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RESUMO

SOUSA, Tiago Vieira. M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, julho de 2013.
Caracterizacdo molecular de -cultivares de café resistentes a ferrugem.
Orientadora: Eveline Teixeira Caixet@oorientadores: Antonio Carlos Baido de
Oliveirae Cosme Damiéo Cruz.

Os ganhos alcancados com o melhoramento genético do cafeeiro no Brasil
resultaram na obtenc&o de cultivares com potencial produtivo muito superior ao das
cultivares tradicionais. Atualmente, 123 cultivares @effea arabica estéo
registradas no Registro Nacional de Cultivares RNC/MAPA; destas, oito sdo
protegidas. Para que uma cultivar possa ser registrada e ou protegida € obrigatorio
que ela seja distinta, homogénea e estavel (DHE). Na comprovacdo de DHE de uma
cultivar os descritores morfolégicos tem sido os mais utilizados. No entanto, as
cultivares comerciais sdo cada vez mais proximas fenotipicamente. Isso dificulta a
discriminagéo precisa desses materiais por meio desses descritores. Assim sendo,
uma alternativa que venha auxiliar nos testes de DHE é de extrema necessidade e
proporcionara grandes beneficios. Nesse sentido, o uso de marcadores moleculares
pode discriminar com maior precisdo e seguranc¢a as cultivares as quais se deseja 0
registro e ou a protecdo. Dentre os varios tipos de marcadores moleculares, 0s
microssatélites tem sido os mais utilizados por serem codominantes, multialélicos,
altamente polimérfico e loco especifico. O presente trabalho objetivou estabelecer
um conjunto de marcadores microssatélite para a caracterizacdo molecular
(fingerprinting) de cultivares de café portadoras de resisténcia a ferrugemiléia
vastatrixBerk. et Br.). Foram analisadas 34 cultivares/progéni&s. deabica Para

cada cultivar/progénie foram analisadas seis plantas, constituindo um total de 204
individuos. Dessa forma, pbde-verificar a possivel ocorréncia de variabilidade
genética entre e dentro dos materiais genéticos avaliados. Trinta pFiraers
microssatélites foram testados, 27 amplificaram, sendo 20 polimorficos. A partir dos
dados de 16 marcadores polimorficos selecionados foi construido um dendrograma e
de duas maneiras distintas, foi estabelecido o perfil molecular das cultivdees. Pe
analise do dendrograma foi possivel distinguir 29 das 34 cultivares/progénies

avaliadas. Pela analise filegerprintingfoi definido 31 perfis moleculares unicos.
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ABSTRACT

SOUSA, Tiago Vieira. M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, July, 2013.
Molecular characterization of coffee cultivars resistant to rustAdvisor: Eveline
Teixeira CaixetaCo-advisors: Antonio Carlos Baido de Oliveira and Cosme Damiao
Cruz.

Coffee breeding in Brazil promoted the development of cultivars with much higher
productive potential, compared to traditional cultivars. Currently, 123 cultivars of
Coffea arabicaare registered in the National Register of Cultivars RNC/MAPA, of
which eight are protected. Cultivars can only be registered if they are distinct,
uniform and stable (DUS). Morphological descriptors have been generally used for
DUS examination of a cultivar. However, commercial cultivars are increasingly
coming phenotypically closer. This hinders a precise discrimination of these
materials by such descriptors. Therefore, it is extremely important to develop an
alternative to assist in DUS testing, because it will provide great benefits. The use of
molecular markers can discriminate more accurately and safely cultivars candidates
to registration and/or protection. Among the various types of molecular markers,
microsatellites have been the most widely used because they are codominant, multi-
allelic, highly polymorphic and locus-specific. This study aimed to establish a set of
microsatellite markers for molecular characterization (fingerprinting) of coffee
cultivars carrying rust resistancéldmileia vastratrix Berk. Et Br). Thirty-four
cultivars/progenies df. arabicawere assessed. For each cultivar/progeny, six plants
were analyzed, which totaled 204 individuals. Thus, it was possible to verify the
occurrence of genetic variability within and among the genetic materials evaluated.
Thirty-one microsatellite primers were tested; 27 amplified, of which 20 were
polymorphic. Based on the data of 16 polymorphic markers selected, a dendrogram
was constructed, and a molecular profile of the cultivars was established in two
distinct ways. The analysis of the dendrogram allowed distinguishing 29 of the 34
cultivars/progenies assessed. Fingerprinting analysis allowed defining 31 unique

molecular profiles.
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1. INTRODUCAO

O géneraCoffeaé representado por 103 espécies no subg&wffeae
por sete espécies no subgén@&aracoffea(DAVIS et al, 2006). Das espécies
cultivadas,Coffea arabicalL. e Coffea canephor®ierre sdo as de maior importancia
econdmica, embora outras espécies tenham uma valiosa reserva de genes que podem
atender as diferentes propostas do melhoramento genético. A éSpacadicaé a
mais comercializada mundialmente, devido a sua superioridade na qualidade da
bebida (SONDAHLe LAURITIS, 1992 NEBESNY e BUDRYN, 2006). No Brasil,

a producao de café arabica em 2012 foi de 38,34 milhGes de sacas, correspondendo a
75,74 % da producéo brasileira (CONAB, 2013).

Pesquisas na area de melhoramento genético do cafeeiro ardbica no
Brasil resultaram na obtencao de cultivares com potencial produtivo muito superior
ao das cultivares inicialmente introduzidas. Como exemplo, houve um acréscimo de
cerca de quatro vezes na produtividade da cultivar Mundo Novo em relacdo a
variedade Typica (CARVALHO, 1981). Entretanto, segundo Setetal (2013) as
cultivares registradas d€. arabica no Brasil foram obtidas a partir de poucos
genitores, resultando em baixa variabilidade entre as mesmas.

Além de poucas plantas terem originado o material genético cultivado
(CARVALHO, 1945) outros fatores contribuiram para reduzir ainda mais a
variabilidade genética de cafeeiros cultivados. Um dos fatores esta relacionado ao
proprio tipo de reprodifio de C. arabica pois essa € uma espécie autbgama
(LASHERMES et al, 2000). Além disso, a selecao praticada pelo melhorista em
busca dos melhores gendtipos favorece o aumento de gendtipos aparentados, por
buscarem plantas com as mesmas caracteristicas que sdo as de interesse agronémico
e comercial. No caso de se realizarem cruzamentos dirigidos, o melhorista
normalmente procura cruzar plantas que tenham caracteristicas agronémicas
complementares e que sejam mais divergentes geneticamente. Todavié, isso
dificultado quando as plantas disponiveis ndo apresentam grande variabilidade.
Varios trabalhos ja comprovaram a baixa variabilidade das cultivares de café arabica
plantadas comercialmente (LASHERMES al., 1996; ANTHONY et al., 2001;

MALUF etal., 2005; SETOTAW.t al.,2013).
Essa baixa variabilidade observada no cafeeiro arabica pode dificultar a

distincdo das cultivare®A discriminacdo das cultivares deve ser estabelecida por



meio de distancias minimas dos caracteres que as diferenciam. Isso normélmente
fornecido por descritores morfologicos e fisiolégicos, como tipo de fruto, formato de
folha, altura da planta, resisténcia a enfermidades, cor da flor, etc (CAIXEAIA

2007). A diferenciacdo de gendtipos por meio dos descritores morfolégicos pode,
muitas vezes, apresentar dificuldades inerentes ao seu numero limitado e a
interferéncia do ambiente na expressao destes. Essas dificuldades tendem a aumentar
na medida em que as cultivares de uma mesma espécie Sd0 geneticamente
aparentadas e, portanto, fenotipicamente semelhantes. Como resultado, as distancias
minimas necessarias para se estabelecer uma distingdo entre elas sdo cada vez
menores.

Conforme recomendacdo do Ministério da Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento (MAPA), responsavel pelo registro de cultivares, os melhoristas tém
utiizado para registrar e proteger uma nova cultivar, apenas cara@sristic
morfolégicas objetivando estabelecer a distincdo, uniformidade e estabilidade, o
DHE referido na lei de protecdo de cultivares de n° 9.456, de 25 de abril de 1997
(LOMBARD et al, 1999; PRIOLLIet al, 2002). Embora apresentem algumas
limitacbes, esses marcadores tém papel fundamental na divulgacdo das
caracteristicas agrondémicas, sendo decisivos na escolha da nova cultivar pelo
produtor.

A distincdo de cultivares, realizada por caracteristicas morfoldgicas,
apresenta como desvantagem a necessidade de grande niumero de descritares que sa
identificados em plantas inteiras ou adultas, sendo necessario mais tempo e recursos
financeiro e fisico. Além disso, marcadores morfolégicos podem ser influenciados
pelo ambiente (PADILHAet al, 2002), sdo complexos na sua expressao
(LOMBARD et al, 1999), podem ser modulados pelo efeito de um determinado
patdgeno, fase fenoldgica da planta e pelo clima (NARVAEZL, 2001). Também
sao influenciados por interagcdes intra e inter-locos, resultando em dados poucos
confiaveis (STAUB et al, 1996) e apresentam problemas de identificacéo,
principalmente em plantas aparentadas e de base genética estreita (P&IQIL.LI
2002) como ocorre e@. arabica

Esses fatores tendem a se agravar com o crescente langamento de
genotipos mais produtivos, aparentados e resistentes a doencas pelos programas de
melhoramento, exigindo das empresas a correta identificacdo de cada material

genético lancado a fim de evitar problemas com protecdo de cultivar. Adsiis;aa



por descritores que permita, de forma racional e pratica, classificar as sliversa
cultivares de café arabica tera grandes utilidades e aceitacdo nos prodeamas
melhoramento dessa espécie. Uma alternativa que pode complementar os descritores
morfologicos é o uso dos marcadores moleculares que tem permitido identificar com
precisdo as variacdes genéticas presentes no DNA de um organismo (CAEKETA

al., 2009). Dessa forma, os marcadores moleculares permitem estabelecer o padréo
molecular das cultivares, auxiliando no registro e na protecdo das mesmas. Os
descritores de DNA, baseados no gendtipo do individuo, tem recebido maior atencéo,
especialmente pelo seu potencial de distingdo, uma vez que sdo mais abundantes que
os morfolégicos, ndo serem influenciados pelo ambidsieE(et al, 2002) e serem

ideais para distincdo de gendtipos morfologicamente similares e geneticamente
aparentados (BEYENEt al, 2005).

Tendo em vista essas necessidades, o presente trabalho visou obter um
conjunto de marcadores moleculares do tipo microssatélite para a caracterizacao
molecular fingerprinting de cultivares de café ardbica portadoras de resisténcia a
ferrugem Hemileia vastatriXBerk. et Br.) A utilizacdo desse recurso biotecnolégico
€ cada vez mais recorrente e tem se tornado uma ferramenta importante tanto para
apoio a continuidade dos programas de melhoramento, quanto para garantir a
propriedade intelectual do produto final da selecdo genética, assegurando aos
agricultores ou usuarios 0 acesso a informacédo necesséaria a implantacdo de uma

cafeicultura moderna e competitiva.

2. OBJETIVOS

O presente trabalho teve como objetivo utilizanarcadores
microssatelites para a caracterizacdo molectifagefprinting de cultivares de café
ardbica portadoras de resisténcia a ferrugetemileia vastatrixBerk. et Br.),
visando dar suporte ao registro e a protecéo de cultivares.

De forma especifica, teseos seguintes objetivos:

a) Avaliar e descrever o padrdao de segregacdo de marcadores
moleculares codominantes em cultivares de café.

b) Determinar a eficacia do conjunto de marcadores utilizados em

diferenciar as cultivares em estudo.



c) Determinar um conjunto minimo de marcadores para discriminar as

cultivares em estudo.

3. REVISAO DE LITERATURA

3.1. Aspectos econdémicos da cafeicultura

O Brasil é o maior produtor mundial de café e os principais estados
produtores, atualmente, sdo Minas Gerais, Espirito Santo, Sdo Paulo, Bahia, Parana,
Rondbnia e Goids, que juntos correspondem a 98,6% da produgcdo nacional
(CONAB, 2013).

Segundo a primeira estimativa de producao brasileira de café (ardbica e
conilon) para a safra 2013 (CONAB, 2013), o pais devera colher entre 46,98 e 50,16
milhdes de sacas de 60 quilos de café beneficiado. Caso essa estimativa se confirme,
ocorrera reducao entre 7,6% e 1,3%, quando comparada com a producao obtida na
safra anterior. Esse resultado pode ser explicado pelo ano de baixa produtividade do
cafeeiro (bienalidade).

Levantamentos realizados pela Conab (2013) demosstraue a
producado do café arabic@.(arabicg representa 74,71% da producédo do pais, e tem
como principal estado produtor Minas Gerais, com 67,93% de café benefici@do. O
canephorgparticipa da produgéo nacional com 25,29% de café beneficiado. O estado
com maior producdo desta espécie é o Espirito Santo com 77,30%.

Pelo histérico de producdo de café nos ultimos anos, observa-se que as
diferencas de produtividade entre as safras de alta e baixa producao (bienalidade)
vem diminuindo. Este comportamento é explicado por diversos fatores dentre os
quais destacam: tratos culturais mais adequados, crescente aumento na utilizacdo de
irrigacdo, manejo de podas nos cafeeiros, em especial 0os esqueletamentos,
adensamento das lavouras, plantio de variedades mais produtivas e melhores
adaptadas, e por fim, a renovacgéo constante dos cafezais (MATEL4AL02002).

A area plantada em 2013, com as espéCiemabicae C. canephorano
pais, aumentou 1,99% em relacdo ao ano anterior, saindo de 2.329,36 e passando
para 2.375,79 mil hectares, ou seja, foram acrescentados 46.428,8 hectares. Em
Minas Gerais esta concentrada a maior area com 1.241,12 mil hectares,

predominando a espécie arabica com 97,7%. A area total estadual representa 52,49%



da area cultivada com café no pais, e consequentemente o primeiro do ranking
nacional. No Espirito Santo est4 a segunda maior area plantada com café, totalizando
496,76 mil hectares, sendo 308,08 mil hectares com a eshém@aaephorae 188,68

mil hectares com &. arabica(CONAB, 2013).

3.2. Melhoramento Genético de Coffea arabica

Os ganhos alcancados pelo melhoramento genético do café tem
proporcionado o lancamento de cultivares mais adaptadas e produtivas. Os trabalhos
de melhoramento nessa cultura teve seu inicio no Brasil em 1932 (KRUG, 1936) na
Secdo de Genética do Instituto Agrondmico de Campinas (IAC), estando em
andamento até o presente momento. Esta continuidade de pesquisa tem sido um fator
preponderante na selecdo e evolucdo das cultivares de café recomendadas para o
plantio comercial. A partir da década de 70, com o aparecimento da ferrugem no
Brasil, outras instituicdes iniciaram trabalhos com o melhoramento do cafeeiro
(MALAVOLTA et al, 1986). Atualmente, além do IAC, os programas de
melhoramento sdo desenvolvidos no Instituto Agronémico do Parana (IAPAR), na
Empresa de Pesquisa Agropecuéaria de Minas Gerais (EPAMIG) juntamente com a
Universidade Federal de Vicosa (UFV) e Embrapa Café, no Instituto Capixaba de
Pesquisa, Assisténcia Técnica e Extensdo Rural (INCAPER) (PEREIRA, 4995)
Embrapa Rondobnia. Esses programas estdo voltados para o desenvolvimento de
materiais genéticos que combinem alta produtividade com resisténcia a gstresse
bidticos e abidticos e boa qualidade de bebida.

Nos programas de melhoramento do cafeeiro arabica os principais
meétodos de melhoramento genético utilizados s&o: introducéo, selecdo de plantas
individuais seguida de teste de progénie e método genealdgico (SAKIY&NMA
2005). Atualmente, 123 cultivares d& arabica estdo registradas no Registro
Nacional de Cultivares (RNC) do Ministério da Agricultura, Pecuéaria e
Abastecimento (MAPA) (BRASIL, 2013a) estando disponiveis para plantio e, destas,
oito séao protegidas (BRASIL, 2013c). Essas cultivares apresentam boa produtividade
e qualidade de bebida, sendo recomendas para diferentes condi¢cdes edafoclimaticas
em territorio brasileiro.

Com o surgimento da ferrugem no Brasil, o foco principal dos programas
de melhoramento dessa espécie passou a ser resisténcia a essa doenca. Como

resultado, entre as cultivares de café arabica registradas no MAPA, 71 apresentam



algum tipo de resisténcia a ferrugem. Apesar de estar disponivel um ndamero
consideravel de cultivares portadoras de resisténcia a essa doenga, 0s programas de
melhoramento continuam a incorporar outros genes de resisténcia e lancarem novas
cultivares resistentes a ferrugem. Isso se deve ao fato do patogemdeis
vastatrix, possuir alta variabilidade genética, dificultando a previsdo da durabilidade
da resisténcia das cultivares atuais (FONSEfAal, 2008). Por essa razéo, 0s
trabalhos de melhoramento visando resisténcia a ferrugem devem ser continuos para
tentar superar as novas ragas de ferrugem que estéo surgindo ou vao aparecer.

J& foram caracterizadas 49 racas deste patdégeno (GICleU&2012;
VARZEA e MARQUES, 2005). No Brasil, a raga Il ocorre com maior frequéncia
(ZAMBOLIM et al.,2005). Contudo, em nosso territério, ja foram identificadas 16
racas fisiologicas do fungo (CAPUCHEt al, 2012 CABRAL et al, 2009;
ZAMBOLIM et al.,2005).

Em cafeeiro, a resisténcia as diversas racasl.deastatrix tem sido
atribuida a nove genesBa $9) (MAYNE, 1936; NORONHA-WAGNER e
BETTENCOURT, 1967; BETTENCOURTe NORONHA-WAGNER, 1971;
BETTENCOURT et al, 1980; BETTENCOURT e RODRIGUES, 1988). En
arabica quatro genes dominantesuyl$S $4i2, S44 e $5) simples ou associados,
condicionam o espectro de resisténcia dos grupos fisiolégicos de café a algumas
racas fisioloégicas do patdégeno (NORONHA-WAGNER e BETTENCOURT, 1967,
BETTENCOURT e NORONHA-WAGNER, 1971). Entretanto a resisténcia
proporcionada pelos genes @o arabicaja foram suplantadas pelas racasHl
vastatrix (CARDOSO et al., 1988). Assim fica evidente a necessidade de
introgressfes de genes de outras espécies para o desenvolvimento de novas
cultivares.

Nesse sentido, nas ultimas décadas tém sido explorado com sucesso 0s
genes d&€. canephoraComoC. canephora diploide eC. arabicatetraploide, para
a introgressdo desses genes em arabica tem sido utilizado hibridos interespecificos
tetraploides €. arabicae C. canephoraobtidos de forma artificial, como o Icatu, ou
natural como o Hibrido de Timor. O Hibrido de Timor tem sido considerado asna d
principds fontes de resisténcia no melhoramento por apresentar ndo so resisténcia a
ferrugem, mas também a outras doencas e pragas (BETTENCOURT e LOPES, 1976;
BETTENCOURT, 1981; PEREIRA, 1995). Além diss@sa hibridos posam
fendtipo deC. arabicg séo autofédis (RIJO, 1974; CARVALHGCet al, 1989) e se



cruzam facilmente com as cultivares @& arabicg favorecendo, assim, a
transferéncia de sua resisténcia (CARVALHE al, 1989). Outra fonte de
resisténcia utilizada sdo os materiais possuidores do faBoor&jinario deCoffea
liberica (FONSECAet al, 2008). Dessa forma, a cultivares resistentes a ferrugem

registradas sao originadas de um desses hibridos interespecificos.

3.3. Cultivares de Coffea arabica

As informacdes sobre as caracteristicas das principais cultivart€s de
arabicaregistradas estéo descritas a seguir (CARVALdi@l, 2008; PEREIRAet
al., 2010).

3.3.1. Cultivares suscetiveis a ferrugem do cafeeiro (H. vastatrix)

Catuai Vermelho IAC 144 e Catuai Vermelho IAC 15

Essas cultivares séo originadas a partir do cruzamento entre as cultivares
Caturra Amarelo IAC 476-11 e Mundo Novo IAC 374-19. Desse cruzamento foram
obtidas trés plantas. E a partir de uma dessas (H 2077-2), foram selecionadas as
linhagens atuais de Catuai, como a cultivar Catuai Vermelho IAC 144 e Catuai
Vermelho IAC 15 (MENDESt al, 2008). Essas cultivares sdo de porte baixo e mais
tolerantes a ferrugem do cafeeiro, em relacao a cultivar Mundo novo.

Aproximadamente 75% do café plantado no Brasil € arébica. Desse total,
cerca de 45% séo plantados com cultivar do grupo Catuai.

Bourbon Amarelo UFV 535

Acredita-se que a Bourbon Amarelo se originou a partir de uma mutacao
de Bourbon Vermelho ou de cruzamento natural entre Bourbon Vermelho e Amarelo
de Botucatu. Sua arquitetura é aberta, com menor didmetro de copa que Mundo
Novo. Os frutos sdo de tamanho médio, de maturacdo precoce a meédia; brotacao
terminal de coloracdo verde-claro. Essa cultivar apresenta capacidade produtiva 30%
a 50% menor que a Mundo Novo. E altamente suscetivel a ferrugem e a
cercosporiose. Apresenta como caracteristica de destaque, a excelente qualidade de
bebida.



3.3.2. Cultivares portadoras de resisténcia a ferrugem do cafeeiro (H. vastatrix)

Cultivares do grupo Catucai

O nome Catucai € devido a origem das cultivares desse grupo serem
obtidas a partir de cruzamento natural entre Icatu e Catuai, dai o nome Catucai. Esse
cruzamento ocorreu nos experimentos do Instituto Brasileiro do Café (IBC). O
método de melhoramento utilizado foi o genealdgico, selecionando plantas altamente
produtivas, vegetativamente vigorosas e com resisténcia moderada a ferrugem do

cafeeiro.

e Catucai Amarelo 2SL
Porte baixo a médio, crescimento vegetativo vigoroso, plantas bastante
uniformes, frutos amarelos de maturacdo média e sementes de tamanho médio.
Resisténcia a ferrugem e resisténcia moderada a Phoma e a Ascochita. Apresenta boa
tolerancia a seca.
e Catucaiam 24137
Porte baixo, frutos amarelos de maturacdo média e sementes de tamanho

médio, plantas uniformes.

e Catucaiam 2015479
Porte baixo, crescimento vegetativo vigoroso, frutos amarelos de

maturacdo média e sementes de tamanho médio.

e Catucai 785-15
Porte baixo, folhas com bordas onduladas e folhas novas de cor bronze,
frutos vermelhos de maturacdo muito precoce e sementes de tamanho médio, plantas
uniformes. Recomendada para plantios irrigados com menores espacamento entre

plantas.

e Catucai Vermelho 20/15
Porte baixo, frutos vermelhos de maturacdo precoce e sementes de

tamanho médio, plantas uniformes.



Sabia tardio

Originada a partir do cruzamento entre Catimor UFV 386 e Acaia.
Resistente a ferrugem. Porte baixo, copa com pequeno diametro, maturacao tardia,
boa tolerancia a seca, apresentando folhas cor verde escura mesmo em periodos de

estiagem.

IBC-Palma-2

Originada de cruzamento entre Catuai Vermelho IAC 81 e Catimor UFV
353. Porte baixo, copa de formato cilindrico e com pequeno diametro. Resisténcia
moderada a ferrugem, brotos de cor bronze, sementes de tamanho médio com

maturacao tardia, apresentando alta produtividade.

Acaua
Originada do cruzamento entre Mundo Novo IAC 388-17 e Sarchimor

IAC 1668. Apresenta resisténcia a ferrugematuracéo tardia.

Tupi Amarelo IAC 5162

Provavelmente se originou do cruzamento natural entre as cultivares Tupi
IAC 1669-33 de frutos vermelhos e Catuai Amarelo. Resistente a moderadamente
resistente a ferrugem do cafeeiro. Porte baixo, frutos amarelos, arredondados com

maturacao precoce. Apresenta alta produtividade e boa qualidade de bebida.

Tupi IAC 1669-33

Cultivar originada a partir do hibrido H 3661/4 (Villa Sarchi CIFC
971/10 x Hibrido de Timor CIFC 832/2). Possui porte baixo, resistente a ferrugem. E
preferencialmente indicada para plantios adensados. Apresentam altas producdes e
grande rusticidade. O plantio dessa cultivar tem-se expandido rapidamente.

IAC 125 RN

A cultivar IAC 125 RN de café tipo arabica possui alta produtividade,
porte baixo, maturacdo precoce e qualidade da bebida considerada excelente. E
resistente ao nematoiddeloidogyne exiguao que permite que seja plantada em
regides onde h& problemas com o nematdide. Também € resistente a principal doenca

do café, a ferrugem. Essa cultivar originou-se a partir do hibrido H 3661/4.



Obaté IAC 1669-20

Cultivar de porte baixo, resistente a ferrugem, originada a partir do
hibrido H 3661/4. E preferencialmente indicada para plantios adensados. Apresentam
altas producdes e grande rusticidade. O plantio dessa cultivar tem-se expandido
rapidamente.

Obatd Amarelo 4932

Originou-se de um provavel cruzamento natural entre Obatd 20669-
com Catuai Amarelo. Apresenta resisténcia a ferrugem do cafeeiro. Porte baixo,
frutos amarelos e grandes com maturacao tardia. Apresenta alta produtividade e

qualidade de bebida muito boa.

lapar 59

E proveniente de cruzamento entre as cultivares Villa Sarchi CIFC
971/10 e o Hibrido de Timor CIFC 832/2. Resisténcia completa a ferrugem do
cafeeiro, porte baixo, frutos vermelhos com maturacdo medianamente precoce.
Possui brotos de cor predominantemente bronze, com pequeno percentual de brotos

verdes. E altamente produtiva.

IPR 98

E proveniente de cruzamento entre as cultivares Villa Sarchi CIFC
971/10 e o Hibrido de Timor CIFC 832/2. Resisténcia completa a ferrugem do
cafeeiro, copa com formato cilindrico cénico. Pequeno porte, frutos vermelhos com

maturacdo mediana. Apresenta alta produtividade e boa qualidade de bebida.

IPR 99

Essa cultivar é resultante de cruzamentos en@eavabicaVilla Sarchi
CIFC 971/10 e o Hibrido de Timor CIFC 832/2. Apresentam resisténcia a ferrugem
do cafeeiro.

IPR 100
Essa € a primeira cultivar de café arabica resistente ao nematoide

Meloidogyne paranaensis M. incognita MATA et al. (2000) em area altamente
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infestada conM. paranaensisdentificaram e selecionaram um genoétipo de Catucai
(IAPAR Vit. 83), por meio desse genoétipo a cultivar IPR-100 foi desenvolvida,
originando 100% das plantas resistentes. Apresenta alta qualidade de bebida e fatores
de resisténcia a ferrugem do cafeeiro (CAPUGH@L, 2007).

IPR 103

Originou-se do cruzamento entre Icatu e Catuai (Catuai Amarelo IAC 66
x Catuai Vermelho IAC 99). Resisténcia moderada a ferrugem do cafeeiro, copa com
formato cilindrico. Porte médio, frutos vermelhos com maturacdo mais tardia do que
os da Catuai. Apresenta alta produtividade e boa qualidade de bebida. Adaptada ao

calor e a solos pobres.

IPR 104
Desenvolvida pelo programa de melhoramento Genético de Café do
Instituto Agronémico do Parana (IAPAR). Foi derivada de diferentes fontes de

resisténcia a ferrugem, como o Icatu, Hibrido de Timor CIFC 832/2 e Caf2ai S
Sy3.

Oeiras MG 6851

Originou-se de um cruzamento entre Caturra Vermelho (CIFC 19/1) e
Hibrido de Timor (CIFC 832/1). Moderadamente resistente as racaterdéeia
vastatrixBerk et Br. que predominam no estado de Minas Gerais. Porte baixo, frutos
vermelhos, graudos e alongados com maturacdo precoce e uniforme. Apresenta alta

produtividade e boa qualidade de bebida.

Catigua MG1, Catigua MG2 e MGS Catigua 3

Essas cultivares foram originadas a partir do cruzamento artificial entre a
cultivar Catuai Amarelo IAC 86 e o Hibrido de Timor UFV 440-10. As cultivares
Catigua MG1 e Catigua MG2 foram obtidas pelas progénies das plantas H 514-7-14-
2 e H 514-7-16-3, respectivamente. Da progénie da planta H 514-11-5-5-1-1 foi
selecionada a cultivar MGS Catigua 3. As trés cultivares sao resistentes as racas
prevalecentes dH. vastatrix Porte baixo, copa com formato conico. Os frutos sao
vermelhos, graudos. Catigud MG1 e MGS Catigua 3 apresentam as folhas novas de

cor bronze, enquanto Catigua MG2 sdo bronze-claro. Além da resisténcia a
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ferrugem, a cultivar MGS Catigué 3, apresenta resisténcia ao nematoide das galhas

(Meloidogyne exigua

Sacramento MG1

Oriunda da hibridacéo artificial entre a cultivar Catuai Vermelho IAC 81
e Hibrido de Timor UFV 438-52. Elevado nivel de resistente a ferrugem do cafeeiro.
Porte baixo, frutos vermelhos, arredondados com maturacdo meédia. As folhas novas
sdo predominantemente verdes. Apresenta alta produtividade e boa qualidade de
bebida. Destaca-se pelo seu exuberante crescimento vegetativo e pela sua alta
capacidade de producéo inicial.

Araponga MG1

Originada do cruzamento artificial entre a cultivar Catuai Amarelo IAC
86 e o Hibrido de Timor UFV 446-08. Resistente as racadHdevastatrix
predominantes. Porte baixo, frutos vermelhos e copa de formato conico. Apresenta

alta produtividade.

Pau-Brasil MG1

A cultivar Pau-Brasil MG1 é originada da hibridacéo artificial entre a
cultivar Catuai Vermelho IAC 141 e o Hibrido de Timor UFV 442-34. Cultivar
resistente a ferrugem. Apresenta porte baixo e copa de formato cbénico. Destaca-se
pelo alto vigor vegetativo, boa arquitetura e alta produtividade.

Paraiso MG H 419-1

Originada pelo cruzamento artificial entre a cultivar Catuai Amarelo IAC
30 e a selecdo de Hibrido de Timor UFV 445-46. Altamente resistente a ferrugem do
cafeeiro. Porte baixo, inferior ao da cultivar Catuai. Frutos amarelos, oblongos com

maturacdo meédia. Apresenta alta produtividade e boa qualidade de bebida.

H 419-3-3-7-16-4-1H-419-10-6-2-5-1, H-419-10-6-2-10-1, H-419-10-6-2-12-1
Progénies elite oriundas do cruzamento entre cultivares Catuai Amarelo

IAC 30 e Hibrido de Timor UFV 445-46. Essas progénies fazem parte do Programa

de Melhoramento Genético do Cafeeiro desenvolvido pela Epamig e Instituicbes

parceiras.
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3.4. Marcadores moleculares

Aumentar o conhecimento e caracterizagdo do germoplasma, bem como
a eficiencia de selecdo, maximizando os ganhos genéticos, tem sido a meta dos
melhoristas de plantas em todo mundo. Alcancar esses objetivos justifica o interesse
em tecnologias como as de marcadores moleculares ou de DNA. O uso dos
marcadores moleculares surgiu com a necessidade de deteccdo de polimorfismo
genético diretamente no DNA e tém sido considerado instrumentos importantes e
fundamentais em estudos relacionados com a estrutura de populacbes de plantas
(MILLACH, 1998), bem como no melhoramento genético.

Diversidade molecular estimada com marcadores moleculares fornece
uma estimativa rapida e precisa de ancestralidade entre acessos, permitindo otimizar
os esforcos de melhoramento na constituicdo de populacbes e planejamento de
cruzamentos visando maximizar a segregacao e recuperacado de genotipos superiores
(FERREIRA; GRATTAPAGLIA, 1998).

Marcadores moleculares tém sido amplamente utilizados em estudos de
varias espécies, vegetais e animais. Os tipos de marcadores moleculares disponiveis,
atualmente, diferenciam-se pelo método utilizado para revelar polimorfismo de
DNA, variando quanto a habilidade de detectar diferencas entre individuos, custo,
facilidade de uso e repetibilidade de resultados (LO£REE 2002).

Os marcadores moleculares podem se comportar como caracteristica
dominante ou codominante. Quando se é possivel distinguir individuos homozigotos
de heterozigotos, o marcador é dito codominaDgsdominantes ndo permitem essa
distincdo (LOPESet al, 2002). Atualmente estdo disponiveis inumeros tipos de
marcadores e a escolha do mais adequado para o estudo genético ou melhoramento
deve ser realizado com base na facilidade de execucdo da técnica, somada a
eficiéncia da avaliacéo, interpretag@analise de dados. Deve-se ainda considerar
facilidade de desenvolvimento do ensaio e 0s objetivos do projeto (CADEE@A
2012). Dentro desse contexto, destaca-se 0s microssatélites ou S88pe (
Sequence Repgatijue tém sido largamente utilizados na distingdo de cultivares
(MCGREGOR et al, 2000; NOREROet al, 2002; GHISLAIN et al, 2004;
MOISAN-THIERY et al., 2005; BALDONI et al, 2006; REIDe KERR, 2007
MATHIAS et al, 2007; CHARAFIet al.,2008; REKIKet al, 2008 MUZZALUPO
et al.,2009).
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Os marcadores microssatélites sdo codominantes e altamente
polimorficos, essas caracteristicas sdo importante na caracterizacao e identificacédo de
gendtipos fingerprinting) de espécies com base genética estreita (BOREM e
MIRANDA, 2009) como é o caso dooffea arabical..

Diferentes trabalhos tém demonstrado a importancia dos marcadores
microssatélites na diferenciacdo de materiais genéticos melbousteet al
(2003) conseguiram, com uso de marcadores microssatélites em bananeira,
identificar marcas especificas para o genoma B e identificou genotipos de dificil
caracterizacdo morfolégica. Bonamiebal. (2004) conseguiram diferenciar hibridos
simples de milho de trés fontes diferentes, utilizando 17 marcadores microssatélite
sugerindo ser essa técnica importante para aqueles que desejam proteger ou
identificar a pureza varietal dos hibridos plantados. Em tomate, os marcadores
microssatélites tém sido utilizados na identificacdo de cultivares (HOKANS@N
1998; SMULDERSet al., 1997; HEet al, 2003; RAJPUTet al, 2006; PRITESHet
al., 2010).

Para o cafeeiro, sdo poucos os trabalhos relatando o uso de marcadores
moleculares, sendo grande parte destes, estudo da diversidade genética do género
Coffea (BERTHAUD, 1986; LASHERMESet al, 1993; DUSSERTet al, 1999;
COMBESet al, 2000; ANTHONYet al, 2002; PRAKASHet al, 2005; MALUFet
al.; 2005; SILVESTRINI, 2008). A identificacdo de marcadores para selecao
assistida também tem sido alvo de pesquisas (NDER, 2003; PRAKASHet al,

2004; MAHE et al, 2008, DINIZ et al, 2005; BRITOet al, 2010; DIOLA et al,

2011). A construcdo de mapas genéticos € outra ferramenta que tem sido proposta
para auxiliar no melhoramento de caracteristicas de interesse nas principais espécies
do génercCoffea(KY et al, 2000; OLIVEIRAEet al, 2007; CUBRY, 2009).

Sendo assim, as metodologias de marcadores moleculares, nos fornecem
valiosas informacOes para a caracterizacdo das espécies as quais pretendemos
estudar. O uso de marcadores moleculares possibilita a deteccdo de polimorfismo
diretamente do DNA, nado sofrendo influéncia do ambiente ou estadio fisiol6gico em
gue se encontram as plantas, permitindo 0 seu uso em associacdo a estudos de
identificacdo de espécies, estabelecimento de relacdes filogenéticas entre diferentes
espécies ou populagbes, construcdo de mapas genéticos de interesse econémico e a
determinacao de padrdes de bandas especificos de cada variedade.
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3.5. Registro e protecdo de cultivares - Uso de marcadores microssatélites nos
testes DHE

Registro de cultivar e protecéo de cultivar sado termos distintos. O registro
€ conferido por meio da inscricdo da nova cultivar desenvolvida no Registro
Nacional de Cultivares (RNC). Esse documedtabrigatorio para a permissdo de
producdo, beneficiamento e comercializacdo de sementes e mudas de qualquer
cultivar (BRASIL, 2004). A protecéo € conferida pelo Servico Nacional de Protecéo
de Cultivares (SNPC), assegurando ao obtentor direitos de propriedade sobre a
cultivar desenvolvida, permitindo recebmyalties sobre a comercializagdo do
material protegido. Dessa forma, o registro habilita as cultivares a comercializacéo,
enquanto a protecdo estabelece a propriedade intelectual sobre a cultivar. Séo,
portanto, acdes independentes com finalidades distintas (BRASIL, 2011).

Para fins de inscricdo no RNC, a cultivar a qual se pretende registrar
deve ter o seu Valor de Cultivo e Uso (VCU) determinado. O VCU, expressa o valor
intrinseco de combinacdo das caracteristicas agrondmicas da cultivar com as suas
propriedades de uso em atividades agricolas, industriais, comerciais e/ou de consumo
in natura. O MAPA deve ser, a priori, informado sobre a irgdaldos ensaios de
VCU, a respectiva data de inicio e o local de instalagcdo dos mesmos, para fins de
fiscalizacdo e supervisdo (BRASIL, 20)3b

O RNC é regido pela Lei n° 10.711, de 05 de agosto de 2003, e
regulamentado pelo Decreto n° 5.153, de 23 de julho de 2004 (BRASIL, 2013Db).
Enquanto a Lei de Protecao de Cultivares (LPC) € regida pela Lei n. 9.45&&ue e
vigente em nosso territério desde 25 de abril de 1997. Com ela, o pais passou a
contar com um novo mecanismo legal para proteger as cultivares de plantas
(SAMPAIO, 1998).

Independente de registrar ou proteger uma cultivar no Brasil, ela deve ser
distinta, homogénea e estavel (DHE). Assim como em nosso pais, esses critérios sao
utilizados internacionalmente (BAYLE, 1983; VASCONCELOS NEEBD al,

1999. Para ser distinta, a cultivar deve apresentar qualquer -caracteristica
perfeitamente identificavel, seja de ordem morfologica, fisiolégica, bioquimica ou
outras suficientes para sua identificacdo. Para detectar a distinguibilidade da cultivar
s8o usados os descritores minimds.LPC define descritor como sendta
caracteristica morfolégica, fisioldgica, bioquimica ou molecular que seja herdada

geneticamente, utilizada na identificacdo de cultivar” (BRASIL, 2011).

15



Os descritores estabelecidos e usados para as varias espécies vegetais no
testes de DHE de cultivares sujeitas ao registro e a protecdo sdo normalmente
caracteristicas morfologicas e agronémicas. Embora os descritores morfolégicos tem
sido os mais utilizados, estes apresentam algumas limitacbes. Em espécie perene
como C. arabicg é longo o tempo gasto para que todas as caracteristicas dos
descritores recomendados na diferenciacdo das cultivares sejam expressas. As
avaliacbes sdo subjetivas e podem ser influenciadas pelo efeito do ambiente
(PADILHA et al, 2002). Além disso, com o melhoramento das espécies, ocorre o
estreitamento da base genética das cultivares padrdes fenotipicos vao se
aproximando cada vez mais (PRIOLIEt al, 2002). Portanto, ainda que a
caracterizacdo de cultivares feita por meio de descritores morfolégicos continue
sendo predominante e importante, as limitacdes deste tipo de descritor tém gerado a
necessidade de busca de alternativas.

Em cafeeiro, até 0 momento sdo utilizados descritores morfoldgicos na
distincdo das cultivares. A relacdo desses descritores foram elaboradas por um
conjunto de pesquisadores de varias instituicdes brasileiras. Também foram definidas
as instrucbes para execucdo dos ensaios de cultivares dessa cultura. A relacdo de
descritores e as instru¢des para execucao dos ensaios de cultivares foram publicadas
no Diario Oficial de Unido, pela portaria n°® 2 de 17 de novembro de 2000
(GUERREIRO-FILHOet al, 2001). No entanto, devidis limitacbes apresentadas
pelos descritores morfolégicos e pelo falto das cultivares da edpéaeabica
apresentarem base genética estreita teem@portante a busca de outros descritores,
como os marcadores moleculares, para auxiliar no processo de distingdo das
cultivares. Trabalhando com a espédiz arabica Aguiar et al. (2004)
recomendeam o uso de marcadores moleculares para auxiliar na identificacdo de
diferencas entre cultivares fenotipicamente semelhantes as quais se pretende obter o
registro ou a protecéao.

Nesse sentido, ainda que ndo tenham carater decisivo, os perfis genéticos
(fingerprinting das cultivares, obtidos por meio de marcadores moleculares, podem
sa anexados ao pedido de protecdo e ou registro pelos obtentores para fins de
caracterizacao e diferenciacdo de cultivares de taiégerprinting de DNA’ tem
sido utilizado para descrever o padrao molecular de um gendétipo. Em eucalipto, nos
testes de DHE, que devido ao uso de clonagem para propagacdo dos materiais

comerciais, sdo utilizados 25 microssatélites internacionalmente referendados, os
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quais informam com It precisdo o perfil genético das cultivares ou clones
(BRASIL, 2011).

Segundo Brasil (2011), para o uso de marcadores moleculares nos testes
de DHE de cultivares € imprescindivel a realizacdo de ensaios em rede para
validacdo da técnica molecular a ser utilizada e assegurar nivel minimo aceitavel de
reprodutibilidade dos resultados. Assim como em todos os marcadores moleculares,
para validacdo e padronizacdo das técnicas a serem utilizada pelos marcadores
microssatélites é necessario a escolha de um conjunto de cultivares e que estas
apresentem um conjunto de alelos referéncia. Esses alelos de referéncia sao
necessarios porque os marcadores moleculares se comportam de formas diferente nos
sistemas de deteccdo disponiveis. @isners utilizados nos estudos devem ser
sintetizados, de preferéncia, por um unico fornecedor e que este seja confiavel,
reduzindo a possibilidade de influencia destes nos perfis de DNA divergentes. Outros
critérios que devem ser atentados séo: a qualidade do DNA; a enzima polimerase
empregada nas metodologias baseadas em PCR; a quantidade ou concentracdo de
reagentes de cada componente da reacdo de PCR; e as condi¢cdes do programa do
termociclador.

O uso de marcadores microssatélites j& vem sendo utilizado desde 2009
pelo Servico Nacional de Protecdo de Cultivares (SNPC) em cultivares de espécies
como soja, arroz, algodao e eucalipto para manejo dos ensaios de DHE e como um
dos itens de conformidade de cultivares candidatas a protecdo. Nesse caso foi
definido o padrdao molecular das cultivares protegidas. Quando novas cultivares sao
protegidas, o perfil molecular destas € incluido no banco de dados existente
(BRASIL, 2011).

Outro aspecto importante € o numero minimo de individuos que deve ser
analisado antes que o padrdo molecular de uma cultivar seja estabelecido. Isto
porque, normalmente € verificado variabilidade dentro da cultivar mesmo em
espécies que se reproduzem por autofecundacado. CultivaCesuddicaé esperado
polimorfismo entre e dentro das cultivares. Esse polimorfismo € devido a espécie ser
alotetraploide, 2n=4X=44 cromossomos, autégama e com taxa variada de
fecundacéo cruzada (LASHERMES al,, 2000). Além disso, essa espécie € perene
com periodo juvenil longo (SERA, 2001) fato este que prolonga o avanco das
geracdes nos programas de melhoramento, sendo, portanto, as variedades lancadas

em geracGes menos avancadas.
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O numero exato de individuos deve ser amostrado por cultivar ainda ndo
foi definido. Millach (1999) sugeriu a mistura de DNA de pelo menos 10 individuos
para que a caracterizacdo inicial seja feita, amostrando os alelos presentes no
cultivar. Por outro lado, é importante que esses individuos sejam em algum momento
testados separadamente, pelo menos para uma parte dos marcadores, para que seja
estabelecido o nivel de variabilidade existente entre os individuos que compdem a
cultivar. Silvaet al. (2001), em estudo comparativo entre marcador molecular RAPD
e descritores morfolégico, utilizaram DNA eoulk de cada progénie, sendo este
constituido pela mistura do DNA de quatro plantas por progénie. Gamlig2007)
utilizaram bulk de DNA de 10 plantas de cada cultivar e 69 marcadores
microssatélites para identificacdo de cultivares de dej@wady et al. (2012)
utilizarambulk compostos por 10 plantas de cada cultivar para avaliar a diversidade
genética e estudar o DNAngerprinting em tomate $olanum lycopersicuni.)
cultivado no Egito, por meio de marcadores microssatélites. Ritedtlo(2013), na
caracterizacdo molecular de cultivares de soja, trabalharambotimde DNA
extraido de 50 sementes utilizando marcadores microssatélites.

Segundo Millach (1999), a variacdo genética dentro da cultivar existe e
caberd ao pesquisador estudar e definir o nimero ideal de individuos a serem
amostrados. Em cultivares de origem clonal o nimero podera ser reduzido. Por outro
lado, € maior quando o cultivar € uma populacdo composta por individuos
geneticamente distintos que se reproduzem por fecundagdo cruzada. No caso de
cultivares sintéticas provenientes da mistura de individuos de constituicdo genética
fixa, 0 pesquisador tera que estabelecer o padrao molecular das linhas originais que
compdem o sintético.

Uma vez que os padrdes molecatdascultivaressejam caracterizados,

a adicdo desses descritores pode facilitar a distingdo dos materiais genéticos nos
testes de DHE. Essa estratégia auxiliard o processo de registro e protecdo de
cultivares. O cultivar protegido, assegura direitos ao seu obtentor e caso haja algum
tipo de uso indevido, o padrdo molecular bem estabelecido, seria documento

comprobatorio de fraudes ou do uso sem devida autorizagéo.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Material genético

Neste estudo, foram utilizadas cultivares de café portaderéatores de
resisténcia a ferrugem mantdda@m area experimental do Departamento de
Fitopatologia da Universidade Federal de Vigosa. Essas cultivares foram eselhidas
utilizadas para o estudo devido sua importancia e por serem de dificil discriminacao
por meio dos descritores morfolégicos, os quais atualmente sdo recomendados para
C. arabica A dificuldade na discriminacdo € resultante da base genética estreita
inerente a essa espécie e por serem oriundas de mesmas fontes de resisténcia ou
fontes muito aparentadas. Os progenitores resistentes utilizados nos varios programas
de melhoramento dé. arabicano Brasil sdo derivados do Hibrido de Timor ou de
Icatu.

Dessa forma, foram estudadas 26 cultivares e cinco progénies elites
resistentes a ferrugem e trés cultivares suscetiveis a essa doenca. As trés cultivares
suscetiveis foram escolhidas, pois duas destas, pertencem ao grupo Catuai, cultivar
comercialas mais plantada no Brasil, e uma, faz parte do grupo Bourbon, que séo

cultivares que, reconhecidamente, apresentam excelente qualidade de bebida.
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Tabela 1. Cafeeiros utilizados na analise dos marcadores moleculares.

. Reacao de Observacgoes

N° Cultivar ou Progénie Instituicdo de Origem Nmero resisténcia Fo.nt? d?

A ferrugen resisténcia
1 Catuai Vermelho IAC 144 IAC 02934 S - Cultivar comercial do Brasil
2 Catuai Vermelho IAC 15 IAC 02927 S - Cultivar comercial do Brasil
3 Bourbon Amarelo UFV 535 UFV - S - Cultivar com padréo de qualidade de bel
4 Catucai Amarelo 2SL  MAPA/Fundacéo Procafe 04915 MR Icatu
5 Catucaiam 24137 MAPA/Fundacao Procafc 28888 MR Icatu
6 Catucaiam 2015479  MAPA/Fundacédo Procaf¢ 28885 MR Icatu
7 Catucai 785-15 MAPA/Fundacéo Procafe¢ 04996 MR Icatu Resisténcia M. exigua
8 Catucai Vermelho 20/15 MAPA/Fundacéao Procaf¢ 04910 MR Icatu
9 Sabia tardio MAPA/Fundacéo Procafe 04992 MR CIFC 832/1
10 IBC-Palma-2 MAPA/Fundacao Procafe 04998 MR CIFC 832/1
11 Acaua MAPA/Fundacao Procafe 04995 R CIFC 832/2
12 Tupi Amarelo IAC 5162 IAC - R CIFC 832/2 Progénie elite do programa IAC
13 Tupi IAC 1669-33 IAC 02957 R CIFC 832/2
14 IAC 125 RN IAC 28587 R CIFC 832/2 Resisténcia 8. exigua
15 Obatéa IAC 1669-20 IAC 02956 R CIFC 832/2
16 Obatda Amarelo IAC 4932 IAC - MR CIFC 832/2 Progénie elite do programa IAC
17 lapar 59 IAPAR 02324 R CIFC 832/2

1S = Suscetivel: MR = Moderadamente resistente; R = Resistente.
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Tabela 1. Continuacgéao.

. Cultivar ou Instituicdo de Numero Re.agAéo .de‘ Fonte de

N Progénie Origem RNC fesistenaia resisténcia Observacoes
ferrugem?

18 IPR 98 IAPAR 09950 R CIFC 832/2
19 IPR 99 IAPAR 09949 MR CIFC 832/2
20 IPR 100 IAPAR 09948 MR BA-10
21 IPR 103 IAPAR 09945 MR Icatu Resisténcia aos nematoidds paranaensi® M. incognita
22 IPR 104 IAPAR 09944 R CIFC 832/2
23 Oeiras MG 6851 EPAMIG/UFV 04755 MR CIFC 832/1
24 Catigua MG1  EPAMIG/UFV 18632 R UFV440-10
25 Catigua MG2  EPAMIG/UFV 18633 R UFV440-10
26 MGS Catigua3 EPAMIG/UFV 22098 R UFV440-10 Resisténcia 8. exiguae Coffea Berry Disease
27 Sacramento MG1 EPAMIG/UFV 18631 R UFV438-52
28  Araponga MG1 EPAMIG/UFV 18635 R UFV446-08
29 PauBrasilMG1 EPAMIG/UFV 18634 R UFV442-34
30 Paraiso MG H 419- EPAMIG/UFV 15981 R UFV445-46
31 H419-3-3-7-16-4-1 EPAMIG/UFV - R UFV445-46
32 HA419-10-6-2-5-1 EPAMIG/UFV - R UFV445-46 Progénie elite Programa Epamig/UFV
33 H419-10-6-2-10-1 EPAMIG/UFV - R UFV445-46 Progénie elite Programa Epamig/UFV
34 H419-10-6-2-12-1 EPAMIG/UFV - R UFV445-46 Progénie elite Programa Epamig/UFV

1S = Suscetivel: MR = Moderadamente resistente: R = Resistente.
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Essas 34 cultivares/progénies (Tabela 1) compdem o Ensaio Nacional de
Cultivares, instalado nas principais regides produtoras de café no territorio brasileiro.
O mesmo encontra-semeandamento e justifica a importancia desses materiais
genéticos em nosso territorio. Para cada cultivar/progénie foram analisadas seis
plantas, constituindo um total de 204 individuos. Dessa forma, ggdekificar a
possivel ocorréncia de variabilidade genética entre e dentro dos materiais genéticos
avaliados.

Atualmente, oito cultivares d€. arabicasdo protegidas pelo Servico
Nacional de Protecdo de cultivares (BRASIL, 2013c). Dessas, seis cultivares
(Araponga MG 1, Catigua MG 1, Catigua MG 2, IPR 98, Pau Brasil MG 1 e

Sacramento MG 1) foram avaliadas nesse trabalho.

4.2. Extragdo do DNA

Para cada genotipo, foram coletadas folhas saudaveis, com coloracao
verde claro, jovens, mas totalmente expandidas. As folhas foram destacadas da
planta pelo peciolo de forma a permanecerem com limbo foliar intacto. O material
foi envolvido em papel jornal umedecido e identificado, em seguida acondicionado
em caixa de isopor e conduzido ao laboratério BioCafé/UFV.

No laboratério, as folhas foram lavadas em agua corrente, secadas com
auxilio de folhas de papel toalha, acondicionadas em tubos Falcon previamente
identificado e, em seguida, armazenadas em freezer a temperatura de -80°C por 12
horas. De posse das amostras congeladas, as mesma foram liofilizadas, maceradas
emcadinhos com auxilio de pistilo e armazenadas em microtubos de 2,0 mL.

O DNA genbmico das folhas maceradas foi extraido utilizando-se o
método proposto por Dinkt al. (2005), com adaptacdes. Em microtubos deri,0
previamente identificados, foi adicionado 50 mg de tecido vegetal macerado de cada
amostra. Dois tampdes foram preparados, o primeiro denominado tampéao de lise
(Sorbitol 0,35 M, Tris-HCI 0,10 M pH 8,0, EDTA 5 mM) e o segundo de extragao
(NaCl 2 M, CTAB 2%, Tris-HCI 0,2 M, EDTA 0,05 M). Os dois tampdes foram
misturados e acrescidos de sarcosil (5%), bissulfito de sédio (1%), carvao ativo
(0,1%) e PVP-40 (2%). ApGs esse preparo, 1,5 mL da solucdo de extracdo, pré-
aquecida a 65°C, foi adicionadan cada microtubo de 2,0 mL contendo 50 mg de
tecido vegetal macerado de cada amostra.
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A segquir, os tubos foram deixados em banho-maria a 65°C por 40 min.
As amostras foram centrifugadas por 10 minutos a 14000 rpm e o sobrenadante
transferido para novos tubos, com a adicdo de |6D0de cloroférmio-alcool
isoamilico (24:1). Os tubos foram agitados até completa homogeneizacdo e
centrifugados por 10 minutos a 14000 rpm. Foi transferidou®000 sobrenadante
para outro microtubo contendo 600 pL de isopropanol e mantido por 2 horas a -20°C.
Apoés este periodo o material foi centrifugado por 20 minutos a 14000 rpm, o
sobrenadante foi descartado e o pellet lavado com etanol 70% e 95%. O DNA foi
ressuspendido em 200 pL de TE (Tris-HCI 10 mM pH 8,0, EDTA 0,1 mM pH 8,0),
contendo RNAse na concentracado final de 80 pg/uL e incubadbheemomixera
37°C por 30 minutos. O DNA foi precipitado com 40 pL de NaCl 5M, mais 500 pL
de isopropanol 100%, incubado por 2 horas a -20°C, recolhido por centrifugacéo por
20 minutos a 14000 rpm. O sobrenadante foi descartado e apOs tratamento com
etanol 70% e 95%, foi ressuspensa 200 pul de agua ultra autoclavada. A
qualidade e quantidade do DNA foram avaliadosNamoDrop 20000 DNA foi

diluido para a concentragdo de 25 ng/uL e armazenado a -20°C até o uso.

4.3. Amplificagdo com marcadores microssatélites

Foram utilizadogrimers microssatélites, sendo parte disponibilizados na
literatura, alguns desenvolvidos a partir de dados do Projeto Brasileiro do Genoma
Café e outros de biblioteca gendmica enriquecida, estes dois ultimos desenvolvidos
no Laboratério BioCafé/UFV.

A amplificacdo por PCR foi realizada com um volume final de 20 pL
contendo: 50hg de DNA, 1 U de Taq DNA polimerase, tampéo 1X da enzima, 1
mM de MgCb, 150 uM de cada ANTP e 0,1 uM de cada primer, completando o
volume para 20 pL com agua milli-Q estéril. As reacdes de amplificacdo foram
realizadas em termocicladores PTC-200MJ Research e Veriti (Applied
Biosystems ApoOs desnaturacdo inicial a 94°C por 2 min, foram realizados 10 ciclos
de touchdown PCR, a 94°C por 30 seg, temperatura de anelamento decrescendo 1°C
a cada ciclo (de 66°C até 57°C), durante 30 seg, e extensdo a 72°C por 30 segq,
seguidos por mais 30 ciclos de desnaturacédo a 94°C, anelamento a 57°C e extenséo a

72°C, com 30 seg cada etapa. A extensao final foi realizada a 72°C, por 8 min.
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Os produtos resultantes da reacdo de PCR foram separados por
eletroforese em gel de poliacrilamida desnaturante 6% e visualizados por meio de
coloracdo com nitrato de prata, conforme protocolo descrito pordgrtio(2010).

4.4 Andlise estatistica

Os dados obtidos foram codificados como codominantes. Dessa forma,
quando o loco apresentquatro alelos, ele recebeu os cédigos 11, 22, 33 e 44 para
as formas homozigotas e 12, 13, 14, 23, 24 e 34 para as heterozigotas.

Todos os marcadores utilizados foram avaliados nos 204 cafeeiros, ou
seja, nas seis plantas de cada cultivar/progénie analisada. Entretanto, na construcao
do dendrograma e analise fiegerprinting foi utilizado obulk dos dados de cada
cultivar Assim, se uma banda aparecesse em apenas um dos seis individuos, esta
seria contabilizada no perfil molecular da cultivar. A analisefinigerprinting
também foi realizada com os dados de cada individuo que comp&em cada
cultivar/progénie.

Todas as analises foram realizadas pelo programa computacional GENES
(CRUZ, 2013). Um dendrograma foi construido, utilizando a técnica de agrupamento
UPGMA, a partir dos valores da matriz de distancia gerada pelo complemento
aritmético do indice ndo ponderado. Para o calculo da distancia apenas os locos
polimorficos foram considerados na andlise.

Também foi definido um conjunto de marcadores a serem utilizados na
discriminagdo das cultivares/progénies utilizadas nesse estudo, estabelecendo o
padrao de marcas para cada cultiEnderprinting). Apenasprimers polimorficos

foram considerados nas analises.

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Para cada cultivar/progénie foram analisadas seis plantas. Um total de 31
primers microssatélites foram analisados nas 34 cultivares/progénies avagiadas,
que quatro deles ndo apresentaram bandas nitidas e, portanto, foram descartados. Do
restante, 20 marcadores foram polimérficos (Tabela 2). Em todos os marcadores
polimorficos, foi observada segregacao entre e dentro das cultivares/progénies.
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A segregacdo dentro das cultivaresCdarabicaé esperada uma vez que
esta espécie é tetraploide e, embora seja autbgama, apresenta cerca de 10% de
fecundacéo cruzada (LASHERMES al, 2000). Dessa forma, é necessario maior
namero de geracles de autofecundacéo para que a cultivar aumente a frequéncia de
genes em homozigose. Além disso, essa espécie é perene com longo periodo juvenil,
fato este que prolonga o avanco de geragbes. No entanto, para viabilidade dos
programas de melhoramento e a necessidade de langcamento de novas cultivares para
atender o mercado, os melhoristas registram cultivar€s debicaque, mesmo em
geracdo F ou mais avancadas, ainda podem segregar, ou que nao estavam
segregando, mas que devido a ploidia da esfEceabica apresentam segregacao
tardia.

Tabela 2. Marcadores SSR analisados nas cultivares em estudo, nimeros de alelos
amplificados por cada loco e cultivares distintasgvoner.

N- Primer ALIEICOS/ Cultivares/progénies distintas porprimer*

1 EST-SSR00 2 11, 13,17, 22, 22, 33

2 EST-SSR00 3 3,10,11, 12,13, 15, 16, 17, 1819, 24, 27, 28, 29, 333, 34
3 EST-SSR 00 3 12,13, 14, 17, 22, 24

4 EST-SSR02 2 6,8

5 EST-SSR02 2 1213, 14

6 EST-SSR02 2 7,10,19, 27

7 EST-SSR03 2 10,11, 16,17, 18 22, 23, 29

8 EST-SSR03 2 10

9 EST-SSR03 3 7,11, 12,14, 17, 18, 1920,21, 22, 24,25, 26, 27, 29, 3233, 34
10EST-SSR 03 2 2,24, 2526,27, 29,30, 32, 33, 34
11EST-SSR 04 2 12,13, 14,17, 18, 22, 24, 25, 29, 30, 323, 34

12 EST-SSR 05 Monomorfico -

13EST-SSR 06 2 13,14, 17, 18, 22, 2425, 29, 30, 3233, 34
14EST-SSR 06 2 24,25, 26, 32,33, 34
15EST-SSR 06 Monomorfico -

16 EST-SSR 06 3 4,5,6,12]13, 14, 24, 30, 3233, 34
17EST-SSR 07 2 25, 26, 32,33, 34

ICultivares descritas na Tabela AJGmeros em negrito corresponde a cultivar/progénie cujo loco géegse

em todos os individuos que a constitui.
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Tabela 2. Continuagao.

N°  Primer Al_lil::)j/ Cultivares/progénies distintas porprimer*

18 EST-SSR 07 2 24,25, 26, 32,33, 34

19EST-SSR 09 4 24,25, 26, 32, 33, 34

20 SSR16 2 1,2,3,6,9, 10, 12,16, 17, 22, 2324, 26, 27,28, 29,31, 32, 33,34
21 SSR9 3 4,5,7,9, 11, 17, 2023, 28, 30

22 SSR08 Monomorfico -
23 SSRCa 04 Monomorfico -
24 SSRCa 11 Monomorfico -
25 SSRCa 15 Monomorfico -
26 SSRCa 18 Nao amplificou -
27 SSRCa 19 Nao amplificou -
28 SSRCa 23 Nao amplificou -
29 SSRCa 40 Monomorfico -
30 SSRCa 46 Nao amplificou -
31 SSRCab52 4 10, 24, 25, 27, 2932, 33, 34

ICultivares descritas na Tabela Itmeros em negrito corresponde a cultivar/progénie cujo loco géegse

em todos os individuos que a constitui.

Ao analisar os 20 marcadores microssatélites polimorficos, 47 bandas
foram amplificadas. Foi observada média de 2,35 bandgsripwer, variando entre
duas a quatro bandas. A percentagenpriteers polimorficos foi de 74,04%. No
entanto, isso ndo indica alta variabilidade entre as cultivares/progénies avaliadas,
uma vez que oPrimers utilizados nesse estudo foram selecionados por serem
polimorficos em outros estudos. Em testes dgsse®ers microssatélites, realizados
em cafeeiros, tem sido verificado que cerca de 10% dos marcadores sao polimérficos
em C. arabica Capucho (2008), em traballmm populagéo Fresultante do
cruzamento entre Catuai Amarelo IAC 64 (UFV 2148-57) e Hibrido de Timor UFV
443-03, obteve 7,34% de polimorfismo em Z88Bners SSR. Numero reduzido de
locos SSR polimérficos par@. arabicatambém foi observado por Vieirt al.
(2010).

A média de bandas obtida parimer (2,35) indicou haver estreita base
genética entre as cultivares/progénies avaliadas. Isso pode ser explicado pelo baixo

namero de plantas que foram introduzidas no Brasil (TEIXERAL, 1999) sendo

26



estas, a base genética das cultivares atuais. Segundo Sett@th\(2013), a base
genética de 121 cultivares lancadas no Brasil, entre 1939 e 2009, é devida a apenas
13 diferentes genitores. Esses autores ainda verificaram que sete genitores
contribuiram com 97,55% da base genética das cultivar€s deabicado Brasil.

Além disso, outro fator importante sdo os genitores utilizados como fonte de
resisténcia a ferrugem do cafeeiro nos varios programas de melhoramento genético
deC. arabicano Brasil. Esses sao derivados basicamente do Hibrido de Timor ou de
Icatu. Nesse trabalho apenas trés cultivares sao suscetiveis a ferrugem, enquanto as
demais séo portadoras de resisténcia a essa doenca e sao derivadas dos genitores
citados acima, exceto a cultivar IPR 100, cujo genitor utilizado como fonte de
resisténcia a ferrugem foi BA-10. Este é um germoplasma de origem indiana
portador dos gene$2 e S43 de resisténcia ldemileia vastratrix

Analisando o padréo de bandas obtido em cada marcador molecular nas
diferentes plantas das cultivares/progénies, foram descartadas as plaBfaB2)7-
(IBC-Palma-2), 1883-P1 (Tupi IAC 1669-33)30-B2-P4 (IAC 125 RN), 32B1-P6
(Catuai Vermelho IAC 15). Essas plantas apresentaram padrédo atipico, diferente do
padrdo da cultivar em varios locos analisados, indicando que correspondem a mistura
e ndo a cultivar analisada. Esse resultado foi comprovado pelas caracteristicas
morfologicas. No campo, foi verificado que a plantaB32P6 da cultivar Catuai
Vermelho IAC 15 apresenta frutos amarelos, diferindo da cor dos frutos da cultivar,
que sdo vermelhos. Também foi verificado que a cultivar Tupi IAC 1669-33
apresenta variacdo em relacdo a resisténcia a ferrugem. A planta exekgda d
cultivar € suscetivel a tal enfermidade. Foi verificado que a planB2-B8 da
cultivar IAC 125 RN é bem mais vigorosa que as demais plantas dessa cultivar.

A andlise do padrdao de bandas obtido com os diferentes marcadores
moleculares permitiu observar segregacao dentro e entre as cultivares. Ndl Figura
encontra-se um exemplo, onde observou-se polimorfismo dentro das cultivares
Catigua MG1 e Sacramento MG1 e entre as cultivares Catigua MG2 e Araponga
MG1. Nesseexemplo, os individuos homozigotos portadores do alelo “b” foram
codificados como 22ndividuos homozigotos portadores do alelo “a” ¢ heterozigoto

“ab”, ficaram com 11 e 12, respectivamente.
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Catigua MG1 Sacramento MG1  Catigua MG2 Araponga MG1
2 - ——————
-
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1 2 3 4 5 67/ 8 9 10 111213 14 1516 17 189 20 21 222324

Figura 1. Marcador microssatélite EST-SSR 032 avaliado em quatro cultivates de
arabica

Com os marcadores microssatélites avaliados observou-se polimorfismo
entre todas as cultivares/progénies estudadas. Entretanto, assim como demonstrado
na Figura 1, o polimorfismo nem sempre foi observado em todas as plantas
constituintes de uma cultivar/progénie.

Oito cultivares/progénie (Catuai Vermelho IAC 144, Catuai Vermelho
IAC 15, Bourbon Amarelo UFV535, Catucai Vermelho 20/15, Sabia tardio, Obata
IAC 1669-20, IPR 103 e H 419-3-3-7-16-%+f40 apresentaram segregacao entre 0s
individuos que as constituem em nenhum dos 20 locos polimérficos analisados. Esse
fato demonstra que, provavelmente, essas cultivares/progénies possuem elevados
niveis de homozigose. Em quatro cultivares/progénies (IAC 125 RN, IPR 99, IPR
100 e MGS Catigua 3) foi observado polimorfismo dentro de um Unico loco (5%).
Embora a quantidade de loco polimérfico seja a mesma, o nimero de individuos que
apresentaram diferentes bandas dentro de cada cultivar/progénie variou. Na cultivar
IAC 125 RN, um unico individuo apresentou-se segregante. O mesmo foi verificado
em dois individuos da cultivar MGS Catigua 3, ao passo que nas cultivares ¢°R 99
IPR 100 foi observada segregacéo em trés, dos seis individuos que as constituem.

Dentro de dez cultivares/progénie (Catucai Amarelo ,2Satucaiam
24137, Catucai 785-15, IBC-Palma-2, Acaud, Tupi IAC 1669-33, Obatd Amarelo
4932, Oeiras MG 6851, Araponga MGl e H 419-10-6-2910el observado
polimorfismo em dois locos (¥09). Em duas cultivares (Catucaiam 201549
Catigua MG2) ocorreu polimorfismo dentro desses genaotipos em trés locos (15%).
Em duas cultivares/progénies (IPR 98 e 3 H 419-10-6-2-12-14) foi observado
polimorfismo dentro de quatro locos (20%). Dentro da cultivar Paraiso MG H 419-
foi observado polimorfismo em cinco locos (25%). Em duas cultivares (IPFe 104
Sacramento MG1) ocorreu polimorfismo dentro de seis locd%)(30as cultivares

Tupi Amarelo IAC 5162 lapar 59, foi observado polimorfismo dentro de sete locos

28



(35%). Na cultivar Pau Brasil MG1, foi observado polimorfismo em oito locos
(40%). A progénie H 419-10-6-2-5-1 apresentou polimorfismo em nove locos (45%).
A cultivar Catigua MGL1 apresentou segregacao em onze locos (55%).

Para a construcdo do dendrograma e estabelecimento do padrdo
molecular fingerprinting) das cultivares, foram considerados apenas os marcadores
microssatélites polimorficos e que se comportaram como diploides e codominantes.
Dessa forma, dos 20 marcadores polimorficos analisados, 16 foram selecionados.
Eliminou-se os EST-SSR 006, EST-SSR 069, EST-SSR 096, SSRCa 52, que
amplificaram trés ou quatro bandas por individuo.

Pela analise do dendrograma e efetuando-se um corte a 40% d
dissimilaridade maxima verificada no dltimo nivel de fusédo (0,41), observou-se a
formacao de 14 grupos (Figura 2). Nove cultivares/progénie (IBC-Palma-2, Acaua,
IPR 99 Catigua MG1, Catigua MG2, MGS Catigua 3, Sacramento MG1, Paraiso
MG H 419-1, H 419-10-6-2-5-1) formaram grupos unitérios, sendo separadas das
demais. Formaram-se trés grupos composto por duas cultivares/progénie® cada.
primeiro grupo compreendeu as cultivares lapar 59 e IPR 104. Essas cultivares
foram desenvolvidas pelo programa de melhoramento do IAPAR e também
apresentam a mesma origem genética, ou seja, ambas séo derivadas do gemmoplasm
Sarchimor (Villa Sarchi x Hibrido de TimoiQ segundo grupo agrupou as cultivares
Tupi IAC 1669-33e IAC 125 RN, enquanto o terceiro grupo foi formado pelas
progénies H 419-10-6-2-10-#8 H 419-10-6-2-12-1. Os trés grupos alocaram
materiais de mesma instituicdo de origem, IAPAR, IAC e EPAMIG/UFV,
respectivamente. As cultivares Tupi IAC 1669e32C 125 RN foram selecionadas
a partir de sementes de um mesmo hibrido (CIFC H361/4). O mesmo ocorreu com as
progénies H 419-10-6-2-10-8 H 419-10-6-2-12-1, justificando o fato desses
genotipos terem ficado em um mesmo grupo.

Um grupo foi formado por trés cultivares Tupi Amarelo IAC 5162, IPR
98 e Pau Brasil MG1Um ultimo grupo foi formado pelas demais cultivares. Este
pode ser dividido em dois subgrupos. Um destes, constituido pelas
cultivares/progénies Catuai Vermelho IAC 144, Catuai Vermelho IAC 15, Bourbon
Amarelo UFV535, Catucaiam 2015479, Sabia tardio, Obatd IAC 1669-20, Obata
Amarelo 4932, Araponga MG1, H 419-3-3-7-16-4-1 e o outro pelas cultivares
Catucai Amarelo 2SL, Catucaiam 2418aAtucai 785-15, Catucai Vermelho 2Q/15
IPR 100, IPR 1030Oeiras MG 6851. No primeiro subgrupo, as cultivares Catuai
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Vermelho IAC 144, Catuai Vermelho IAC 15 e a progénie Bourbon Amarelo UFV
535, sdo suscetiveis a ferrugem. Além disso, duas dessas sdo cultivares do grupo
Catuai. Dessa forma € esperada alta similaridade entre as mesmas. A cultivar
Catucaiam 2015479 foi originada a partir de cruzamento, em que um dos genitores
era uma cultivar Catuai. O mesmo ocorreu com a origem da cultivar Obata IAC
1669-20. A cultivar Obatd Amarelo IAC 4932 originsei-de um provavel
cruzamento natural entre Obata 1669-20 com Catuai Amarelo. A cultivar Araponga
MGL1 é resultado do cruzamento artificial entre a cultivar Catuai Amarelo IAC 86 e 0
Hibrido de Timor UFV 446-08. A progénie H 419-3-3-7-16-4-1 € resultante do
cruzamento de Catuai Amarelo IAC 30 com o acesso de Hibrido de Timor UFV 445-
46. Todas essas cultivares tém a cultivar Catuai Amarelo em suas constituicoes
genéticas.

Foi possivel distinguir individualmente 29, das 34 cultivares/progénies
avaliadas. Nao foi possivel distinguir as cultivares Catuai Vermelho IAC 144, Catuai
Vermelho IAC 15 e a progénie H 419-3-3-7-16-4-1, pois a distancia entre elas foi
zero. A similaridade (100%) entre as cultivares Catuai Vermelho IAC 144, Catuai
Vermelho IAC 15, pode ser explicada pelo fato que essas, sdo derivadas de uma
mesma planta na geracae (H 2077-2). Caracteristicas fenotipicas da progénie H
419-3-3-7-16-4-1 demonstram a proximidade desta em relacdo as cultivares Catuali,
corroborando com a alta similaridade verificada entre esses materiais nesse estudo. A
distancia entre as cultivares Catucai Amarelo 2SL e Catucaiam 24137 também foi
zero, sendo estas as menores distancias observadas entre as cultivares/progénies
analisadas. As cultivares do grupo Catucai sao derivadas do cruzamento natural entre
o germoplasma Icatu e Catuai, ou seja, possivel razdo pela qual foi observada a
similaridade de 100%. Além disso, ambas apresentam grande semelhanca nas
caracteristicas fenotipicas.

A dissimilaridade obtida no ultimo nivel de fuséo foi de 0,Al.
dissimilaridade méaxima foi verificada entre as cultivares Catucai Amareloe2SL
MGS Catigua 3 sendo igual a 0,65625. A mesma distancia ocorreu entre as
cultivares Catucai 785-15 e MGS Catigua 3. Esse valor de dissimilaridade pode ser
devido aos genitores utilizados como fonte de resisténcia a ferrugem. Nas cultivares
Catucai, um dos geniws € 0 germoplasma Icatu. Em contraste, a cultivar MGS
Catigua 3, o genitor que forneceu alelos de resisténcia a ferrugem é o Hibrido de
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Timor UFV 440-10, contudo ambos tém no genoma genes oriundos da espécie
Coffea canephora
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Figura 2. Dendrograma baseado na andlise de marcadores microssatélites em 34
cultivares/progénies de€offea arabica obtido pela técnica UPGMA e com base na
matriz de dissimilaridade do complemento aritmético do indice ndo ponderado.

Foi realizada a anadlise déngerprinting das cultivares/progénies
avaliadas. Essa analise foi realizada de duas maneiras distintas. Determinou-se o
fingerprinting utilizando os dados obtidos a partir dolk dos individuos de uma
cultivar/progénie. Este tarém foi determinado por meio dos dados dos individuos
das cultivares/progénies.

Foram obtidos 31 perfis moleculares distintos (Tabela 3) por meio do
bulk dos dados dos individuos de uma cultivar/progénie. Um unico perfil molecular
foi obtido para as cultivares Catuai Vermelho IAC 144, Catuai Vermelho IAC 15 e a
progénie H 419-3-3-16-4-1. Dessa forma, assim como no dendrograma, essas
cultivares/progénie ndo foram discriminadas. O mesmo ocorreu para as cultivares
Catucai Amarelo 2SL e Catucaiam 24137. Os individuos de genoétipos homozigotos
11, 22 e 33, foram representados por 1, 2 e 3, respectivamente. Cada gendtipo

recebeu uma cor distinta.
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Tabela 3. Perfil molecular das cultivares/progénies obtidoshp#hodos dados dos
individuos das cultivares/progénies de café arabica.

Marcadores microssatélites

Cultivar/progénie EST-SSK SSK
01 02 23 25 29 30 31 32 35 46 61 62 74 77 16 95

1 Catuai VermelholAC144 2 '3 2 12 2 2 12 1 2 1 1 2 2 1 1 1
2 Catuai VermelholAC15 2 '3 2 /12 2 2 12 1 2 1 1 2 2 1 1 1
3 Bourbon AmareloUFV53s 2 2 2 12 2 2 /12 1 2 1 1 2 2 1 1 1
4 Catucai Amarelo 2SL 213 212 2 212 1 2 1 1 2 2 1 2 13
5 Catucaiam 24137 2.3 212 2 2 12 1 2 1 1 2 2 1 2 13
6 Catucaiam 2015479 2. 3 12 12 2 212 1 2 1 1 2 2 1 12 1
7 Catucai 7885 2 3 212 12 2 12 12 2 1 1 2 2 1 2 3
8 Catucai Vermelho20/15 2 '3 1 12 2 2 12 2 1 1 2 2 1 2 1
9 Sabia tardio 2.3 212 2 2 12 1 2 1 1 2 2 1 1 2
10 IBC-Palma-2 2 2 212 12 1 2 1 2 1 1 2 2 1 12 1
11 Acaud 12 1 2 12 2 1 12 3 2 1 1 2 2 1 2 12
12 Tupi Amarelo IAC5162 2 |8l 2 (12 2 2 (12 13 2 [12 1 2 2 1 12 1
13 Tupi IAC 166933 12 2 2 1 2 212 1 2 2 2 2 2 1 2 1
14 IAC 125 RN 2.3 2 1 2 212 3 2 2 2 2 2 1 2 1
15 Obata IAC 16620 2 2 212 2 2 12 1 2 1 1 2 2 1 2 1
16 Obatd Amarelo 4932 2 212 212 12 1 2 1 1 2 2 1 1 1
17 lapar 59 12 212 2 1 12 13 2 2 12 2 2 1 12 13
18 IPR 98 2 212 2 1 12 13 2 12 12 2 2 1 2 1
19 IPR 99 2 2 212 1 2 12 13 2 1 2 2 1 2 1
20 IPR 100 2.3 212 2 2 12 2 2 1 1 2 2 1 2 13
21 IPR 103 2.3 212 2 2 12 2 2 1 1 2 2 1 2 1
22 IPR 104 12 3 212 2 1 12 3 2 12 12 2 2 1 1 1
23 Oeiras MG 6851 2.3 212 2 12 12 1 2 1 1 2 2 1 12 3
24 Catigua MG1 2 13 2 /12 2 2 /12 13 12 12 12 12 2 12 1 1
25 Catigua MG2 213 212 2 212 3 12 12 2 1 1 12 2 1
26 MGS Catigua 3 2.3 212 2 2 12 3 1 1 1 1 1 2 12 1
27 Sacramento MG1 12 13 2 12 12 2 12 13 1 1 1 2 2 1 12 1
28 Araponga MG1 2 212 2 2 12 1 2 1 1 2 2 1 1 13
29 Pau Brasil MG1 2 212 2 12 12 13 12 12 12 2 2 1 12 1
30 Paraiso MG H 419-1 2.3 212 2 2 12 1 12 12 12 2 2 1 2 13
31 H419-3-3-716-4-1 2.3 212 2 212 1 2 1 1 2 2 1 1 1
32 H 41910-6-2-5-1 1 13 2 12 2 2 /12 13 1 12 12 12 12 12 2 1
33 H 41910-6-2-10-1 1 1 2 12 2 212 3 1 2 212 1 2 (12 1
34 H 41910-6-2-12-1 2 1 2 12 2 2 12 3 1 2 2 12 12 12 1 1

'EST =Expressed Sequence TatRSR =Simple Sequence Repeats

Foram obtidos também, os perfis moleculares das cultivares/progénies
através dos dados individuais dos genotipos que as constituem (Tabela 4). Nesse
caso, todse genotipos observados nos individuos de uma cultivar/progénie, em cada
marcador, foram anotadoObservousg em cada marcador, de um a trés gendétipos

por cultivar/progénie.
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Tabela 4. Perfil molecular das cultivares/progénies obtidos através dos dados individuais dos genétipos que asrsiitiranes/progénies de
café arabica.

Marcadores Microssatélites

e eSS =
001 002 023 025 029 030 031 032 035 046 061 062 074 077 16 95
Catuai Vermelho IAC 144 2 3 2 12 2 2 12 1 2 1 1 2 2 1 1 1
Catuai Vermelho IAC 15 2 3 2 12 2 2 12 1 2 1 1 12 2 1 1 1
Bourbon Amarelo UFV535 2 2 2 12 2 2 12 1 2 1 1 2 2 1 1 1
Catucai Amarelo 2SL 2 3 2 12 2 2 12 1 2 1 1 2 2 1 2 1 13 3
Catucaiam 24137 2 3 2 12 2 2 12 1 2 1 1 2 2 1 2 13 3
Catucaiam 2015479 2 3 12 12 2 2 12 1 2 1 1 2 2 1 1 2 1
Catucai 785L5 2 3 2 12 122 12 1 2 2 1 1 2 2 1 2 3
Catucal Vermelho 20/15 2 3 il 12 2 2 12 1 2 1 1 2 2 1 2 1
Sabia tardio 2 3 2 12 2 2 12 1 2 1 1 2 2 1 1 2
BC.Palma.? 2 2 2 12 121 2 1 2 1 1 2 2 1 12 1
Acaui 1 2 1 2 12 2 1 12 3 2 1 1 2 2 1 2 1 12 2
Tupi Amarelo IAC 5162 2 2 3 2 1 12 2 2 12 1 13 3 2 1 12 1 2 2 1 1 2 1
Tupi IAC 166933 1 2 2 2 1 2 2 12 1 2 2 2 2 2 1 2 1
IAC 125 RN 2 3 2 1 2 2 12 3 2 2 2 2 2 1 2 1
Obati IAC 16620 2 2 2 12 2 2 12 1 2 1 1 2 2 1 2 1
Obatd Amarelo 4932 2 13 3 2 12 2 1 12 12 1 2 1 1 2 2 1 1 1
lapar 59 12 2 2 23 2 12 2 1 12 13 3 2 2 12 2 2 2 1 1122 1 3

'EST =Expressed Sequence TAESR =Simple Sequence Repeats
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Tabela 4. Continuacgéao.

Marcadores Microssatélites

g;‘(’g";ﬁ’e ESTLSSR SSR
001 002 023 025 029 030 031 032 035 046 061 062 074 077 95
IPR 98 2 22332 12 2 1 12 1 3 2 1 122 1 122 2 2 1 2 1
IPR 99 2 2 2 12 1 2 12 1 3 2 1 1 2 2 1 2 1
IPR 100 2 3 2 12 2 2 12 2 2 1 1 2 2 1 2 1133
IPR 103 2 3 2 12 2 2 12 2 2 1 1 2 2 1 2 1
IPR 104 1 2 3 2 12 2 112 12 3 2 1 2 1 2 2 2 1 1 1
Oeiras MG 6851 2 3 2 12 2 1122 12 1 2 1 1 2 2 1 1 3
Catigua MG1 2 11332 12 2 2 12 1 133 1 122 1 12 1 122 1 122 2 1 12 1 1
Catigua MG2 2 3 2 12 2 2 12 3 1122 1 2 2 1 1 12 1 1
MGS Catigua 3 2 3 2 12 2 2 12 3 1 1 1 1 1 2 1 1
SacramentomMg1 1122 1 133 2 12 1 2 2 12 13 3 1 1 1 2 2 1 1 1
Araponga MG1 2 22332 12 2 2 12 1 2 1 1 2 2 1 1 113
Pau Brasil MG1 2 22332 12 2 1122 12 1 3 12 2 1 12 1 12 2 2 1 1 1
Paraiso MG H 419- 2 3 2 12 2 2 12 1 1 12 12 2 12 2 2 2 1 2 113
H 419-3-3-7164-1 2 3 2 12 2 2 12 1 2 1 1 2 2 1 1 1
H41910-6-2-5-1 1 11332 12 2 2 12 13 3 1 12 2 12 2 12 2 12 2 1 1221 1
H41910-6-2-101 1 1 2 12 2 2 12 3 1 2 2 1 12 1 2 1 1
H41910-6-2-12-1 2 1 2 12 2 2 12 3 1 2 2 1122 1 122 1 1221 1

'EST =Expressed Sequence TatRSR =Simple Sequence Repeats
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Como pode-se observar, algumas cultivares/progénies apresentam mais
de um genotipo por loco. Nesse caso, na construcdo do perfil molecular das
cultivares/progénies, todos os diferentes gendtipos apresentados por uma
cultivar/progénie podem ser considerado. Assim, por exemplo, a cultivar Acaud,
quando avaliada pelo marcador EST-SSR 001 apresentou individuos de gendtipos 1 e
2. Caso se tenha o interesse de saber se determinado individuo pertence atal cultiv
esse pode apresentar qualquer um dos dois genotipos citados e ainda assim pertencer
a cultivar Acaud. Como ja citadem C. arabicapodem ocorrer segregacao dentro
das cultivares. Assim, esse tipo de andlise, em que se avalia a segregacdo dentro de
cada cultivar/progénie é de suma importancia. Ao se construir o perfil molecular
baseado exclusivamente tmlk dos dados dos individuos, pode-se mascard os
diferentes genotipos que podem ocorrer.

Uma vez obtido, o perfil molecular Unico de uma cultivar facilitard a
distincdo de gendtipos aparentados e que apresentam caracteristicas fenotipicas
altamente semelhantes. Nesse sentidofingerprinting constitui-se em uma
ferramenta auxiliar aos descritores recomendados para a espécie, sendo
extremamente Util nos testes de distinguibilidade, homogeneidade e estabilidade,
exigidos no processo de registro e protecdo de determinada cultivar. O fato de
algumas cultivares néo terem sido discriminadas evidencia a necessidade de dar
continuidade ao trabalho incorporando outros marcadores moleculares polimorficos
na analise, o que permitiria caracterizar individualmente maior nimero de genétipos,

mesmo aqueles de base genética muito estreita.
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6. CONCLUSOES

1 - Apesar do cafeeiro arabica ser uma espécie autdgama foi constatado segregacéo
dentro de algumas cultivares, dificultando a discriminacéo das cultivares.

2 - Foram construidos dois perfis moleculares para as cultivares em estudo, um que
deve ser usado quando se pretende fazer fingerprinting de cultivares fazendo-se bulk
de sementes e outro quando se analisa plantas individualmente.

3 - As cultivares/progénie Catuai Vermelho IAC 144, Catuai Vermelho IAC 15 e H
419-3-3-7-16-4-1 apresentaram o mesmo perfil molecular. O mesmo ocorreu com as
cultivares Catucai Amarelo 2SL e Catucaiam 24137. Para essas cultivares, outros
marcadores, além dos estudados, devem ser investigados de forma a permitir

distingui-las.

36



REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

AGUIAR, A. T. E.; GUERREIRO-FILHO, O.; MALUF, M. P.; GALLO, P. B,

FAZUOLLI, L. C. Caracterizacdo de cultivaresCeffea arabicanediante utilizacéo

de descritores minimoBragantia [online]. 2004, vol.63, n.2, pp. 179-192. ISSN
1678-4499.

ANTHONY, F.; COMBES, M. C.; ASTORGA, C.; BERTRAND, B.; GRAZIOSI,
G.; LASHERMES, P. The origin of cultivate@offea arabical. varieties revealed
by AFLP and SSR markersheoretical and Applied Genetics 104:894-900, 2002.

ANTHONY, F.; BERTRAND,B.; QUIROS, O.; WILCHES, A.; LASHERMES, P.;
BERTHAUD, J.; Charrier, A. Genetic diversity of wild coff€@offea arabical.)
using molecular markerg&uphytica, 118:53-65, 2001.

BALDONI, L.; TOSTI, N.; RICCIOLINI, C.; BELAJ, A.; ARCIONI, S.;
PANNELLI, G., GERMANA. M. A.: MULAS, M.; PORCEDDU, A. Genetic
structure of wild and cultivated olives in the central Mediterranean basirals of

Botany, v.98, p.935-942, 2006.

BAYLE, D. C. Isozymic variation and plant breeders rights. In: S.D. Tanksley and
T.J. Orlon (eds.)lsozymes in Plant Genetics and Breedingpp.425-440. Elsevier,
Amsterdam, 1983.

BERTHAUD, J. Les resources génétique pour DP’amélioration des caféiers
africains diploides. Evaluation de larichesse génétigue des populations
sylvestres et de ses mécanismes organisateurs. Conséquences pour I’application.
1986. 379f. Tese (Doutorado em Agronomi@)RSTOM, Paris.

BETTENCOURT, A. J.Melhoramento genético do cafeeiro: transferéncia de
fatores de resisténcia aHemileia vastatrix Berk. & Br. para as principais
cultivares de Coffea arabica 1981. 93 f. Tese (Doutorade)Instituto Superior de
Agronomia da Universidade Técnica de Lisboa, Lisboa, 1981.

BETTENCOURT, A. J.; LOPES, J. Transferéncia de fatores de resisténcia a
Hemileia vastatrixdo Hibrido de Timor para o cultivar Caturra VermelhdCadfea
arabica In: CONGRESSO BRASILEIRO DE PESQUISAS CAFEEIRAS, 4., 1976,
CaxambuResumos..Rio de Janeiro: IBC, 1976. p. 287-294.

BETTENCOURT, A. J.; NORONHA-WAGNER, M. Genetic factors conditioning
resistance ofCoffea arabical. to Hemileia vastatrixBerk. & Br. Agronomia
Lusitana, v. 31, p. 285-292, 1971.

37



BETTENCOURT, A. J.; NORONHA-WAGNER, M.; LOPES, J. Factor genetic que
condidona a resisténcia do clone 1343/269 (“Hibrido de Timor”) a Hemileia
vastatrixBerk. & BR.Broteria Genética,v. 1, n. 76, p. 53-8, 1980.

BETTENCOURT, A. J.; RODRIGUES J. R., C. J. Principles and practice of coffee
breeding for resistance to rust and other diseases. In: CLARKE, R. J.; MACRAE, R.,
(Eds.)Coffee London: Elsevier Applied Science, 1988. v.4, p.199-234.

BEYENE, Y.; BOTHA, A. M.; MYBURG, A. A. A comparative study of molecular
and morphological methods of escribing genetic relationships in traditional thiopian
highland maizeAfrican Journal of Biotechnology.v. 4, n.7, p. 586-595, July 2005.

BONAMICO, N.; AIASSA, J.; IBANEZ, M.; DI RENZO, M.; DIAZ, D.;
SALERNO, J. Caracterizacion y clasificacion de hibridos simples de maiz con
marcadores SSRIA, Argentina, v.33, n.2, p.129-144. Agosto 2004.

BOREM, A.; MIRANDA, G. V. Melhoramento de plantas 5.ed. Vicosa: UFV,
2009. 529p.

BRASIL. Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento. Cultivarweb,

gerenciamento de informacdes. Disponivel em:

<http://extranet.agricultura.gov.br/php/snpc/cultivarweb/cultivares_registradas.php?t
xt_ordem=&postado=1&acao=pesquisar&first=C>. Acesso em: 02 jul. 2013a.

BRASIL. Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento. Cultivarweb,

gerenciamento de informacdes. Disponivel em:

<http://extranet.agricultura.gov.br/php/snpc/cultivarweb/cultivares_protegidas.php?a
cao=pesquisar&cs=1&postado=1&first=C>. Acesso em: 23 jul. 2013c.

BRASIL. Ministério da Agricultura, Pecuéaria e Abastecimento. Informagdes ao
Usuario. Disponivel em: <http://www.agricultura.gov.br/vegetal/registros-
autorizacoes/registro/registro-nacional-cultivares/informacoesusuarios>. Acesso em:
28 jun. 2013b.

BRASIL. Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento. Lei n. 10.7119.5 ag
2003. Decreto n. 5.153, 23 jul. 2004, Legislacao brasileira sobre sementes e mudas.
Brasilia, 2004. 121p.

BRASIL. Ministério da Agricultura, Pecuéria e AbastecimenRyotecdo de
Cultivares no Brasil. Brasilia: MAPA/ACS, p.202, 2011.

BRITO, G. G.; CAIXETA, E. T.; GALLINA, A. P.; MACIEL-ZAMBOLIM, E.;
ZAMBOLIM, L.; DIOLA, V.; LOUREIRO, M. E. Inheritance of coffee leaf rust

38



resistance and identification of AFLP markers linked to the resistance gene.
Euphytica, v. 173, p. 255-264, 2010.

CABRAL, P. G. C., ZAMBOLIM, E. M., ZAMBOLIM, L., LELIS, T. P,
CAPUCHO, A. S., CAIXETA, E. T. 2009. Identification of a new racddemileia
vastatrixin Brazil. Australasian Plant Disease Note4:129-130.

CAIXETA, E. T., FERRAO, L. F. V., MACIEL-ZAMBOLIM, E. (2012).
Marcadores Molecularesn: Borem, A.; Fristsche-Neto, R. (edsBiotecnologia
aplicada ao melhoramento de plantasUniversidade Federal de Vicosa, Vigosa,
MG.

CAIXETA, E. T.; OLIVEIRA, A. C. B.;’BRITO, G. G.; SAKIYAMA, N. S. Tipos
de marcadores moleculares. In: BOREM, A.; CAIXETA, E. T. (Eddgtcadores
moleculares.Vigosa, MG: DFT/UFV, 2009. p.11-93.

CAIXETA, E. T.; ZAMBOLIM, E. M.; SAKIYAMA, N. S.; PEREIRA, A. A;
ZAMBOLIM, L. Caracteristicas rastreaveis das cultivares de café. In: Zambolim, L.
(ed.).Rastreabilidade para a cadeia produtiva do café/icosa: UFV, DFP, cap. 9,

p. 248, 2007.

CAPUCHO, A. SHeranca e mapeamento de QTLs da resisténcia do Hibrido de
Timor a ferrugem do cafeeiro. 2008. Dissertacdo (Mestrado em Fitopatologia)
Universidade Federal de Vigosa, Vigosa, MG, 2008.

CAPUCHO, A. S., ZAMBOLIM, E. M., FREITAS, R. L., HADDAD, F.,
CAIXETA, E. T., ZAMBOLIM, L. 2012. Identification of race XXXIIl oHemileia

vastatrix on Coffea arabicaCatimor derivatives in BrazilAustralasian Plant

Disease Note§:1-3.

CAPUCHO, A. S, ZAMBOLIM, L.; ZAMBOLIM, E. M.; CAIXETA, E. T,
FRANCHINI, E. A.; PEREIRA, A.A. Avaliacdo da resisténcia de cultivares de café
a raca Il deHemileia vastatrixBerk. et Br. In Simpdésio de Pesquisa dos Cafés do
Brasil. Anais... Aguas de Linddia- SP, 2007.

CARDOSO, R. M. L, ZAMBOLIM L, CHAVES G. M. Ocorréncia no Brasil da raca
XVI de Hemileia vastatrixcoletada do germoplasma @effea arabicano Estado de
Minas GeraisFitopatol Bras 13:4:343-346, 1998.

CARVALHO, A. Distribuicdo geogréfica e classificacdo botanica do gé@eftea
com referéncia especial a espécie AralBmdetim da Superintendéncia dos
Servigcos do Café21:174-180, 1945.

39


http://www.sbicafe.ufv.br/browse?value=Capucho,%20Alexandre%20Sandri&type=author
http://www.sbicafe.ufv.br/browse?value=Franchini,%20Everton%20de%20Arruda&type=author
http://www.sbicafe.ufv.br/browse?value=Pereira,%20Ant%C3%B4nio%20Alves&type=author
http://www.sbicafe.ufv.br/handle/10820/4
http://www.sbicafe.ufv.br/handle/10820/4

CARVALHO, A. Novas variedades mais produtivAgricultura Hoje , Sdo Paulo,
v.6, n.68, p.32-34, 1981.

CARVALHO, A.; FAZUOLI, L. C.; COSTA, W. M. Melhoramento do cafeeiro:
XLI. Produtividade do Hibrido Timor, de seus derivados e outras fontes de
resisténcia &lemileia vastatrixBragantia, Campinas, v. 48, n. 1, p. 73-86, 1989.

CARVALHO, C. H. S. (2008).Cultivares de café: origem, caracteristicas e
recomendacfesOl. ed. EMBRAPA CAFE. Brasilia-DF 332 p.

CARVALHO, C. H. S. DE; FAZUOLI, L. C.; CARVALHO, G. R.; GUERREIRO-
FILHO, O.; PEREIRA, A. A.; ALMEIDA, S. R. deet al. Cultivares de café arabica
de porte baixo. In: Carvalho, C.. . de.(Ed.). Cultivares de café: Origem,
caracteristicas e recomendacfeBrasilia: Embrapa Café, p. 157-224, 2008.

CHARAFI. J.; EL MEZIANE. A.; MOUKHLI. A.; BOULOUHA. B.; EL
MODAFAR. C.; KHADARI. B. Menara gardens: a Moroccan olive germplasm
collection identified by SSR locusbased genetic stu@gnetic Resource Crop
Evolution, v.55, p.893-900, 2008.

COMBES, M. C.; ANDRZEJEWSKI, S.; ANTHONY, F.; BERTRAND, B.;
ROVELLI, P.; GRAZIOSI, G.; LASHERMES, P. Characterization of microsatellites
locos in Coffea arabicaand related coffee specidglolecular Ecology, 9:1171-
1193, 2000.

CONAB 2013. Acompanhamento da safra brasileir@afra 2013. Disponivel em:
<http://www.conab.gov.br>. Acesso em: 04 abril 2013.

CRESTE, S.; TULMANN NETO, A.; SILVA, S. O.; FIGUEIRA, A. Genetic
characterization of banana cultivafglusa spp.) from Brazil using microsatellite
markers Euphytica, n. 132, p. 259-268, 2003.

CRUZ, C. D. GENES - a software package for analysis in experimental statistics and
guantitative genetic#cta Scientiarum. v.35, n.3, p.271-276, 2013.

CUBRY, P. Structuration de la diversité génétique et analyse des patrons de
déséquilibre de liaison de I’espéce Coffea canephoraPierre ex. Froehner.2009.
249f. Tese (Doutorado em Agronomia) - Université Montpellier II, Montpellier.
20009.

DAVIS, A. P.,, GOVAERTS, R., BRIDSON, D. M., STOFFELEN, P. An annotated
taxonomic conspectus of the genbeffea (Rubiaceae)Botanical Journal of the
Linnean Society152, 465-512, 2006.

40



DINIZ, L. E. C.; SAKIYAMA, N. S.; LASHERMES, P.; CAIXETA, E. T,
OLIVEIRA, A. C. B.; MACIEL-ZAMBOLIM, E.; LOUREIRO, M. E.; PEREIRA,
A. A.; AMBOLIM, L. Analysis of AFLP markers associated to fiex-1resistance
locus in Icatu progenie€rop Breeding and Applied Biotechnology 5:387-393,
2005.

DIOLA, V. BRITO, G. G.; CAIXETA, E. T.; ZAMBOLIM, E. M.; SAKIYAMA, N.
S.; LOUREIRO, M. E. High-density genetic mapping for coffee leaf rust aesist
Tree Genetics & Genomes7:1-10, 2011.

DUSSERT, S.; LASHERMES, P.; ANTHONY, F.; MONTAGNON, C,;
TROUSLOT, P.; COMBES, M. C.; BERTHAUD, J.; NOIROT, M.; HAMON, S. Le
caféier, Coffea canephoraln: Hamon P, Seguin M, Perrier X, Glaszmann JC.
Diversité génétique des plantes tropicales cultivéeslontpellier: CIRAD, p.175-
194, 1999.

FERREIRA, M. E.; GRATTAPLAGLIA, D.Introducdo ao uso de marcadores
moleculares em andlises genética8. ed. Brasilia, DF: EMBRAPACERNAGEN,
1998. 220 p.

FONSECA, I. C. B., SERA, T., PETEK, M. R. Predicdo de valores genéticos
aditivos na elecdo visando obter cultivares de café mais resistentes a ferrugem.
Bragantia, Campinas, v.67, n.1, p.133-140, 2008.

GARCIA, A. F.; ALBERINI, J. L.; ZUCCHI, M. I.; SOUZA, A. P. de. Microsatellite
molecular markers in the cultivar identification of Brazilian soybean for human
consumptionCrop Breeding and Applied Biotechnologyy.7, p.155164, 2007.

GHISLAIN, M.; SPOONER, D. M.; RODRIGUEZ, F.; VILLAMON, F.; NUNEZ,

J.; VASQUEZ, C.; WAUGH, R.; BONIERBALE, M. Selection of highly
informative and user-friendly microsatellites (SSRs) for genotyping of cultivated
potato.Theoretical and Applied Geneticsv.108, p.881-890, 2004.

GICHURU, E. K., ITHIRU, J. M., SILVA, M. C., PEREIRA, A. P., VARZEA, V.
M. P. Additional physiological races of coffee leaf rusterhileia vastatrix)
identified in KenyaTropical Plant Pathology 37:424-427, 2012.

GUERREIRO-FILHO, O., MOURA, W. M, FAZUOLI, L. C., EIRA, MT. S.
Cafeeiro: nova espécie vegetal passivel de protecdo no Brasjrondmico, v.53,
n.2, p.38-39, 2001.

HOKANSON, S. C.; SZEWC-MCFADDEN, W. F.; LAMBOY, M. J. R.
Microsatellite (SSR) markers reveal genetic identities, genetic diversity and

41



relationships in aMalus domesticaborkh. core subset collectioifheor. Appl.
Genet 97:671-683, 1998.

KRUG, C. A. Plano de Estudos em execucdo no Departamento de Genética do
instituto Agrondmico de Campinas. Campinas: Instituto Agronémico, 1936. 39p.
(Boletim Técnico n. 26)

KY, C-L.; BARRE, P.; LORIEUX, M.; TROUSLOT, P.; AKAFFOU, S.; LOUARN,
J.; CHARRIER, A.; HAMON, S.; NOIROT, M. Interspecific genetic linkage map,
segregation distortion and genetic conversion in cofiedféasp.). Theoretical and
Applied Genetics 101:669676, 2000.

LASHERMES, P.; ANDRZEJEWSKI, S.; BERTRAND, Bt al. Molecular analysis
of introgressive breeding in coffee (Coffea arabica Theor. Appl. Genet, v.100,
p.139-146, 2000.

LASHERMES, P.; CROS, J.; MARMEY, P.; CHARRIER, A. Use of random
amplified DNA markers to analyze genetic variability and relationship€aifea
speciesGenetic Resources and Crop Evolution40:91-93, 1993.

LASHERMES, P, TROUSLOT, P, ANTHONY, F, COMBES, M.C.; A.
CHARRIER. Genetic diversity for RAPD markers between cultivated and wild
accessions dCoffea arabicaEuphytica, 87: 59-64, 1996.

LOMBARD, V.; BARI, C. P.; DUBREUIL, P.; BLOUET, F.; ZHANG, [Potential

use of AFLP markers for the distinction of rapeseed cultivars.In: XX
INTERNATIONAL RAPESEED CONGRESS, Canberra, Australia, 1999.
Disponivel em: <http://www.regional.org.au/au/gcirc/4/587.htm>. Acessado em: 09
abril 2013.

LOPES, R.et al. Marcadores Moleculares Dominantes (RAPD e AFLP): Aspectos
Técnicos e Interpretacdo GenétiBatecnologia Ciéncia e Desenvolvimentw.29,
p.5, 2002.

MAHE, L., COMBES, M. C.; VARZEA, V. M. P.; GUILHAUMON, C.;
LASHERMES, P. Development of sequence characterized DNA markers linked to
leaf rust Hemileia vastatrix resistance in coffeeCpffea arabical.). Molecular
Breeding, 21:105-113, 2008.

MALAVOLTA, E., RENA, A. B., ROCHA, M., YAMADA, T. Cultura do Cafeeiro
— fatores que afetam a produtividade. Piracicaba SP. 1986.

42



MALUF, M. P.; OLIVEIRO, G. F.; FAZUOLI, L. E. Biotecnologia: aporte
tecnoldgico ao melhoramento do cafeeiro no I18CAgrondmico, Campinas, v. 53,
n. 2, 2001.

MALUF, M. P.; SILVESTRINI, M.; RUGGIERO, LM. C.; GUERREIRO-FILHO,
O.; COLOMBO, C. A. Genetic diversity of cultivatétbffeainbred lines assessed
by RAPD, AFLP and SSR marker syster@sientia Agricola, 62:366-373, 2005.

MATA, J. S. da; SERA, T.; AZEVEDO, J. A.; ALTEIA, M. Z.; COLOMBO, L. A;;
SANCHES, R. S.; PETEK, M. R.; FADELLI, S. Selecdo para resisténcia ao
nematoideMeloidogyne paranaensdsMN-95001: ITAPARLN 94066 de “Catuai x

Icatu” em 4rea altamente infestada. In: SIMPOSIO DE PESQUISA DOS CAFES

DO BRASIL, 1, 2000, Pocos de Caldas. Resumos expandidos. Brasilia: EMBRAPA,
2000. p. 515-518.

MATHIAS, M. R.; SAGRADO, B. D.; KALAZICH, J. B. Use of SSR markers to
identify potato germplasm in INIA Chile breeding prograhgricultura Técnica,
v.67, p.3-15, 2007.

MATIELLO, J. B., SANTINATO, R., GARCIA, A, W. R., ALMEIDA, S. R,,
FERNANDES, D. RCultura do café no Brasit novo manual de recomendacdes.
Rio de Janeiro: MAPA, 2002, 387p.

MAYNE, W. W. Annual report of the coffee scientific officer [S.l.]: Mysore
Coffee Experimental Station, 1936. 21 p. (Bulletin 14).

MCGREGOR, C.E.; LAMBERT, C.A.; GREYLING, M.M.; LOUW, J.H,;
WARNICH, L. A comparative assessment of DNfngerprinting techniques
(RAPD, ISSR, AFLP and SSR) in tetraploid potato (Solanum tuberosum L.)
germplasmEuphytica, v.113, p.135-144, 2000.

MENDES, A.N. G.; CARVALHO, G. R.; BOTELHO, C. E.; FAZUOLI, L. C;
SILVAROLLA, M. B. Histéria das primeiras cultivares de café planadas no Brasil.
In. CARVALHO, C. H. S. (Orgs.).Cultivares de café: Origem, caracteristicas e
recomendag0des. Brasilia: Embrapa Café, 2008, v.1, p 57-64.

MILLACH, S. C. K. Marcadores de DNA.Aplicagcdes no melhoramento de plantas.
1998. Disponivel em:
<http://www.biotecnologia.com.br/revista/bioO5/marcadoresdna.pdf>. Acesso: 04
abril 2013.

MILLACH. Sandra. Marcadores moleculares nos recursos genéticos e no
melhoramento de plantagn: QUEIROZ, M. A. de; GOEDERT, C. O.; RAMOS, S.
R. R. (Ed.)Recursos Genéticos e Melhoramento de Plantas para o Nordeste

43



Brasileiro. (on line). Versédo 1.0. Petrolina-PE: Embrapa Semi-Arido/Brasilia-DF:
Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia, nov, 1999. Disponivel em:
<http://www.cpatsa.embrapa.br/catalogo/livrorg/marcadormolecular.pdf>. Acessado
08 abril 2013.

MOISAN-THIERY, M.; MARHADOUR, S.; KERLAN, M. C.; DESSENNE, N.;
PERRAMANT, M.; GOKELALRE, T.; LE HINGRAT, Y. Potato -cultivar
identification using simple sequence repeats markers ($Jto Researchv.48,
p.191-200, 2005.

MUZZALUPO, |.; STEFANIZZI, F.; PERRI, E. Evaluation of olives cultivated in
Southern Italy by SSR MarkendortScience.v.44, p.582-588, 2009.

NARVAEZ, C. H.; CASTRO, MH. P.; VALENZUELA, J. B.; HINRICHSEN, P.

R. Patrones genéticos de los cultivares de vides de vinificacion mas comunmente
usados en Chile basados en marcadores de microsatéligesultura Técnica,

Chile, v.61, n.3, p.249-261, julho / setembro, 2001.

NEBESNY, E.; BUDRYN, G. Evaluation of sensory attributes of coffee brews from
robusta coffee roasted under different conditioksiropean Food Research
Technology, Berlin, v. 224, n. 2, p. 159-165, 2006.

NIZIO, D. A. de C.et al.Caracterizacdo de gendtipos de tomateiro resistentes a
begomovirus por marcador molecular co-dominante ligado ao TgehdPesq.
agropec. bras.[online]. 2008, vol.43, n.12, pp. 1699-1705. ISSN 0100-204X.

NOIR, S; ANTHONY, F; BERTRAND, B; COMBES, M.-C.; LASHERMES, P.
Identification of a major gene (Mex-1) fro@offea caneforaonferring resistance to
Meloidogyne exigua Coffea arabicaPlant Pathology, 52:97-103, 2003.

NORERO, N.; MALLEVILLE, J.; HUARTE, M.; FEINGOLD, S. Cost effi cient
potato (Solanum tuberosum L.) cultivar identification by microsatellite amplification.
Potato Researchv.45, p.131-138, 2002.

NORONHA-WAGNER, M.; BETTENCOURT, A. J. Genetic study of the resistance
of Coffeasp to leaf rust 1. Identification and behavior of four factors conditioning
disease reation i€offea arabicato twelve physiologic races ¢femileia vastatrix
Canadian Journal of Botany, v. 45, p. 2021-31, 1967.

OLIVEIRA, A. C. B.; SAKIYAMA, N. S.; CAIXETA, E. T.; MACIEL-
ZAMBOLIM, E.; RUFINO, R.J.N.; ZAMBOLIM, L. Partial map ofCoffea arabica
L. and recovery of the recurrent parent in backcross progediep.Breeding and
Applied Biotechnology, 7:196-203, 2007.

44



PADILHA, L.; GUIMARAES, C. T.; VIEIRA, M. G. G. C.; CRESTE, IR. P.;
PARENTONI, S. N.; PACHECO, CA. P.; SANTOS, M. X.; GAMA, EE. G,;
PAIVA, E. Microssatélites fluorescentes na diferenciagédo de linhagens de milho. In:
XXIV Congresso Nacional de Milho e Sorgenais... Florianopolis- SC, 2002, p-1-

5.

PEREIRA, A. A.Herancga da resisténcia aHemileia vastatrixBerk. et Br. em
cafeeiros derivados do Hibrido de Timor.1995. 66 f. Tese (Doutorado em
Fitopatologia)- Universidade Federal de Vigosa, Vigosa, MG, 1995.

PEREIRA, A A.; CARVALHO, G. R; MOURA, W. M.; BOTELHO, E C,
REZENDE, JC.; OLIVEIRA, A. C. B. DE; SILVA, F. L. Cultivares: Origem e suas
Caracteristicas. In: Reis, R.; Cunha, RL. (Eds.). Café ardbica do plantio a
colheita. Lavras: EPAMIG, p. 167-221, 2010.

PRAKASH, N. S.; COMBES, M.; DUSSERT, S.; NAVEEN, S.; PHILIPPE
LASHERMES, L. Analysis of genetic diversity in Indian robusta coffee genepool
(Coffea canephofain comparison with a representative core collection using SSRs
and AFLPsGenetic Resources and Crop Evolution52:333-343, 2005.

PRAKASH, N. S.; MARQUES, D. V.; VARZEA, V.M. P.; SILVA, M. C,
COMBES, M. C.; LASHERMES, P. Introgression molecular analysis of a leaf rust
resistance gene fronCoffea libericainto Coffea arabical. Theoretical and
Applied Genetic§109:13111317, 2004.

PRIOLLI, R. H. G.; MENDES-JUNIOR, C. T.; ARANTES, N. E.; CONTEL, E. P.
B. Characterization of Brazilian soybean cultivars using microsatellite markers.
Genetics and Molecular Biologyv.25, n.2, p.185-193, 2002.

PRITESH, P.; VISHAL, P.; OZA, V.; CHAUHAN, A. D.; PATEL, K. B;
KATHIRIA, S. R. B. Genetic Diversity and DNA Fingerprint Study of Tomato
Discerned by SSR Markensit. J. Biotechnol, Biochem 6(5):657-666, 2010.

RAJPUT, S. G.; WABLE, K. J.; SHARMA, K. M.; KUBDE, P. D.; MULAY, S. A.
Reproducibility testing of RAPD and SSR markers in TomAfo. J. Biotechnol
5(2):108-112, 2006.

REID, A.; KERR, E. M. A rapid simple sequence repeat (SBR&)d identification
method for potato cultivarsPlant Genetic Resources: Characterization and
Utilization, v.5, p.7-13, 2007.

REIS, P. R.; CUNHA, R. L. da. (EdLQafé arabica do plantio a colheitalLavras,
MG. EPAMIG. v.1, 2010. 896p.

45



REKIK, I.; SALIMONTI, A.; GRATI KAMOUN, N.; MUZZALUPO, |.; PERRI, E;
REBAI, A. Characterisation and identification of Tunisian olive tree varieties by
microsatellite markergdortScience v.43, p.1371-1376, 2008.

RIBEIRO, C. A. G.; TANURE, J. P. M.; MACIEL, T. E. F.; BARROS, E. G. de.
Molecular characterization of soybean cultivars by microsatellite markers with
universal tail sequencPesq. agropec. brasv.48, p.270-279, 2013.

RIJO, L. Observacdes cariologicas no cafeeiro Hibrido do TiRmtugaliae Acta
Bioldgica, v. 13, p. 157-168, 1974.

SAKIYAMA, N. S.; PEREIRA, A. A,;; MOURA, W. M., ZAMBOLIM, L.
Melhoramento do café arabica. In: Borém, A. (etMelhoramento de espécies
cultivadas. Vigosa, Universidade Federal de Vigosa. p. 203-223, 2005.

SAMPAIO, M. J. A. Propriedade intelectual de plantas: a nova Lei de Protecao de
Cultivares e suas decorréncias imediatas: BOREM, A. et al (Ed.).
Biosseguranca, protecdo de cultivares, acesso aos recursos genéticos e
propriedade industrial na agropecuaria.Vicosa: Editora UFV, 1998. p. 145-158.

SERA, T. Coffee genetic breeding at lapa&rop Breeding and Applied
Biotechnology, Londrina, v.1, n.2, p.179-200. 2001.

SETOTAW, T. A.; CAIXETA, E. T.; PEREIRA, A. A.; OLIVEIRA, A. C. B,;
CRUZ, C. D. ZAMBOLIM, E. M.; ZAMBOLIM, L.; SAKIYAMA, N. S. Coefficient

of Parentage iiCoffea arabical. Cultivars Grown in BrazilCrop Sci. 53:12371247

(2013).

SILVA, L. C.; SAKIYAMA, N. S.; OLIVEIRA, A. C. B. de. Avaliacdo da
variabilidade genética entre acessos de café e identificacdo de linhagens melhoradas.
Trabalho apresentado no Simpoésio de Pesquisa dos Cafés do Brasil (2. : 2001 :
Vitéria, ES).Resumos Brasilia, D.F.: Embrapa Café, 2001. 181p.:il. Disponivel em:
<http://www.sbicafe.ufv.br/bitstream/handle/10820/715/155585 Art037f.pdf?sequen
ce=1>. Acessado 08 abril 2013.

SILVESTRINI, M.; MALUF, M. P.; SILVAROLLA, M. B.; GUERREIRO-FILHO,
O.; MEDINA-FILHO, H. P.; VANINI, M. M. T.; OLIVEIRA, A. S.; GASPARI-
PEZZOPANE, C.; FAZUOLI, L. C.Genetic diversity of @offea germplasm
collection assessed by RAPD markeBenetic Resources and Crop Evolution
55:901-910, 2008.

SMULDERS, M. J. M.; BREDEMEIJER, G.; RUS-KORTEKAAS W.; AREN P.
Use of short microsatellites from database sequences to generate polymorphisms

46



among Lycopersicon esculentum cultivars and accessions of other Lycopersicon
speciesTheor. Appl. Genet 97:264-272, 1997.

SONDAHL, M. R.; LAURITIS, J. A. Coffee. In: Hammerschlag, F. A. and LRz,
E. (eds.). Biotechnology of perennial fruit crops. Cambridge, UK. C.A.B.
International. p.401-420, 1992.

STAUB, J. E.; GABERT, A. WEHNER, T. C. Plant variety protection: A
consideration of genetic relationshiplort Science v.31, n.7, p. 1086-1091,
dezembro de 1996.

TEIXEIRA, T. A.; SAKIYAMA, N. S.; ZAMBOLIM, L.; PEREIRA, A. A;
SAKIYAMA, C. C. H. Caracterizacao de acessoddfeapor marcadores RAPD.
Anais do 11l SIBAC, 1999 Londrina, Brasil. pp. 177-180.

UDE, G.; PILLAY, M.; NWAKANMA, D.; TENKOUANO, A. Analysis of genetic
diversity and sectional relationships in Musa using AFLP marKersor Appl
Genet n.104, p.12391245, 2002.

VARZEA, V. M. P., MARQUES, D. V. Population variability éfemileia vastatrix
vs. Coffee durable resistance. In: ZAMBOLIM, L., ZAMBOLIM, E. M., VARZEA,
V.M.P. (Eds).Durable resistance to coffee leaf rusWigosa, UFV, p.53-74, 2005.

VASCONCELOS NETO, M. Oet al Lei de protecéo de cultivarda: BOREM, A.
(Ed.). Melhoramento de espécies cultivadas/icosa, Editora UFV, 1999. p. 769-
798.

VIEIRA, E., S. N.; VON PINHO, E. V. DE R.; CARVALHO, M. G. G,
ESSELINK, D. G. Development of microsatellite for identifying Brazili@offea
arabica varieties.Genetics and Molecular Biology Ribeirdo Preto, v. 33, n. 3, p.
507-514, June 2010.

ZAMBOLIM, L., MACIEL-ZAMBOLIM, E., VALE, F. X. R., PEREIRA, A. A,
SAKIYAMA, N. S., CAIXETA, E. T. Physiological races d¢iemileia vastatrixin
Brazil: physiological variability, current situation and future prospects. In:
ZAMBOLIM, L., ZAMBOLIM, E. M., VARZEA, V.M.P. (Eds). Durable
resistance to coffee leaf rustvicosa, UFV, p.75-98, 2005.

47



