvolvida, do
Altura de (APl nivel do solo até o Gltimo ponto apical do cafeeiro com o
) auxilio de
Planta uma trena métrica afixada em uma haste de madeira.
(cm)
Notas de 1 a 5. 1 = auséncia de pustulas e reacGes de
hipersensibilidade; 2 = poucas folhas com pustulas
sem
esporos (“flecks”) e com reagdes de hipersensibilidade; 3 =
Severidade (FER poucas pustulas por folha com alta producdo de esporos e
Ferrugem ) pouco distribuidas; 4 = média quantidade de pustulas por
folha,
distribuidas na planta com alta producéo de esporos;
5 = alta quantidade de pustulas comalta producéo de
esporos e
alta desfolha da planta. OBS: Plantas comnota 1 ou 2 =
Resistentes; 3 a 5 = Suscetiveis.
Severidade  (CER Notas de 1 a 5. Nota 1: sem cercospora; 2 a 5: folhas com

)



Cercosporiose cercéspora. OBS.: 2 = baixa incidéncia e 5 =alta incidéncia.




3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Sele¢do assistida para QTL de resisténcia as racas I, Il e patétipo 001 de
H. vastatrix

Para verificar a presenca de genes de resisténcia a H. vastatrix, marcadores
associados a dois QTL foram utilizados, sendo um no grupo de ligagdo (GL) 2 e outro no
GL5 do mapa genético construido por Pestana et al. (2015).

Na populagdo C6T-10, dos 69 cafeeiros analisados para o marcador SSR016 ligado
ao QTL-GL 2, todos apresentaram a marca de resisténcia. Como o marcador SSR016 é um
marcador codominante, foi possivel identificar cafeeiros homozigotos e heterozigotos
(Tabela 5). Sendo assim, 65 (94,2%) cafeeiros apresentaram o alelo de resisténcia do QTL-
GL2 em homozigose, tendo, portanto, o genétipo BB e 4 (5,8%) apresentaram o loco de
resisténcia em heterozigose, sendo Bb. Todavia, por meio da analise da planta F1 que deu
origem a populacdo F2 C6T-10, observou-se que ela é resistente homozigota. Sendo assim,
os cafeeiros resistentes heterozigotos presentes na populagdo C6T-10 (cafeeiros 9, 45, 59 e

67) foram descartados, por provavelmente serem oriundos de contaminacao.

Tabela 5. Cafeeiros da populacdo C6T-10 portadores de loco/QTL de resisténcia as racas
I, 1l e patétipo 001 de H. vastatrix como marcador SSR016 que pertence ao grupo de ligacéo

2.
Resistentes Homozigotos (BB)

3 4 5 6 7 8
10 11 12 13 14 15
16 17 18 19 20 21
22 23 24 25 26 27
28 29 30 31 32 33
34 35 36 37 38 41
42 43 44 46 47 48
49 50 51 52 53 54
55 56 57 58 60 61
62 63 64 65 66 68
69 70 71 72 73 -

Dos 79 cafeeiros avaliados na populacdo C6T-24, todos apresentaram banda de
resisténcia para o marcador SSR016 ligado ao QTL-GL 2, sendo todos resistentes

homozigotos (Tabela 6).



Tabela 6. Cafeeiros da populacdo C6T-24 portadores de loco/QTL de resisténcia as racas
I, Il e pat6tipo 001 de H. vastatrix como marcador SSR016 que pertence ao grupo de ligacao
2.

Resistente Homozigoto (BB)
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Os dados moleculares mostraram que os individuos das progénies apresentaram o
alelo para resisténcia em homozigose para 0 QTL-GL2. Tobar (2019) também encontrou
cafeeiros F1 C6T resistentes e homozigotos, corroborando com os dados obtidos no presente

trabalho. A obtencdo de individuos homozigotos para esse loco ja na geracdo F2 € de grande

importancia para o melhoramento genético do cafeeiro, pois garante que as progénies futuras,



provenientes de autofecundacdo, também sejam resistentes.

Analisando o marcador CaRHvV9 que esté ligado ao QTL-GL 5, foi possivel observar
que 50 (76,96%) cafeeiros da populacdo C6T-10 (Tabela 7) e 26 (33%) da populacdo C6T-
24 (Tabela 8) apresentaram o alelo de resisténcia. Segundo Almeida (2015), o marcador
CaRHvV9 apresenta padrdo de bandas dominantes, portanto, a marca de resisténcia
encontrada nos cafeeiros pode estar em homozigose ou em heterozigose, ndo sendo possivel
distinguir. Individuos contendo a marca tiveram o gendtipo denominado de C .



Tabela 7. Cafeeiros da populagdo C6T-10 portadores de loco/QTL de resisténcia as ragas I, |1
e patotipo 001 de H. vastatrix com o marcador CaRHv9 que pertence ao grupo de ligagéo 5.

Resistentes (C )

3 4 5 7 8 1
1

12 13 14 15 16 1
9

21 22 24 25 26 2
7

28 33 34 36 37 3
8

42 43 44 46 47 4
9

50 o1 52 53 54 5
5

56 57 60 61 62 6
3

64 65 66 68 70 7
1

72 73 - - - -

Tabela 8. Cafeeiros da populacdo C6T-24 portadores de loco/QTL de resisténcia as ragas |,
Il e patotipo 001 de H. vastatrix com o marcador CaRHV9 que pertence ao grupo de ligacao
5.

Resistentes (C )
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Segundo Pestana et al. (2015), a resisténcia dos cafeeiros as racgas I, Il e pat6tipo 001
de H. vastatrix é conferida por dois locos dominantes independentes. Portanto, a presenca
de umalelo dominante emum dos dois locos é suficiente para que o individuo seja resistente
e possa ser selecionado para avancgar geracdo. Dessa forma, os dados permitiram identificar
cafeeiros com gendtipos BBC e BBcc que sdo resistentes e poderdo ser selecionados para
0 avanco de proximas geracdes.

No entanto, para obtencdo resisténcia durdvel a doenca, 0 melhoramento genético

tem buscado individuos contendo maior nimero possivel de alelos de resisténcia. Assim, foi



possivel identificar cafeeiros contendo os dois locos piramidados (Tabela 9), apresentando
0 genotipo BBC_. Esses cafeeiros devem ser priorizados no melhoramento genético.



Tabela 9. Cafeeiros F, contendo os dois marcadores, SSR16 e CaRHV9, associados ao
QTL- GL2 e QTL-GL5 que conferem resisténcia as racas I, Il e patétipo 001 de H.
vastatrix.

Cafeeiros da populagdo C6T-10

(BBC )
3 4 5 7 8 1
1
1 1 1 1 1 1
2 3 4 5 6 9
2 2 2 2 2 2
1 2 4 5 6 7
2 3 3 3 3 3
8 3 4 6 7 8
4 4 4 4 4 4
2 3 4 6 7 9
5 5 5 5 5 5
0 1 2 3 4 5
5 5 6 6 6 6
6 7 0 1 2 3
6 6 6 6 7 7
4 5 6 8 0 1
7 7
2 3
Cafeeiros da populacdo C6T-24
(BBC )
7 7 8 8 8 8
8 9 1 4 5 7
8 9 9 9 9 9
9 0 1 2 3 4
1 1 1 1 1 1
1 1 1 2 2 3
0 1 4 6 7 1
1 1 1 1 1 1
3 3 3 3 3 4
2 3 4 5 7 3
1 1
4 4
4 9

3.2 Selecdo assistida com o marcador CARF005 para resisténcia a H. vastatrix
Além de verificar os dois QTL para resisténcia a H. vastatrix, outro loco de
resisténcia a este patdégeno foi analisado nessas populagdes. O marcador dominante
CARF005, derivado de RGA (Disease Resistance Gene Analogs), foi desenvolvido por
Alvarenga et al. (2011) e localizado no mapa de ligacdo de C. arabica por Almeida et al.
(2019). Neste mapa de ligacdo foi observado que este marcador marca loco diferente do
QTL-GL2 e QTL-GL5. Portanto o marcador CARF005 faz parte de um terceiro loco

associado a resisténcia a H. vastatrix.

Dentre os 65 cafeeiros avaliados na populagdo C6T-10 51 (78,46) apresentaram a



marca de resisténcia (Tabela 10) e dos 79 cafeeiros avaliados napopulacdo C6T-24, 66 (86,54)
(Tabela 11). Portanto, foram considerados portadores do gene de resisténcia marcado pelo
CARF005 (E_). Comose trata de um marcador dominante, ndo é possivel distinguir cafeeiros
heterozigotos de cafeeiros homozigotos dominantes.



Tabela 11. Cafeeiros da populagcdo C6T-24 considerados portadores do gene de resisténcia
marcado pelo CARF005.

Resistentes (E_)

3 4 5 7 1 1
1 2
14 15 16 17 1 1
8 9
22 24 25 26 2 2
8 9
30 33 34 36 3 3
7 8
42 43 44 46 4 4
7 9
50 o1 52 53 5 5
4 5
56 57 58 60 6 6
1 2
63 64 65 66 6 7
8 0

71 72 73 - -

Tabela 11. Cafeeiros da populagdo C6T-24 considerados portadores do gene de resisténcia
marcado pelo CARF005.

Resistentes (E_)
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4 4 5 5 5 5
8 9 0 1 2 3
1 1 1 1 1 1
5 5 5 5 5 5
4 5 6 7 8 9
3.3 Selecdo assistida para o gene Ck-1 conferindo resisténcia para

Coffee Berry Disease (CBD)

Além das anélises de cafeeiros resistentes a H. vastatrix e visando o melhoramento
preventivo foi utilizado dois marcadores moleculares SSR identificados e mapeados por
Gichuru et al. (2008) e validados por Alkimim et al. (2017) como estando associados ao gene
Ck-1, que confere resisténcia a Colletotrichum kahawae. A disponibilidade desses
marcadores gera vantagem aos programas de melhoramento, pois permite a identificacéo de
cafeeiros contendo genes de resisténcia na auséncia do patdgeno, uma vez este o C. kahawae

ainda esta restrito ao continente africano (VIEIRA et al., 2019).

Dos 65 cafeeiros analisados na populagdo C6T-10, 46 (70,77%) foram considerados



portadores do gene Ck-1 para os dois marcadores e 19 (29,23%) ndo apresentaram as marcas.
Nessa progénie, 9 cafeeiros (19,57%) foram avaliados como resistentes homozigotos e 37

(como resistentes heterozigotos, para ambos 0s marcadores (Tabela 12).

Tabela 12. Cafeeiros da populacdo C6T-10 portadores dos marcadores CBD-Sat235 e
CBD- Sat207 associados ao gene Ck-1 que confere resisténcia a C. kahawae.

Resistentes Homozigotos (DD)

4 24 4 4 5 5
2 5 1 4
58 61 7 7
2 3
Resistentes Heterozigotos (Dd)
3 8 1 1 1 1
1 4 6 7
19 21 2 2 2 2
2 5 6 7
28 29 3 3 3 3
0 1 3 4
35 36 3 4 4 4
8 4 6 7
49 50 5 5 5 5
3 5 6 7
62 64 6 6 6 7
5 6 8 0
71

Os cafeeiros 10, 12, 18, 43,60, 63 e 69 ndo apresentarama marca de resisténcia para
0 marcador CBD-Sat207, todavia apresentaram essa marca para o marcador CBD-Sat 235.
Ao analisar o marcador CBD-Sat235, sete cafeeiros (5, 7, 20, 23, 32, 37, 48) ndo
apresentaram a marca de resisténcia, mas quando analisado com o CBD-Sat 207 esse
marcador apresentou a banda. Esses dados demonstram a presenca de recombinacao no loco
analisado.

Recombinacdes também foram observadas quando se analisou a homozigose e
heterozigose dos dois marcadores. Os cafeeiros 8, 33, 34, 49, 50, 62, 64, 65, 66, 70, 71 foram
resistentes heterozigotos para o marcador CBD-Sat207, no entanto, foram resistentes
homozigotos para o marcador CBD-Sat235. Os cafeeiros 14, 22, 25, 26, 36, 68
foramresistentes heterozigotos para CBD-Sat 235 e homozigoto para CBD-Sat207.

Dos 79 cafeeiros da populacdo C6T-24 analisados com os marcadores CBD-Sat207
e CBD-Sat235, 59 (74,68%) foram considerados portadores do gene Ck-1 que confere
resisténcia a C. kahawae, para os dois marcadores. Como se tratam de marcadores
codominantes, possibilitando identificar cafeeiros homozigotos e heterozigotos, foram

identificados 56 (94,92%) cafeeiros resistentes heterozigotos e 3 (5,08%) resistentes



homozigotos (Tabela 13).



Tabela 13. Cafeeiros da populagcdo C6T-24 portadores dos marcadores CBD-Sat235 e
CBD- Sat207 associados ao gene Ck-1 que confere resisténcia a C. kahawae.

Resistentes Homozigotos (DD)

83 85 134 - - -
Resistentes Heterozigotos (Dd)
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A alta percentagem de cafeeiros resistentes (74,68%) era esperada, uma vez que essa
populacdo possui como uns de seus progenitores a cultivar Sarchimor e HdT, ambas
resistentes a C. kahawae (GICHIMU et al. 2013; GICHIMU et al. 2014; ALKIMIM et al.
2017).

Foram observados um total de 16 recombinagdes. Os cafeeiros 80, 98, 99, 101,
102,141 e 159 ndo apresentaram a marca de resisténcia para 0 marcador CBD-Sat207, no
entanto apresentaram essa marca em heterozigose para o marcador CBD-Sat 235. Quando
analisado o marcador CBD-Sat235, cinco cafeeiros (88, 90, 129, 138 e 146) ndo apresentaram
a marca de resisténcia, ja com o CBD-Sat 235 esses cafeeiros apresentaram a banda.

Um outro tipo de recombinagao ocorreu parao marcador CBD-Sat207, os cafeeiros
81, 87 e 133 foram resistentes heterozigotos para este marcador, enquanto que €sses mesmos
cafeeiros foram resistentes homozigotos para o marcador CBD-Sat235. O mesmo aconteceu



com marcador CBD-Sat235, no qual os cafeeiros 106, 111, 112 e 121 foram resistentes
heterozigotos, no entanto para o marcador CBD-Sat 207 eles foram resistentes homozigotos.
A distancia estimada dos dois marcadores, 17,2 cM, justifica 0 nimero grande de
recombinantes encontrado. Quanto maior a distancia entre marcadores, maior a chance de
ocorréncia de recombinagdes (CARNEIRO & VIEIRA, 2002). A recombinagdo pode
resultar naperda do loco deresisténcia, portanto, deve-se analisar conjuntamente marcadores

préximos e flanqueado o gene de interesse (ALKIMIM et al., 2017).



Portanto, para evitar que recombinagdes resultem na perda do gene, os cafeeiros que
apresentaram alelo de suscetibilidade para pelo menos um dos marcadores analisados foram
considerados como suscetiveis. Foram considerados resistentes e portadores do gene Ck-1

apenas 0s cafeeiros que apresentaram a marca de resisténcia em ambos marcadores.

3.4 Analise conjunta dos dados moleculares e dados fenotipicos

Na busca de resisténcia duradoura a estratégia mais eficiente e de amplo espectro
consiste na introdugdo e acimulo de maior nimero de genes em uma cultivar, ou seja, a
piramidacdo de alelos de resisténcia a doengas (KAUSHIK et al., 2016). Uma vez que a
cultura do café é acometida por doengas que apresentam alta variabilidade genética associada
a suplantacéo da resisténcia (ZAMBOLIM, 2016), a piramidacdo de alelos por meio da SAM
se torna uma estratégia eficiente nos programas de melhoramento de C. arabica.

Nesse sentido, 37 cafeeiros da populacédo C6T-10 e 23 da populacdo C6T-24 (Tabela
14) apresentaram a piramidacgdo dos diferentes alelos de resisténcia a H. vastatrix e a C.
kahawae, ou seja, banda de resisténcia para todos os marcadores (CARF005, SSR 016,
CaRHv9, CBD-Sat207 e CBD-Sat 235) avaliados na SAM. Portanto, esses cafeeiros devem
ser priorizados no programa de melhoramento, pois possuem piramidacao de maior niUmero

alelos de resisténcia a H. vastatrix e a C. kahawae.

Tabela 14. Cafeeiros das populagdes C6T-10 e C6T-24 com piramidagdo de alelos de
resisténcia nos quatro loco de resisténcia a H. vastatrix analisados namero de alelos
(B.CDE).

Cafeeiros da populacdo C6T-10-B6-E3

3 4 11 14 16 1
9
22 24 25 26 28 3
3
34 36 38 42 44 4
6
47 49 50 51 53 5
4
55 56 57 61 62 6
4
65 66 68 70 71 7
2
73 - - - - -
Cafeeiros da populacdo C6T-24-B6-E3
78 79 81 85 87 8
9
91 92 93 94 110 1
1
1
114 126 127 131 132 1



3
4
135 137 143 144 149 -
Os cafeeiros selecionados por apresentarampiramidacdo de maior nimero de alelos

para resisténcia a H. vastatrix e a C. kahawae foram analisados quanto a 12 caracteristicas



morfoagrondmicas de interesse para a cafeicultura (Tabela 15 e 16). Observou-se que 0s 60
cafeeiros foram resistentes a H. vastatrix em campo, apresentando notas 1 e 2. Esses dados
confirmam a resisténcia identificada pelos marcadores moleculares.

Os dados fenotipicos mostraram que esses cafeeiros ndo apresentaram ou tiveram
baixa incidéncia de cercosporiose (CER). A cercosporiose, cujo agente etiologico é o fungo
Cercospora coffeicola Berkeley & Cooke, tem sido considerado também problema
fitossanitario do café (JUNIOR et al., 2003, ZAMBOLIM et al., 2005). O patdégeno pode
infectar folhas e frutos do cafeeiro, causando perdas de 15% a 30% (GUIMARAES et al.,
2010), e pode prejudicar a qualidade da bebida, devido a processos de fermentacéo
(ZAMBOLIM et al., 2005; MESQUITA et al., 2016).

Para a caracteristica vigor (VIG), dos cafeeiros selecionados devido a piramidacéao
de maior nimero de alelos, 18 cafeeiros da populagdo C6T-10 e 14 da populagdo C6T-24
apresentaram valores na média ou acima da média. Quanto as caracteristicas producao,
tamanho de fruto (TF) e uniformidade de maturacédo (UMT), para a populagdo C6T-10, 15,
35 e 10 cafeeiros estdo na média ou acima da média, respectivamente. Para a populacdo C6T-
24, todos apresentaram nota 3 para tamamho de fruto e 9 e 11 estdo na média ou acima da
média para uniformidade de maturacdo e producdo, respectivamente. Na avaliacdo das
caracteristicas altura de plantas (APL), diametro de copa (DCO) e diametro de caule (DCA),
na populagdo C6T-10, 20, 21 e 21 cafeeiros respecivamente, estdo na média ou acima da
média. Na populacdo C6T-24 foram 14, 10 e 12, respectivamente. Para nimero de ramos
plageotrépicos (NRP), comprimento do ramo plageotropico (CRP) e nimero de nos do ramo
plageotrépico (NNR), encontraram-se na média ou acimada média na populacdo C6T-10, 19,
17 e 13 cafeeiros, respectivamente. Ja na populacdo C6T-24, esses nimeros sdo de 11, 9 e
12, respecivamente.

Com base nessas analises, é possivel identificar gendtipos contendo diferentes locos
de resisténcia as principais doencas do cafeeiro e que apresentem caracteristicas
morfoagronomicas de interesse. Esses cafeeiros estdo sendo selecionados para avango de
geracdo e cruzamento para formacdo de novo ciclo de retrocruzamento.

Diversos estudos, como os realizados por Severino et al. (2002) e Teixeira et al.
(2012), demostram alta correlacdo positiva entre as caracteristicas fenotipicas em estudo,
como vigore produtividade. Carvalho et al. (2010) analisaram a correla¢do entre caracteres
vegetativos e a produtividade do cafezal e propuseram que o diametro do caule, a altura de

plantas, o nimero e o comprimento de ramos plagiotropicos podemser utilizados para a



selecdo indireta e precoce de genotipos de café mais produtivos.
O café é umproduto cujo valor depende da qualidade da bebida (AVELINO et al.,
2005), que por sua vez depende do nivel de maturacdo dos frutos na colheita (SILVA et al.,
2010; MARTINEZ et al., 2013; de OLIVEIRA et al., 2018). Assim, a qualidade de bebida é
influenciada pela uniformidade de maturacéo dos frutos, uma vez que frutos mais maduros
produzem uma bebida melhor e, portanto, um maior retorno aos agricultores. Sendo assim,
cafeeiros com frutos uniformes (nota 1) ou mediamente uniformes (notas 2) sdodesejaveis.
Estas correlagdes sdo de grande importancia para 0 melhoramento de plantas uma
vez que auxiliam o melhoristas na selecdo e descarte precoce de acessos. Além disso, nem
sempre é possivel avaliar todas as caracteristicas desejadas, ja que se trata de um trabalho

oneroso gque demanda tempo e mao de obra especializada.

Assim, estes cafeeiros apresentam caracteristicas potenciais de uso nos programas de melhoramento,

principalmente por apresentarem caracteristicas fenotipicas superiores e a piramidacdo de genes pronta

para ser aproveitada nas proximas



Tabela 15. Genes de resisténcia e analise fenotipica dos 37 cafeeiros da populacdo C6T-10 selecionados por apresentarem piramidacdo de
maior nimero de alelos de resisténcia a H. vastatrix e C.kahawae.

MCafeeiro cenctipo VIG TF UMT CER FER PRO APL DCO DCA NRP CRP NNR
SSR016 CaRHV9 CARF005
CK-1
3 BB C_ E_ Dd 3 3 1 1 0.1 118 143 44,4 40 56 17
4 BB C_ E_ DD 3 3 2 1 3 105 133 3323 44 68 22
11 BB C_ E_ Dd 75 3 3 2 1 35 100 105 35,9 42 64 22
14 BB C_ E_ Dd 5 3 2 2 1 05 89 83 1921 40 41 18
16 BB C_ E_ Dd 65 3 3 2 1 35 115 126 33 50 54 21
19 BB C_ E_ Dd 65 3 3 2 1 35 134 138 37,58 48 60 22
22 BB c_ E_ Dd 7 3 4 1 2 3 143 155 53 70 72 25
24 BB c_ E_ DD 7 3 4 2 2 4 148 169 44 60 86 25
25 BB c_ E_ Dd 8 3 3 2 2 4 138 159 45 74 74 27
26 BB c_ E_ Dd 8 3 3 1 1 4,5 137 133 43 64 56 16
28 BB C_ E_ Dd 75 3 3 2 1 35 129 142 46 60 55 78
33 BB C_ E_ Dd 6 3 3 2 2 3 141 123 42 50 60 16
34 BB c_ E_ Dd 8 3 4 2 2 25 125 134 39 50 50 14
36 BB c_ E_ Dd 7 3 3 2 2 4 133 168 43 44 68 20
38 BB c_ E_ Dd 8 3 3 2 2 6 145 159 46 68 80 21
42 BB c_ E_ DD 85 4 3 2 2 55 135 143 46 64 77 23
44 Bb c_ E_ Dd 4 3 4 2 2 84 78 34 40 50 20
46 BB c_ E_ Dd 5 4 2 1 2 98 82 23 40 44 18
47 BB c_ E_ Dd 5 2 4 2 2 101 80 26 54 42 14
49 BB c_ E_ Dd 7 3 3 2 2 2,5 124 130 37 62 55 17
50 BB c_ E_ Dd 7 3 3 2 2 2,5 107 131 32 56 62 18
51 BB c_ E_ DD 7 3 3 2 2 2,5 94 98 39 44 54 16
53 BB c_ E_ Dd 65 3 3 3 2 2 104 116 27 38 62 17
54 BB c E DD 8 2 3 2 1 4,5 129 148 40,6 54 59 17

VIG = Vigor vegetativo; TF = Tamanho dos frutos maduros; UMT = Uniformidade de maturacéo dos frutos; CER = Incidéncia a Cercosporiose; FER = Incidéncia a ferrugem;
PRO = Producdo de frutos de café; APL = altura de planta; DCO = diametro de copa; DCA = didmetro de caule; NRP = nimero de pares de ramos plagiotropicos na haste
principal; CRP = comprimento de um ramo plagiotropicos representativo da planta; NNR = nimero de nds no ramo plagiotrépicos.



Gendtipo

Tabela 15. Continuagéo.

Cafee v T U C F p AP D D N C N

iro SSRO CaRH CARFO0 CK-1 | F M E E R L C C R R N

16 v9 05 T R R 0 0 A P P R

55 BB C_ E_ D 7 3 3 1 2 3 135 15 41 42 64 22
d 4 5

56 BB C_ E_ D 8 3 3 2 2 3 118 13 41 56 56 20
d 4 8

57 BB c_ E_ D 7 3 2 2 2 4 121 11 35 42 65 19
d 9 1

61 BB C_ E_ D 8 3 3 2 2 2, 145 15 47 68 77 27
D 5 7 8

62 BB C_ E_ D 8 3 3 3 1 4 147 18 43 68 72 21
d 3 1

64 BB C_ E_ D 7, 3 4 2 2 2, 122 15 42 60 64 21
d 5 5 7 3

65 BB C_ E_ D 7, 3 3 2 2 3, 138 15 46 58 59 19
d 5 5 6 4

66 BB c_ E_ D 8 3 4 2 2 3 151 15 49 62 72 25
d 9 6

68 BB c_ E_ D 8 3 4 2 2 2, 125 14 38 60 62 20

d 5 7

70 BB c_ E_ D 8 3 3 4 2 3, 136 16 38 62 80 24
d 5 9 5

71 BB c_ E_ D 7 3 4 2 2 2, 139 14 32 56 62 15
d 5 1 2

72 BB c_ E_ D 7 3 3 2 2 2, 122 15 42 60 66 23
D 5 3 6

73 BB c_ E_ D 8 3 4 2 2 3 122 14 34 60 66 19
D 7 4

Média 7, 3 33 - - 3, 131 15 40 57 66 20

6 1 0,1 5 9

VIG = Vigor vegetativo; TF = Tamanho dos frutos maduros; UMT = Uniformidade de maturacdo dos frutos; CER = Incidéncia & Cercosporiose; FER = Incidéncia a ferrugem;
PRO = Produco de frutos de café; APL = altura de planta; DCO = didmetro de copa; DCA = didmetro de caule; NRP = nimero de pares de ramos plagiotrépicos na haste
principal; CRP = comprimento de um ramo plagiotrépicos representativo da planta; NNR = nimero de nds no ramo plagiotrépicos.



Tabela 16. Genes de resisténcia e analise fenotipica dos 23 cafeeiros da populagdo C6T-24 selecionados por apresentarem piramidagado de maior
namero de alelos de resisténcia a H. vastatrix e C. Kahawae.

Genotipo
.Cafeeiro VIG TF UMT CER FER PRO APL DCO DCA NRP
SSR016 CaRHV9 CARF005 CRP
CK-1
78 BB C_ E_ Dd 7,5 3 3 2 2 125 148 45 60 64
79 BB C_ E_ Dd 7,5 3 3 2 2 133 150 43,5 66 59
81 BB C_ E_ Dd 6 3 4 3 2 45 128 144 45,2 56 60
85 BB C_ E_ DD 7,5 3 3 2 2 3 130 151 43,8 60 64
87 BB C_ E_ Dd 7 3 2 2 2 3 109 139 42,1 50 44
89 BB C_ E_ Dd 7 3 3 2 2 35 128 151 42,2 50 74
91 BB C_ E_ Dd 7 3 3 2 2 3 131 139 42,1 70 59
92 BB C_ E_ Dd 8 3 2 2 2 45 126 149 47,1 56 54
93 BB C_ E_ Dd 8 3 4 2 1 5 130 147 40,9 60 64
94 BB C_ E_ Dd 8 3 4 2 2 4,5 133 143 47,4 58 70
110 BB C_ E_ Dd 6,5 3 4 2 2 3,5 109 122 31,7 59 60
111 BB C_ E_ Dd 8 3 4 2 2 5 127 178 51,9 58 65
114 BB C_ E_ Dd 8 3 4 2 2 8 132 152 52,4 68 67
126 BB C_ E_ Dd 6 3 3 2 1 0,1 126 132 31,1 58 51
127 BB C_ E_ Dd 9 3 3 2 2 9 129 140 40 66 74
131 BB C_ E_ Dd 7 3 4 2 2 3,5 125 139 45 56 82
132 BB C_ E_ Dd 6 3 2 2 2 1 122 137 43,7 48 82
134 BB C_ E_ DD 8 3 4 2 2 3,5 139 171 38,4 64 90
135 BB C_ E_ Dd 7 3 4 2 2 2,5 126 133 40,3 58 65
137 BB C_ E_ Dd 8 3 3 2 2 3 133 165 47 66 89
143 BB C_ E_ Dd 8 3 3 2 2 4,5 144 153 42,7 64 80
144 BB C_ E_ Dd 8 3 3 2 2 3,5 139 144 41 66 86
149 BB C_ E_ Dd 8 3 3 2 2 6 130 142 38 54 70
Média 7,4 3 3,3 -

- 4,1 128 146,5 42,7 59,6
68,4
VIG = Vigor vegetativo; TF = Tamanho dos frutos maduros; UMT = Uniformidade de maturacéo dos frutos; CER = Incidéncia a Cercosporiose; FER = Incidéncia a ferrugem;

PRO = Producdo de frutos de café; APL = altura de planta; DCO = didmetro de copa; DCA = didmetro de caule; NRP = nimero de pares de ramos plagiotrépicos na haste
principal; CRP = comprimento de um ramo plagiotropicos representativo da planta; NNR = nimero de nds no ramo plagiotrdpicos.



3.5 Estudo de diversidade genética da Populagdo C6T-10

As populagbes em estudo fazem parte de um programa de melhoramento pelo
método de selecdo recorrente. Este método se baseia num processo ciclico de selecdo e
recombinacdo de individuos ou progénies superiores, que iniciam em uma populacao base
geneticamente heterogéneas. Sua finalidade é o aumento da frequéncia de alelos favoraveis
gradativamente, sem exaurir a variabilidade genética (HALLAUER et al., 1985; RAMYA,
et al., 2016).

Portanto, na formacéo de populacdo para obtencdo de novo ciclo de retrocruzamento,
devem ser cruzados gendtipos que apresentam caracteristicas de interesse agronémico e que
possuem variabilidade genética. Cruzamentos de gendtipos divergente permitem ganho de
selecdo. Dessa forma, as progénies em estudo foram tambémanalisadas quanto a diversidade
genética. Os estudos de diversidade genética sdo de grande importéancia para o conhecimento
da estrutura e distribuicdo da variacao entre e dentro das populacdes, direcionar cruzamentos
futuros, para o planejamento de programas de melhoramento e para a defini¢do de estratégias
de trabalho (GUEDES et al., 2013). Especialmente, na selecdo recorrente, a manutencdo da
diversidade ao longo dos ciclos é essencial para o ganho continuo de selecéo.

Com o intuito de identificar individuos mais divergentes na populacdo para
direcionar cruzamentos futuros e, manter a diversidade genética ao longo dos ciclos de
selecdo, oito primers microssatélites (Tabela 4) foram utilizados para a analise da
diversidade dentro da populacdo. Os primers utilizados permitiram a identificacdo de 1 a 2
alelos por loco.

Por meio dos dados moleculares foi gerada uma matriz de dissimilaridade genética
baseada na distancia de Nei e Li (NEI & LI 1979). A utilizacdo dessa distancia se faz
justificavel uma vez que a mesma ndo considera coincidéncias do tipo 0-0 impedindo que a
ndo amplificacdo de bandas seja interpretada como uma caracteristica comum (CRUZ et al.,
2011). Dessa forma, no dendrograma (Figura 4) gerado a partir dos dados moleculares foi

possivel observar a formacao de trés grandes grupos.
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Figura 4. Dendrograma gerado pela analise de cafeeiros ardbica com oito marcadores
moleculares e técnica UPGMA, com base na matriz de dissimilaridade do complemento

aritmético do indice ndo ponderado.

No grupo | (cinza) ficaram agrupados as testemunhas suscetiveis a ferrugem
utilizadas no delineamento do experimento em campo, Catuai Vermelho IAC 144 (02 e 40).
O grupo 11 (marron) ficou constituido por vinte gendtipos da progénie F2 (cafeeiros 5, 8, 10,
11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 19, 20, 24, 26, 30, 36, 41, 52, 66, 68). Esse grupo pode ser
subdividido em dois, grupo Ila contendo os gendtipos 10, 12, 13, 15, 41 e 52, grupo I1b com
os demais. Maior similaridade foi observada entre os cafeeiros 13 e 41.

O terceiro e maior grupo foi formado por 30 cafeeiros. Nesse cluster também foi
possivel observar o indice de similaridade maximo entre alguns cafeeiros, como € o caso dos
cafeeiros 65 e 50, 54 e 42, 73 e 58. O grupo quatro ficou composto por 15 cafeeiros ( 3, 23,
25, 27, 29, 35, 37, 38, 39, 43, 44, 48, 55, 56, 57) e as testemunhas resistentes a
ferrugemutilizadas no delineamento do experimento em campo Paraiso MG H 419-1 (01 e

39). Méxima similaridade foi observada entre os cafeeiros 56 e 35, e entre as testemunhas



01 e 39.

Os 37 cafeeiros dessa populacdo selecionados por apresentarem a piramidacdo dos
quatro locos de resisténcia a H. vastatrix e C. kahawae (Tabela 16), estdo distribuidos em
todos os grupos. O grupo |1 possui nove cafeeiro selecionado (cafeeiros 11, 14, 16, 19, 24,
26, 36, 66, 68). Sete cafeeiros (cafeeiros 3, 25, 38, 44, 55, 56, 57) ficaram agrupados no
grupo IV e os demais 21 cafeeiros selecionados ficaram no IlI.

Esses dados permitem selecionar gendtipos contendo a piramidacdo de genes de
resisténcia a doencas e em grupos distintos para serem cruzados e formarem a populagéo do
préximo ciclo de selecéo recorrente.

Dessa forma, recomenda-se, por exemplo, o cruzamento do cafeeiro 26 (pertencente
ao grupo Ilbdo dendrograma) como cafeeiro 38 (do grupo IV) paraassegurar maior potencial
para ganho genético. Além disso, esses cafeeiros apresentam boas caracteristicas fenotipicas,

como vigor e producéo.



4 CONCLUSOES

O uso de marcadores moleculares foi eficiente na identificagdo de individuos com a
piramidacdo de alelos de resisténcia a doencas e na estimativa da diversidade genética dentro
da populacdo C6T-10. ASelecdo Assistida por Marcadores permitiu identificar 37 cafeeiros
da populagdo C6T-10 e 23 da populagdo C6T-24 com piramidacdo de maior nimero de alelos
de resisténcia a H. vastatrix e a C. kahawae. Esses cafeeiros podem ser utilizados como fonte
de resisténcia para novos cruzamentos. A fenotipagem em campo confirmou a resisténcia
dos cafeeiros selecionados pelos marcadores. Os dados moleculares e fenotipicos permitiram
selecionar cafeeiros contendo a piramidag&o dos quatro locos de resisténcia a doenca, bem
como caracteristicas morfoagrondmicas de interesse e variabilidade genética. Esses
cafeeiros podem ser utilizados no cruzamento para obtencdo de novo ciclo de

retrocruzamento.
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