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RESUMO

ALMEIDA, Dénia Pires de, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, julho de. 2015
Desenvolvimento e utilizacdo de marcadores moleculares para selecédo de cafeeiros
resistentes a ferrugem Orientadora: Eveline Teixeira Caixeta. Coorientadores:
Antonio Carlos Baido de Oliveira e Cosme Damido Cruz.

A ferrugem alaranjada causada pelo fungo biotréfico Hemileia vastatrix &esk. &
considerada em todo o mundo uma séria doenca do cafeeiro que tem causado varios
prejuizos para a cafeicultura. O uso de fungicidas é o método mais empregado para o
controle da doenca, porém sua aplicacdo deve ser feita de forma racional, para nao
inviabilizar a cultura e agredir o meio ambiente. Na busca por cultivares resistentes, ja
foram identificados nove genes dominantes de resiténcia a H.vastatrix presentes em
cafeeiros de diferentes espécies. Uma potencial estratégia para introgredir esses genes
de resisténcia no cafeeiro é o uso de marcadores moleculares. Logo, objetivou-se com
esse trabalho, converter marcadores Adligados a locos de resisténcia do cafeeiro a
raca |, Il e ao patétipo 001 de H. vastatrix em marcador SCAR (Sequence
Characterized Amplified Regidre avaliar a eficiéncia do uso desses marcadooes

um microssatélite previamente identificado na Selecdo Assistida por Marcadores
(SAM). Para isso, quatro combinagfes de primers AFLPs ligados a resisténcia do
cafeeiro a raca I, Il e ao patétipo 001 de H. vastatrix foram clonados e sequenciados. Os
marcadores SCAR desenvolvidos foram denominados deFSEA posteriormente,
validados nos genitores resistente Hibrido de Timor UFV 443-03; genitor suscetivel
Catuai AmarelolAC 64 (UFV 2148-57)e em 247 individuos da populacdo He
mapeamento. ©dados foram codificados e analisados no programa GQMOL. Com as
sequéncias dos SCARs foi feita uma busca local no banco de dados do genoma de
referéncia de Coffea canephora utilizando a ferramenta BLAST, e-value de -27. A fim
de identificar quais genes estdo envolvidos nas regides dos cromossomos onde 0s
SCARs apresentaram maior similaridade, foi realizada uma busca local utilizando a
ferramenta Gbrowse, e-value de -10. Para a realizacdo da SAM foram genotipados o
marcador SCAF2 validado e um marcador microssatélite SSR16 em individuos das
populacdes fe de retrocruzamentos suscetivéla realizacdo da fenotipagem dos 16
discos de folhas de 1,5 cm de didmetro de cada planta dos genitores, da gexdgdo F
retrocruzamentos foram inoculados com ureddsporos da raga Il. Apés as inoculagdes, 0s
discos foram colocados sobre uma tela de nylon e espuma, saturada com agua e

acondicionados no interior de um gerbox. Os gerbox contendo os discos de folhas,
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foram fechados e mantidos na auséncia de luz durante 48 horas, a 22°C e, em seguida,
transferidos para uma camara sob condi¢cbes controladas de temperatura de 22°C e 12
horas de luz. No momento em que os discos inoculados do genitor suscetivel Catuai
Amarelo IAC 64 (UFV 2148-5yiniciou a esporulacdo, em torno dos 25 dias apés a
inoculacéo (dpi), foi iniciada a avaliacdo de resisténcia/suscetibilidade. Na validacao
dos marcadores SCARs apenas o marcador SCAF2 apresentou polimorfismo entre os
cafeeiros resistentes e suscetiveis, se comportando como marcador dominante em
repulsdo. Os outros marcadores SCARs desenvolvidos ndo apresentaram polimorfismo
entre os cafeeiros quando os fragmentos foram analisados em gel de agarose. Logo,
somente o marcador SCAF2 foi validado mantendo o mesmo ordenamento no grupo de
ligacdo 2 (GL2) do mapa genético de ligacdo, ficando ligado a 0 cM do AFLP que lhe
deu origem. Na busca local no genoma de C. canephora enceatroaior
similaridade dos marcadores SCAF1, SCAF2 com o cromossomo 0, chamado de
ChrUn, e maior similaridade dos marcadores SCAB&4&F4 com o cromossomo 10.

Na identificacdo dos genes, os marcadores SCAF1 e SCAF2 pertencentes ao GL2 do
mapa genético apreserdgia similaridade com alguns genes que codificam proteinas
relacionadas a resisténcia a patégenos. Na SAM, foi verificado que o uso dos
marcadores moleculares permitiu selecionar individuos homozigotos dominantes para
um dos locos e para os dois locos, sendo mais eficiente que a fenotipagem. Logo, com o
desenvolvimento de marcadores SCAR e SSR16 intimamente ligados aos locos de
resisténcia a ferrugem do cafeeiro e seu uso na SAM possibilitaram um avanco nos
programas de melhoramento com a selecdo precoce de individuos e também uma

posterior clonagem posicional de genes ligados a resisténcia a essa doenca.



ABSTRACT

ALMEIDA, Dénia Pires de, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, July, 2015.
Development and use of molecular markers for the selection of coffee rust
resistance Advisor: Eveline Teixeira Caixeta. Co-advisofstonio Carlos Baido de
Oliveira and Cosme Damiao Cruz.

Coffee leaf rust (CLR) caused by the biotrophic fungus Hemileia vastatrix (L.) Berk. &
Broome is widely considered as a serious disease causing various damages to coffee
production. The use of fungicides is the employed control method, though their
application should be made in a rational manner to avoid hampering the culture and the
environment. In search for resistant cultivars, nine dominant resistant genes to H.
vastatrix have been identified in different coffee species. One potential strategy for the
introgression of these resistance genes is the use of molecular markers. Therefore, the
objective of this work was to convert AFLP markers linked coffee loci resistant to race

I, I and pathotype 001 of H. vastatrix in SCAR (Sequence Characterized Amplified
Region) marker and evaluate the efficiency of these markers and a microsatellite marker
previously identified in Marker Assisted selection (MAS). For this purpose, four primer
combinations of AFLPs linked to resistant genes to race |, Il and pathotype 001 of H.
vastatrix were cloned and sequenced. Developed SCAR markers were named SCA
and later validated in the resistant parent Hibrido de Timor (UFV 443-03); susceptible
parent Catuai Amarelo IAC 64 (UFV 2148-57) and 247 individuals of thadpping
population. Data were coded and analyzed in GQMOL software. With the sequences of
the SCAR, a local search was made in the reference genome of C. canephora database
using the BLAST tool with e-value of 0 In order to identify genes in the regions of

the chromosome where the SCAR showed greatest similarity, a local search was
performed using the tool GBrowse with*@&-vaue. To perform the MAS, validated
SCAF2 and microsatellite SSR16 markers were analysed in individuadpopiation

and susceptible backcrossing. As part of phenotyping, 16 leaf discs of each parent plant,
and the & backcross generation were inoculated with race Il uredospores. After
inoculation, the discs were placed on a germination box with a nylon mesh and foam,
saturated with water. The germination boxes containing the leaf discs were sealed and
kept in the dark for 48 hours at 22 °C and then transferred into a chamber under 22 ° C
and 12 hours of photoperiod. The susceptible parent Catuai Amarelo IAC 64 (UFV
2148-57) sporulation started around 25 days after inoculation (dpi), from there began

the evaulation of individual from other pouplatioirs the validation of SCAR marker,
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only SCAF2 marker showed polymorphism between the resistant and susceptible
coffee, behaving as a dominant marker in repulsion. The other developed SCAR
markers did not show polymorphism between coffee varieties when the fragments were
analyzed on agarose gel. Yet, only the marker SCAF2 was validated keeping the same
order in the Linkage Group 2 (GL2) of the genetic linkage map, being linked at 0 cM of
AFLP from which it was developed. The local search in the C. canephora genome
found greater similarity of SCAF1 and SCAF2 markers to chromosome O, called
ChrUn, and greater similarity of SCAF3 and SCAF4 markers to chromosome 10. In
identifying genes, SCAF1 and SCAF2 markers belong to GL2 genetic map with some
similarity to genes encoding proteins related to resistance to pathogens. In the MAS, it
was found that the use of molecular markers allowing the selection of homozygous
dominant for one of the loci for the two loci, being more efficient than phenotyping.
Therefore, with the development of SCAR and SSR16 markers closely linked to coffee
rust resistance loci and their use in the MAS enabled an advance in breeding programs
with early selection of individuals and also a subsequent positional cloning of genes

linked to resistance to this disease.
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1. Introducéo

Existem atualmente mais de 100 espécies de café descritas, sendo a de maior
importancia econdmica em todo o mundo, a Coffea arabic&ska espécie é
tetrapléide, predominantemente autégama, enquanto as demais espécies sao diploides,
autoincompativeis e alégamas (FAZUOLI, 2006).

Dentre as doencas que acometem o cafeeiro, em especial C. arabica, a ferrugem
(Hemileia vastatrix Berk. & Br.) é a principal delas e tem causado grandes prejuizos e
todas as regifes cafeeiras. O uso de fungicidas € o método mais empregado para o
controle da doenca, porém, sua aplicacdo deve ser feita de forma racional para nao
inviabilizar a cultura e agredir o meio ambie(@AMBOLIM & VALE , 1999. Assim,

0 uso de cultivares resistentes tem se mostrado o método mais indicado para o controle
da doencga.

Na busca por cultivares resistentes, ja foram identificadas algumas fontes de
resisténcia para a ferrugem. Nessas fontes, foram caracterizados, até o momento, pelo
menos nove genes dominantes presentes em plantas de café de diferentes espécies
(NORONHA-WAGNER & BETTENCOURT, 1967; BETTENCOURT &NORONHA-
WAGNER, 1971; BETTENCOURT & RODRIGUES JUNIOR, 1988). Os gengk S
SH2, Si4 e $5 foram encontrados em C. arabica, 66,557, S48 e $9 em C.
canephora e8 em C. liberica. Além desses, foram detectados, pelo menos, mais dois
genes de resisténcia ainda ndo caracterizados, que, isoladamente ou associados aos
genes §1 a $9, condicionam resisténcia a mais de 45 racas fisiologicas de ferrugem
(VARZEA & MARQUES et al., 2005).

Nos programas de melhoramento, o que se busca € introgredir esses genes de
resisténcia em cafeeiro que possui outras caracteristicas de interesse agronémico, como
alta produtividade, vigor, uniformidade de maturacéo, resisténcia a outras doencas e
pragas e qualidade de grdo e de bebida. A transferéncia de alelos de resisténcia para o
cafeeiro pode ser facilitada pelo uso de marcadores moleculares que estdo localizados
proximos aos genes de resisténcia. O mapeamento genético consiste em uma das
estratégias mais eficazes para a realizacdo de estudos avancados de genética, permitindc
o entendimento da heranca, a identificacdo e o isolamento de genes ou locos de
interesse (ROOSE et al., 2000; EIBACH et al., 2015; YUAN et al., 2015).

Diferentes mapas genéticos estdo sendo construidos para as distintas espécies de

cafeeiros. Para C. canephora, ja existe mapa genético saturado (DENOEUD et al.,
1



2014), enquanto para C. arabica, ainda ndo foi desenvolvido um mapa genético
completo, pois o baixo polimorfismo e a natureza polipldide dessa espécie tém
dificultado a obtencé&o de mapas saturados (PESTANA et al., 2015). No entanto, devido
a sua grande importancia econémica, varios grupos tém buscado desenvolver mapas
genéticos para essa espécie, obtendo-se varios mapas parciais usando diferentes tipos de
marcadores moleculares (PEARL et al., 2004; TEIXEIRA-CABRAL et al., 2004;
PRAKASH et al. 2004; OLIVEIRA et al., 200PRIOLLI et al., 2008; ROMERO et al.,

2014; PESTANA et al., 2015). Esses mapas genéticos fornecem informacdes
importantes sobre o0 genoma do cafeeiro e a organizacdo dos Cromossomos.
Particularmente, eles sdo Uteis para a identificagcdo de marcadores moleculares ligados a
genes de interesse econOmico e que podem ser usados na Selecdo Assistida por
Marcadores (SAM).

A maioria dos mapas genéticos desenvolvidos para C. arabicamconte
marcadores aleatérios, multilocos do tipo RAPD ou AFLP ligados aos genes de
interesse (NOIR et al., 2003; PRAKASH et al., 2004; GICHURU et al., 2008; BRITO et
al., 2010; ROMERQO et al., 2014; PESTANA et al. 2015).

PESTANA et al. (2015) desenvolveram para C. arabica um mapa genético de
ligagdo, composto por 111 marcadores (RAPD, AFLP, SSR e primer-especifico -
CARF 005), distribuidos em 12 grupos de ligacdo, cobrindo 976,8 cM do genoma.
Neste mapa, foram identificadas duas regifes nos grupos de ligacbes 2 e 10 que
correspondem a dois locos associados a resisténcia do cafeeiro ao patétipo 001, as racas
| e Il de H. vastatrix. Portanto, a identificagéo desses dois locos por meio de marcadores
moleculares permitira a introgressdo desses locos em cultivares de interesse nos
programas de melhoramento que visam a obtencéo de cafeeiro com resisténcia duravel a
H. vastatrix. No entanto, os marcadores associados e que flanqueiam essas regides
responsaveis pela resisténcia, no mapa de ligacdo, sdo do tipo AFLP (Amplified
Fragment Length Polimorphism), com exce¢do de um Unico marcador microssatélite.
Marcadores AFLP por serem dominantes, laboriosos e de dificil avaliacdo ndo sao
adequados para uso em grandes populacdes como na SAM em populacdes de
melhoramento genético (LOPES et al., 2002). Para superar este problema, é desejavel
converter os marcadores AFLP em marcadores de loco-especifico baseados em PCR,
tais como CAP (Cleaved Amplified Polymorphic $itee SCAR (Sequence
Characterized Amplified RegipriLEHMENSIEK et al., 2001; PRAKASH et al.,2005;
ZACCARO et al., 2007; DIOLA et al., 2011; SHUDO et al., 2013; CHENG et al., 2015;
ZHANG et al., 2015; DEVRAN et al., 2015).



2. Objetivos

2.1. Objetivo Geral

Desenvolver e validar marcadores SCAR (Sequence Characterized Amplified
Regior) a partir de marcas AFLP ligadas a locos de resisténcia a H. vatatrix, visando a

selecéo assistida de cafeeiros de C. arabica.

2.2. Objetivos Especificos

- Desenvolver marcadores SCAR a partir de marcadores AFLP ligadas a dois locos de
resisténcia as racas |, Il e ao pat6tipo 001 do cafaémmugem;

- Caracterizar os marcadores SCARs e validar em populagédo de melhoramento;

- Testar a eficiéncia dos marcadores SCAR e SSR para a Selecdo Assistida por

Marcadores Moleculares.

3. Revisao de Literatura

3.1. Melhoramento do cafeeiro visando resisténcia a Hemileia vastatrix

Em 1861 foi constatada pela primeira vez, em cafeeiros silvestres, a ferrugem
alaranjada do cafeeiro (Hemileia vastatrix Berk. & Br.) na regido do Lago Vitoria, no
Quénia (CHAVES et al, 1970). Apés esse periodo, o patégeno disseminou-se por todos
0s paises produtores de café da Africa, Asia e Oceania. A ferrugem foi detectada pela
primeira vez no Brasil em 1970, na Bahia. Em apenas dois anos, a ferrugem foi
disseminada para as principais regioes cafeeiras do Brasil (GODOY et al., 1997).

A ferrugem causa a queda precoce das folhas e a consequente seca dos ramos
produtivos, antes da época de florescimento do cafeeiro, refletindo negativamente sobre
o desenvolvimento dos botdes florais, vingamento da florada, desenvolvimento dos
frutos reduzindo a producéo de café nas safras seguintes que pode causar prejuizos de
35 a 40 % na produtividade (ZAMBOLIM et al., 1997; GARCON et al., 2004). Uma
alternativa para minimizar os prejuizos causados pela ferrugem do cafeeiro seria a
utilizagdo de cultivares resistentes. Sendo assim, varios programas de melhoramentos
genéticos em todo mundo estdo voltados ao estudo da resisténcia do caféeiro a
vastatrix, como o Centro Nacional de Pesquisa Cafeeira (CENICAFE) na Colémbia,

Centro de Investigacdo das Ferrugens do Cafeeiro (CIFC), em Oeiras, Portugal e
3



Departamento de melhoramento de plantas-Instituto de pesquisa de café no Kenya, na
Africa. No Brasil, tem se destacado o Instituto Agronémico do Parana (IAPAR), o
Instituto Agrondmico de Campinas (IAC), a EmbrapaUniversidade Federal de
Lavras (UFLA), a Universidade Federal de Vicosa (UF\§,Empresa de Pesquisa
Agropecuaria de Minas Gerais (EPAMIG), entre outras instituicées (SERA et al., 2010;
TOYOTA, 2014; LIGABO et al., 2015; GUERRA-GUIMARAES et al., 2015;
AVELINO et al., 2015).

Um dos principais programas de melhoramento do cafeeiro visando a resiténcia
a ferrugem é o desenvolvido pela EPAMIG/ UFV/ UFLA/ Embrapa Café. O programa
teve inicio em 1970/71, pelo Departamento de Fitopatologia (DFP) da UFV com o
objetivo especifico de auxiliar na obtengéo de variedades resistentes a ferrugem, doenca
gue estava chegando ao pais e j4 assustava todos os cafeicultores. Para isso, foi
introduzido, na época, grande parte dos acessos do Hibrido de Timor existente no
Centro de Investigacao das Ferrugens do Cafeeiro (CIFC), Portugal, uma vasta colecao
de germoplasma de café resistente a H. vastatrix, originados do cruzamento de C.
arabica com hibridos de Timor (CIFC 832/1 e CIFC 8328)acessos de Hibrido de
Timor, introduzidos apresentavam além da resiténcia a H. vastatrix, outras
caracteristicas de interesse agrondémico. Além desses acessos, houve, também, a
introdugdo do clone CIFC 4106 originado de propagacdo vegetativa do cafeeiro
considerado como o Hibrido Timor original. Através material genético recebido pelo
CIFC, com os registros CIFC 2234 e CIFC 2235, selecionados na Tanzéania, com a
designacédo VCE 1587, foram originadas as introduc¢des UFV 342, UFV 376, UFV 377
e UFV 378. Sendo a introducdo UFV 376 selecionada do cafeeiro IIAA808/5, e a UFV
377 ea UFV 378, dos cafeeiros IIAA 491-l, originada do acesso CIFC 832/1. As
introducbes UFV 379, UFV 380, UFV 381, UFV383 e UFV 401 sdo provenientes dos
cafeeiros IIAA 845/5, IIAA 845/8, IIAA 845/19, IIAA 845/20, IIAA 845/21 e IIAA
845/17, respectivamente, que se originaram do acesso CIFC 2252. A introducdo UFV
407 originou-se da progénie do cafeeiro CIFC 1343/234, e a UFV 410 da progénie do
acesso CIFC 1343/212. (PEREIRA et al., 2008).

A partir da associacdo do programa UBR\EPAMIG, foram lancadas varias
cultivares de café resistentes a ferrugem utilizando-se como fonte de resisténcia o
germoplasma Hibrido de Timor (OLIVEIRA & PEREIRA, 2008). Apesar dos esforcos
dos varios programas de melhoramento e das diferentes cultivares resistentes e
tolerantes terem sido langcadas, o continuo aparecimento de novas racas fisioldgicas do

fungo causador da ferrugem, ocasionando a suplantacéo da resisténcia desses cultivares.
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(BETTENCOURT & NORONHA-WAGNER, 1971VARZEA et al., 2002). A baixa
durabilidade da resisténcia das cultivares é resultado da grande variabilidade e evolucéo
de novas racas virulentas do patdégeno, onde as condi¢cbes climaticas sdo favoraveis a
doenca. Ja foram constatadas, até o0 momento, mais de 45 racas fisiologicas diferentes
de H. vastatrix com a capacidade de infectar diferentes genotipos em varios paises
produtores de café (RODRIGUES JR et al.,, 1993; PRAKASH et al., 2005). Dessa
forma, nos programas de melhoramento dessa espécie, a estratégia utlizada é a
introgressao dos genes de resisténcia das outras espécies, por meio de cruzamentos corr
hibridos interespecificos como os hibridos naturais denominados de Hibridos de Timor.

Como fontes de resisténcia a H. vastatrix, nove genes dominanlea (&9),
simples ou associados, foram identificados condicionando a resisténcia de cafeeiros a H.
vastatrix. Os genesn®, Si2, $i3, Si4 e S5, foram caracterizados ef. arabica
provenientes da Etiopia (BETTENCOURT & NORONHA-WAGNER, 1971;
NORONHA-WAGNER & BETTENCOURT, 1967). O genes® € derivado deC.
liberica e os genesB, $47, S48 e $9 de C. canephora (BETTENCOURT et al., 1992
BETTENCOURT et al., 1980; BETTENCOURT, 1973).

A transferéncia de genes desejaveis de C. canephora para C. arabica por meio
de cruzamentos interespecificos € uma das estratégias de sucesso adotada por muitos
melhoristas (HERRERA et al, 2002; NOIR et al, 2003; GICHURU et al, 2008;
PESTANA et al., 2015). No caso da introgressdo de genes de uma espécie para outra,
marcadores moleculares vém sendo utilizados em atividades de selecdo assistida,
permitindo rastrear precocemente parte de genomas ou genes de interesse, reduzindo o
tempo necessario paeaobtencado de gendtipos elite (MANDOULAKANI et., 2015).

Por serem ferramentas Uteis para detectar variacbes no genoma, 0s marcadores
moleculares aumentam o poder da analise genética das plantas (CAIXETA et al., 2009).
Dessa forma, os marcadores moleculares passaram a representar complementos
importantes para os programas de melhoramento por facilitarem a localizagcdo e
mapeamento de genes e QTL, a clonagem de genes com base em mapas genéticos, alén
de auxiliar na selecédo de gendtipos superiores por meio de SAM (Selecdo Assistida por

Marcadores).

3.2. Selecéo assistida por marcadores moleculares no melhoramento de plantas

Uma area de maior impacto dos marcadores moleculares na identificacdo de

genotipos superiores em populacdes segregantes é a selecéo assistida (OLIVEIRA et al.,
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2011; ASHRAF et al., 2014; YOHANNES et al., 2015). Por meio dessa tecnologia,
pode-se incrementar a eficiéncia no melhoramento de plantas, pois menor niumero de
progénies por combinagdo € necessario, bem como menor numero de geragdes para a
estabilizacdo dos gendtipos (POLAND et al., 2015; URRUTIA et al., 2015).

Os marcadores moleculares ndo sado influenciados pelo ambiente e sé&o
transmitidos por segregacdo Mendeliana, isso permite que cedec@o assistida
elimine alguns aspectos indesejaveis da selecdo puramente fenotipica, melhorando a
eficiéncia do processo e a selecdo possa ser feita precocemente, diminuindo os custos de
um processo de selecéo fenotipica (YANIV et al., 2015).

Alguns estudos envolvendo marcadores ligados a genes que conferem resisténcia
a doencgas mostraram que uma vez que os marcadores foram desenvolvidos para SAM, o
custo € menor que os métodos convencionais (YU et al., 2000). O uso de SAM tem sido
priorizado também quando a avaliacdo fenotipica € demorada ou dificil de ser realizada,
(YU et al., 2000DREHER et al., 2003

Em café, poucos trabalhos foram realizados utilizando a estratégia de SAM. O
primeiro trabalho que obteve sucesso sobre a aplicacdo da SAM e piramidacdo de genes
de resisténcia a ferrugem em C. arabica foi realizado por PRAKASH et al. (2011).
Neste trabalho foram validaslduas sequéncias, caracterizadas de marcadores SCAR
(Sequence Characterized Amplified Region), que estdo estreitamente ligados ao gene
SH3, um dos genes altamente eficazes para a resiténcia a ferrugem do cafeeiro. Também
foi realizada a selecao assistida piramidando esse gene com outros genes de resisténcia
a ferrugem em C. arabica

A SAM também foi realizada por ALKIMIM (2013), onde foram validados
marcadores intimamente ligados a dois genes maioied €5+?) que conferem
resisténcia a ferrugem do cafeeiro. Os marcadores validados foram utilizados para
amplificar o DNA de 160 cafeeiros introduzidos no Brasil como fonte de resisténcia a
ferrugem, com potencial de serem portadores do ggherambém foram identificados
cafeeiros que, além de possuirem o ger®e®n homozigose, apresentaram o gene SH?

proveniente do Hibrido de Timor.

3.3 Marcador molecular SCAR

Marcadores SCAR sdo amplificados com primers especificos, desenvolvidos
com base em sequéncias jA mapeadas ou caracterizadas (PARAN & MICHELMORE,
1993). Muitos desses primers séo obtidos da conversédo de marcadores RAPD ou AFLP
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em SCAR (LEHMENSIEK et al., 2001; DIOLA et al., 2011; CHENG et al., 2015; LIU
et al., 2015). O marcador AFLP é muito utilizado para analise de diversidade genética,
construcdo de mapas genéticos e locos de caracteristicas quantitativas (QTL) (GERBER
et al.,, 2000; LIMA et al., 2002; PIRONDI et al., 2015; YANG et al., 2015). Para os
ensaios de locos individuais, marcadores AFLP sdo menos adequados, como por
exemplo, em estudos de frequéncia alélica, selecdo assistida por marcadores ou
clonagem baseada em mapa genético (LIUZ. et al., 1998). Embora marcadores AFLP
possam ser usados para essas aplicacfes, muitos marcadores AFLP sdo multilocos e de
dificil avaliacdo, muito caros e trabalhosos para grande niumero de amostras (LOPES. et
al., 2002). Devido a isso, ha uma forte necessidade de converter marcadores AFLP em
marcadores especificos, como marcadores SCAR, pois estas técnicas de marcadores Sac
faceis de usar, menos trabalhoso e barato para ensaios de locos simples que apresentan
locos unicos geneticamente definidos, identificados pela amplificacdo por PCR do DNA
gendmico, com pares de primers com grande especificidade de pareamento com o DNA
(AGARWAL et., 2008)

Em café, foram identificados po PRAKASH et al. (2004) 21 marcadores de
DNA do tipo AFLP ligados ao genes& que confere resisténcia duravel a ferrugem do
cafeeiro derivado da introgresséo de C. liberica em C. arabica. Desses marcadores
AFLP, quatro foram transformados em SCAR e, juntamente com outros trés marcadores
SCAR provenientes de extremidade de BAC e trés SSR, formaram dois pequenos
grupos de ligacdo (5,7 cM e 5,9 cM) contendo o gene de resistéBc{MBHE et al.,
2008).

Foram desenvolvidos por DIOLA et al. (2011) seis marcadores SCAR
delimitando uma regido cromossémica do gesn®, §ene este presente em um acesso
de Hibrido de Timor (UFV427-15), que confere resisténcia a outras racas de H.

vastatrix.

4. Material e Métodos

4.1. Material Vegetal e Extracdo de DNA

A confirmacéo de homozigose dos genes de resisténcia a H. vastatrix, foi feita com
as plantas originadas da autofecundagdo do Hibrido de Timor UFV 443-03. Esse
Hibrido de Timor UFV 443-03 foi usado como genitor masculino no cruzamento
controlado com a cultivar suscetivel Catuai Amarelo IAC 64 (UFV 2148-57). Uma

planta da geragéoiFregistrada como H 511-1, foi submetida a autofecundacgao
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controlada, para obtencdo da geracdo segreganPHSTANA et al, 2015). Para
avaliar a eficiéncia dos marcadores na SAM foram reagaditofecundacdes
controladas de duas plantasrésistentes a ferrugem (plantas 15 e 35), formando duas
populagdes & Foram obtichs tamk®&m, duas populagbes do segundo retrocruzamentos
suscetivel, cruzando as plantas resistentes da &C8 108 com a cultivar suscetivel
Catuai Amarelo IAC 64 (UFV 2148-57), conforme esquematizado na Figura 1. Dessa
forma, foram obtidas as seguintes populacGe€15 (oriunda da planta 15), com 25
individuos: E-C35 (oriunda da planta 35), com 36 individuos; RCS-POPS5 (oriunda da
planta 47), com 93 individuos; e RCS- C4U (oriunda da planta 108), com 54 individuos
Os cruzamentos foram realizados no Campo de Selecdo de Hibridos da Universidade
Federal de Vigosa (UFV), MG.

Hibrido de Timor Catuai Amarelo
UFV 44303 X IAC 64 (UFV
214857

F ‘ Catuai Amarelo
X UFV 214857

H511-1 \
)| |
Populacdo B Populacdo RCS Catuai amarelo
Planta resistente15 Planta resistent&08 X UFV 214857
Planta resistente 35 Planta resistenté7
=] 1
Duas populagbes F Duas populagbes RC5
Ci15 c4au
C35 Pop5

Figural. Representacdo dos cruzamentos realizados para obtencdo das populacbes de
autofecundacdes e retrocruzamentos suscetiveis.

Os cruzamentos para a obtencdo da geracdor&m realizados por PEREIRA
(1995). O Hibrido de Timor UFV 443-03, o gendétipo Catuai Amarelo IAC 64 (UFV
2148-57) e o hibrido F encontram-se no Campo de Selecdo de Hibridos da
Universidade Federal de Vigosa (UFV), Vicosa, MG.

O DNA gendmico dos genitores e das populacéeBzfe RCS foi extraido de

folhas jovens e completamente desenvolvidas, seguindo a metodologia descrita por
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DINIZ et al. (2005). A qualidade do DNA foi avaliada em gel de agarose (1%) e sua
quantificacdo foi realizada em Nano Drop 2000. As amostras de DNA foram

padronizadas em 25 nd/ e armazenadas a -20° C até o momento das analises.

4.2. Multiplicacéo do isolado de Hemileia vastatrix

A fenotipagem das populacdes foi realizada com a raca Il de H. vastatrix
pertencente a micotech Laboratorio de Biotecnologia do Cafeeiro (BioCafé/URV)
mantida por inoculacdes peridédicas em mudas da cv. Catuai Vermelho UFVA2144.
multiplicagdo do fungo foi realizada de acordo com a metodologia descrita por
ZAMBOLIM & CHAVES (1974). Para isso, comnu pincel os ureddsporos foram
depositados na face abaxial de folhas jovens completamente desenvolvidas do cafeeiro
cv. Catuai Vermelho IAC 64 (UFV 2144). Em seguida, as folhas foram aspergidas com
adgua destilada até a obtengcdo de um leve molhamento superficial. As plantas foram
mantidas no escuro, a 22°C por 48 horas e, em seguida, transferidas para uma camara de
crescimento, com temperatura de 22°C e fotoperiodo de 12 horas. Apds abundante
esporulacdo, foram coletados os ureddsporos e acondicionad@geetas de gelatina
as quais foram colocadas dentro de um dessecador com solu¢do de &cido sulftrico
(densidade de 1,8 e concentracdo 32,6%) na parte inferior, de modo a manter a umidade
relativa em torno de 50%, no ambiente interno. O dessecador foi mantido em
refrigerador a 4°C. No momento de preparo do inéculo, a viabilidade dos ureddsporos
de H. vastatrix foi avaliada pelo teste de germinacdo em meio Agar agua 2%, usando o
método descrito por ZAMBOLIM & CHAVES (1974). Somente os uredosporos com

viabilidade superior a 30% foram considerados adequados para os testes de inoculagéo.

4.3. Inoculacéo das plantas

Para a avaliacdo da eficiéncia dos marcadores SCAR, a confirmacdo da
resisténcia e suscetibilidade das plantas foi realizada por meio da inoculacédo das plantas
com uredoésporos da raca Il, sob condi¢bes controladas, usando ureddsporos da raca Il
de H. vastatrix em discos de folhas, com trés repeti¢oes.

Folhas dos genitores (resistente e suscetivel) e das plantas das populacdes F
RCS foram coletadas. Para cada gendtipo foram cortados 16 discos de folhas, de 1,5
cm de diametro, que constituiram as unidades amostrais. Os uredosporos do patdégeno
foram inoculados em cada disco na face abaxial, com auxilio de um pincel. ApGs as
inoculagdes, os discos foram colocados sobre uma tela de nylon e espuma, saturada com
agua e acondicionados no interior de um gerbox. Os gerbox contendo os discos de
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folhas foram fechados e mantidos na auséncia de luz durante 48 horas a 22°C e, em
seguida, transferidas para uma camara sob condi¢cbes controladas de temperatura e
luminosidade (22°C, 12 horas de luz). Os discos foram limpos com o auxilio de algodao
48 horas ap6s a inoculacéo.

No momento em que o genitor suscetivel iniciou a esporulacdo, em torno dos 25
dias apos a inoculacao (d.p.i.), foi iniciada a avaliacdo de resisténcia/suscetibilidade. A
avaliacdo seguiu escala de TAMAYO et al. (1995), que se baseia na auséncia ou
presenca de ureddésporos. De acordo com essa escala, sdo consideradas plantas
resistentes, aquelas que recebem notas 1 a 3; a auséncia de sintomas, nota 1; as lesde
cloréticas pequenas, nota 2; e as lesdes cloréticas grandes sem esporulacdo, nota 3. A
suscetibilidade (notas 4 a 6) é atribuida a lesdes cloréticas grandes com poucos
ureddsporos, ocupando menos de 25% da area da lesdo (nota 4), lesées com esporulacac
ocupando de 25 a 50% da area (nota 5) e lesbes com esporulacdo ocupando mais de
50% da area com ureddsporos (nota 6). Logo, as plantas que obtiverem notas de 1 a 3
(auséncia de esporulacdo) foram consideradas resistentes e aquelas que obtiveram notas
de 4 a 6 (presenca de esporulacdo), suscetiveis. Foram realizadas trés repeticoes,
coletadas e inoculadas em trés épocas distintas, sendo a primeira repeticdo em junho de

2014, a segunda repeticao em fevereiro de 2015 e a terceira repeticdo em junho de 2015.
4.4. Desenvolvimento dos marcadores SCAR

As amostras de DNA dos cafeeiros Hibrido de Timor UFV 443-03 e Catuai
Amarelo IAC 64 (UFV 2148-57) foram amplificadas com as quatro combinacdes de
primers AFLP que geraram bandas ligadas aos locos de resisténcia a H. yastatrix
conforme protocolo descrito por PESTANA et al. 2015. Esses cafeeiros foram
escolhidos por serem 0s parentais da populacdo que deu origem ao mapa construido por
PESTANA et al. (2015), no qual os locos associados a resisténcia a H. vastatrix foram
localizados.

As combinagbes de AFLP usadas foram ECTG/MAAT1, ECTT/MTGCS3,
ECGA/MTCC4, ECGT/MATC2. Os fragmentos amplificados foram visualizados em
gel de poliacrilamida desnaturante (6%), corado com prata.

As bandas polimérficas e mapeadas proximo aos locos de interesse foram
recuperadas dos géis de poliacrilamida usando o protocolo descrito por CAETANO-
ANOLLES E TRIGIANO (1996), com as seguintes modificacdes. A regido desejada no
gel foi demarcada e cortada, reidratada com 30 pL de tampé&o TE 1x. O gel hidratado foi
macerado em 80 pL de tamp&o TE dm um microtubo eppendorf de 0,6 ml e
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centrifugado a 12.000 g por 5 min. Foram usados 5 pL da solucdo para realizar o PCR
com o par de primers especificos que deram origem ao fragmento amplificeélGR

foi realizada 32 ciclos de 94 °C por 30 s, 58 °C por 30 s e 72 °C por 60s e um ciclo final
de 72 °C por 5 min. O volume final da reacédo foi de 40 pL, usando os reagentes:
solucéo com o gel, tampéo de reacdo de PCR 1x, 1,25 mM de MgCL, 0,15 mM de cada
dNTP (Promega), 25 ng de cada primer especifico e 2,0 U Tagq DNA polimerase

(Phoneutra).

O produto da amplificacdo foi aplicado em gel de agarose (1%) e realizada a
eletroforese em tampdo TBE 1x a uma voltagem de 70 V por 40 minutos e depois
corado em brometo de etidio (10 mg:fila 0,002 %. A banda foi cortada e eluida do
gel utilizando o Kit Wisar8l SV Gel and PCR Clean- Up System (Promega), de acordo
com as recomendacdes do fabricante. O fragmento purificado foi quantificado em Nano
Drop 2000 e armazenado a -20 °C.

Apos purificacdo, a ligagdo do fragmento de interesse foi feita em vetor de
clonagem pGEM-T (Promega), de acordo com as recomendagfes do fabricante. A
reacao foi realizada em volume final de 10 pL, contendo 5 pL de 2X Rapid Ligation
Buffer, 3 U de T4 DNA ligase, 10 ng de fragmento genémico, 50 ng de plasmideo
pGEM-T (relacdo plasmideo/vetor de 3/1). A reacdo permaneceu por uma hora em
temperatura ambiente e overnight a 4@ €ntdo, armazenada a-20°C até o momento de
uso.

Para a preparacdo das células ultracompetentes, foi seguido o protocolo descrito
por INOUE et al(1990), utilizando a linhagem DH5a de E coli. Inicialmente, 50 puL da
solucado estoque de bactérias (glicerol 15%) foram plaqueada sem meio LB + Agar (1%)
e crescidas por 12-16 horas a 37 °C. Apos esse periodo coletou-se 10 a 12 coldnias de
crescimento radial maior de 1 mm e cultivadas em 250 mL de meio SOB (extrato de
levedura 5%, bacto-triptona 2%, 10 mM de NacCl, 2,5 mM de KCI, 10 mM de MgCl e
10 mM de MgS@), sob agitacdo a 19 °C até atingir OD 600mm (Densidade éptica). As
culturas foram colocadas em gelo por 10 minutos, centrifugadas a 4000 xg por 10 min a
4°C, ressuspendidas em 80 mL de meio TB (Tamp&do MES 10 mM, CaCl 15mM, KClI
250 mM e MnC455 mM), mantidas em gelo por 10 min e centrifugadas a 4000 xg por
10 min a 4° C. Em seguida, as culturas foram ressuspendidas em 20 mL de meio TB e
1,4 mL de DMSO, aliquotadas em volumes de 100 pL, congeladas com nitrogénio

liquido e estocadas em ultrafreezer a -80 °C.
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As células foram testadas utilizando vetores fechados e vazios (vetor controle do
kit pPGEM- T- Promega). Sendo aceitos indices de transformantes*dfu1g* de
DNA (conforme orientacao do fabricante).

A realizacdo da transformacdo foi de acordo com o protocolo descrito por
SAMBROOK e RUSSEL (1989). As células foram descongeladas em gelo e a reacgéo
de ligacdo adicionada ao tubo com as células ultracompetentes. Apos 30 min, foi
realizada a transformacéo por meio de choque térmico a 42 °C durante 45 segundos
gelo por 2min. Foi acrescentado 800 puL de meio LB Broth (Sigma) liquido sem
ampicilina, sendo incubadas a 37 °C sob agitacdo 150 rpm por 1,0 hora. Apds a
agitacdo, 100 pL do meio foi plaqueado com alca de Drigaslki em placas contendo 20
ml de meio LB contendo ampicilina 100 pug ™I0,5 mM de IPTG (isopropilg-D-
tiogalatosideo=indutor do operonLac de E.coli) e X-GAL 80 g (kbromo-4-cloro-
3indolil-B-D-galatosideo). Ap6s 16 horas a 37° C, foram selecionadas as col6nias
brancas portadoras de plasmideos com inserto, isoladas e com desenvolvimento acima
de 1 mm de diametro cultivadas em 3 ml de meio LB+ ampicilina a 37° C durante 24
horas sob agitacdo de 150 rpm.

O DNA plasmidial das colonias selecionadas foi extraido com o kit izard
Plus SV Minipreps DNA purification System (Promega), seguindo as recomendacdes do
fabricante.O DNA foi sequenciado em sequenciador ABI 3130xlI Genetic Analyzer
(Applied Biosystems) no laboratorio de Biotecnologia do Cafeeiro localizado no
Instituto de Biotecnologia Aplicado a Agropecuaria (Bioagro) da Universidade Federal
de Vicosa. ApGs o sequenciamento, as sequéncias de baixa qualidade foram eetiradas
formadas sequéncias consenso utilizando o pruy@equencer 4.10.1 (Gene Codes
Corporation-USA. As sequéncias do vetor e dos adaptadores empregados na clonagem
foram identificadas utilizando 0 programama VecScreen
(http://www.ncbi.nIm.nih.gov/tools/vecscreen/) e, posteriormente, removidas em
documento word, restando somente as sequéncias de DNA correspondentes aos insertos
de café. A partir dessa sequéncia foi realizado o desenho dos primers doeesese
utilizando o programa Primer3 (http://bioinfo.ut.ee/primer3-0.4.0/), seguindo o0s
seguintes critérios: 1) tamanho do primer variou de 18 a 30, com tamanho 6timo de 20
nucleotideos; 2) %CG variou de 45 a 55%; 3) Tm (Melting Temperature) variou entre
55 e 65, com valor 6timo de 60°C.

Os nomes de cada SCAR foram derivados da jungdao de SCAR com AFLP,
seguidas da numeracéo da ordem nos grupos de ligacdo dos fragmentos do AFLP que

deram origem aos SCAR e F ou R representando Foward ou Reverse. Como exemplo,
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combinacéo de primers AFLECTT-MTGC3, é o terceiro no grupo ligacao 2, logo o
SCAR desenvolvido foi denominado SCAF2 F e SCRE2

4.5. Validacao dos primers SCAR na populacaozF

A validacéo inicial do marcador SCAR foi realizada por meio da sua localizacao
no mapa de ligacdo. Dessa forma, o SCAR foi analisado na populacdo de mapeamento,
que corresponde a 247 individuaspFovenientes do cruzamento do genitor resistente
Hibrido de Timor UFV 443-03 e do genitor susceptivel Catuai Amarelo IAC 64 (UFV
2148-57). O protocolo utilizado foi o de PARAN & MICHELMORE (1993),
modificado por DIOLA (2009). Para tal procedimento, uma PCR foi efetuada utilizando
como reagentes 2,0 pL do DNA, numa concentracdo de 25 ng/pL, 2 pM de cada
primer, 0,2 mM de cada dNTP (Promega), 2 mM de MgCl, 1,0 U Taq DNA polimerase
(Invitrogen) e tampao de reacdo de PCR 1X, para um volume final de 20 pL. Os
termocicladores utilizados foram o PTC-200 (MJ Research) e o Veriti (Applied
Biosystems) programados para 94°C por 1min e 32 ciclos de 94 °C 30s,65°C30se 72
°C 1 min. O produto obtido foi visualizado em gel de agaros2%a 1,

Apoés a genotipagem do marcador SCAR na populagdmd-dados foram
codificados e analisados no programa GQMOL (CRUZ 2008). Os grupos de ligacao
foram formados e ordenados utilizando-se LOD escore minimo de 3,0 e maxima
recombinacdo de 30%. As frequéncias de recombinagédo estimadas foram convertidas

em distancia genética (centi MorgansM).

4.6. Similaridade das sequéncias dos marcadores SCARs com 0s cromossomos do
genoma referéncia de C. canephora e genes envolvidos nessa regiao

As sequéncias de cada SCAR foram utilizadas para se fazer uma busca local no
site Coffe Genome Hub (http://coffee-genome.org/coffeacanephora), onde foi utilizada
ferramenta BLAST. Os critérios utilizados na busca local foram: programa Blastn com
e-value de -27. Utilizou-se 20 alinhamentos e foi comparada a sequéncia de cada SCAR
com as sequéncias de cada pseudocromossomo base da espécie C. canephora.

Com o intuito de se identificar quais genes estdo envolvidos nas regides
cromossOmicas, utilizando o programa BLAST foi feita uma busca local com a
sequéncia da regido onde cada SCAR se localizou nos cromgssibtidas pelo
resultado da analise Gbrowse com sequéncias de genes de C. canephora, seguindo 0s

seguintes critérios: e-value de -10, prograrBeastn, database: Gene Sequences
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nameros de alinhamentos igual a 20 com as sequéncias das regifes de cada SCAR nos

cromossomos correspondentes.
4.7. Andlises Genético-Estatisticas

Com a finalidade de testar a eficiéncia dos marcadores SCAR desenvolvidos e 0
SSR na SAM, foi comparada a eficiéncia da genotipagem com a fenotipagem
(resisténcia/suscetibilidade) dos cafeeiros. Foram analisadas plantas da poputacdo F
dos retrocruzamentos suscetiveis, provenientes do cruzamento da fonte de resisténcia
Hibrido de Timor UFV443-02 da cultivar suscetivel Catuai Amarelo IAC 64 (UFV
2148-57).

5. Resultados e Discussao

5.1.0btencéo dos marcadores SCAR

Os quatro fragmentos correspondentes aos marcadores mais proximos que
flanqueiam os dois locos de resisténcia foram clonados e sequenciados. A partir das

sequéncias foram obtidos os primers para os marcadores SCAR (Tabelal).

Tabelal. Combinacao de primers AFLP ligado ao loco de resisténcia e seus respectivo
SCAR.

Marcador AFLP  GL? Ligacad Tamanho Marcador  Tamanho
AFLP (pbf ~ SCAR  SCAR (pb)

ECTG-MAAT1 2 acoplado 670 SCAF1 108
ECTT-MTGC3 2 repulséo 600 SCAF2 272
ECGA-MTCC4 10 acoplado 800 SCAF3 361
ECGT-MATC2 10 acoplado 545 SCAF4 340

2 GL- grupo de ligacdo do mapa genético de ligacdo de PESTANA et al.?204&¢40 do marcador ao

loco de resisténcia, acoplado = ligagdo ao alelo de resisténcia; repulsdo = ligacdo ao alelo de

suscetibilidade® Tamanho do fragmento amplificado pelo marcador AFLPamanho do fragmento
amplificado pelo marcador SCAR.

Os primers foram incialmente analisados nos genitores e em genotipos da
populacdo F suscetiveis e resistentes (Figura 2). Apenas o marcador SCAF2

apresentou polimorfismo entre os cafeeiros resistentes e suscetiveis (Figura 2b). Esse
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marcador SCAR se comportou como um marcador dominante em repulsdo, estando
presente apenas nos cafeeiros suscetiveis. Esse mesmo comportamento foi observado

com o marcador AFLP que o originou (Tabela 1).

Figura 2. Produtos de amplificagdo dos DNAs de cafeeiros com os marcadores SCAR
(SCAF1, SCAF2,SCAF3,SCARF4AM: Marcador de peso molecular 100 pb; HT: genitor
resistente Hibrido de Timor UFV 443-03; CT: genitor susceptivel Catuai Amarelo IAC
64 (UFV 2148-57); R: Cafeeiro resistente a raca Il de H.vastatrix; S: Cafeeiro suscetivel
araca Il de H.vastatrix.

Os outros marcadores SCAR desenvolvidos n&o apresentaram polimorfismo
entre os cafeeiros, quando os fragmentos foram analisados em gel de agarose (Figura 2
a, ¢, d). Eles foram testados também em gel de poliacrilamida, que apresenta maior
resolugdo, no entanto, continuaram sendo monomoérficos. Esse resultado demonstra que
o polimorfismo encontrado entre os cafeeiros resistentes e suscetiveis encontrado nos
marcadores AFLP ndo puderam ser observados por meio da amplificacdo pelo primer
SCAR desenvolvido, para esses trés marcadores.

A néao transferéncia do polimorfismo identificado no AFLP para sequéncias
especificas de PCR tem sido relatado e explicado na literatura. O polimorfismo
encontrado com o marcador AFLP pode ser resultante de diferencas nos sitios de
restricdo das enzimas, portanto, ndo serdo detectados com o0s marcadores loco

especificos baseados em PCR (BRUGMANS et al., 2003). Em outros casos, a baixa
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taxa de sucesso de conversao de marcadores AFLP é consequéncia do pequeno tamanhc
do fragmento amplificado (NEt al., 2000; HORN et al., 2003).

Além das causas citadas na literatura, a ndo detec¢éo do polimorfismo do AFLP
guando convertido para SCAR pode ser resultante de os primers desenhados ndo serem
capazes de detectar pequenos polimorfismos como SNPs nos fragmentos amplificados.
Nesse caso, apos a amplificagdo dos cafeeiros resistentes e suscetiveis com o SCAR,
esses podem ser sequenciados, comparados e analisados quanto a presenca de sitio d
restricio e SNP presentes ao longo do fragmento. Caso apresentem diferencas de
presenca de sitios de restricdo, eles podem ser transformados em marcadores CAP
(Cleavage Amplified Polymorphic Sequence). Este método permite identificar
individuos heterozigotos, se comportando como marcador codominante. Se os SNPs
identificados n&o resultarem em diferencas em sitios de restricdo, os marcadores serao
do tipo SNP.

5.2. Mapeamento do marcador SCAF2

Visando validar e localizar o marcador SCAF2 no mapa de ligacdo construido
por PESTANA et al. (2015), este foi analisado em toda populacdo de mapeamento. Os
genitores resistente e suscetiwek 247 individuos da populacagféram amplificados
com o marcadofFigura 3).

Os algoritmos de mapeamento utilizados foram os mesmos dos marcadores
AFLP. O marcador SCAF2 manteve o mesmo ordenamento, ficando ligado a 0 cM do
AFLP ECTT/MTGC3, que o originou (Figura.4

iMHTCT3$.33333333333300 330 3

- » LR B -

Figura 3. Amplificagcdo do marcador SCAF2 em individuos da populag@elE-1).

M= Marcador de pesomolecular 100; pbl'= genitor resistente Hibrido de Timor UFV
443-03; CT= genitor susceptivel Catuai Amarelo IAC 64 (UFV 2148-57), 3= Individuos
da populagéo #com presenca do alelo recessivo (Rr e rr) e 0= Individuos da populacao
F>com auséncia do alelo recessivo (RR)
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Figura 4. Grupo de Ligagao 2 do Mapa de ligacdo para C. arabica contendoaomarca
SCAF2. A direita da barra estdo os nomes dos marcadores moleculares e a esquerda as
distancias em cM. } indica a combinacéo de primers AFLP- ECTT/MTGC3 e o0 SCAR
correspondente, o SCAF2.

5.3. Similaridade das sequéncias dos marcadores SCAR com os cromossomos do
genoma referéncia de C. canephora e genes envolvidos nessa regiao

Todas as quatro sequéncias obtidas dos fragmentos provenientes dos marcadores
SCAR associados aos dois locos de resisténcia foram analisados no genoma de
referéncia de C. canephora. O objetivo foi verificar se esses importantes locos de
resisténcia a ferrugem identificados em C. arabica também sdo encontrados em C.
canephora e se forem, se poderia ser analisado o seu mapa fisico.

O genoma de C. canephora foi sequenciado pelo consércio internacional
composto por 11 paisesBrasil, Franca, Itdlia, Canada, Alemanha, China, Espanha,
Indonésia, Australia, india e Estados Unidos, sendo disponibilizado um genoma de
referéncia com 710 Mb, onde foram preditos cerca de 25 mil genes. Para o
sequenciamento do genoma de C. canephora foram utilizados marcadores ancoras
Simple Sequence Repeat (SSR), Restriction Fragment Length Polymorphism (RFLP)
and SNP (including RADseq) mapeados em quatro mapas genéticos de ligacdo de café
incluindo o mapa consenso de alta resolucdo de C. canephora. 349 scaffolds foram

ancorados em 11 pseudocromossomos e enquanto que 12.996 scaffolds (total de 204
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Mb) permanecem ndo mapeados no genoma atual, sendo agrupados em um
pseudocromossomo chamado de ChrUn. (DENOEUD et al., 2014)

Com isso foi realizada uma busca local com cada sequéncia dos fragmentos
obtido com os SCARs. Todos os fragmentos foram encontrados no genoma de
referéncia. Os resultados de maior similaridade podem ser observados na TAbela 2.
similaridade de sequéncia entre as duas espécies pode ser explicada pela proximidade
genética entre elas. Pois C. arabica é oriunda da hibridizacdo entre C. caedgphora
eugenioides (LASHERMES et al., 19MAURIN et al., 2007).

Tabela 2BLAST dos SCAR com sequéncias dos cromossomos de Coffea canephora.

SCAR Cromossomo Tamanho Identidade Similaridade E-value Gaps (%)
C.canephora SCAR? (%)

SCAF1 0 371 100/109 91 0.0 1

SCAF2 0 340 111/116 95 7e47 0

SCAF3 10 469 452/469 96 0.0 0

SCAF4 10 512 461/480 96 0.0 0

aTamanho do fragmento amplificado pelo marcador AFLP que deu ocaige&SICAR em pares de base

Os dois marcadores AFLP que correspondem aos marcadores SCAR 8CAF1
SCAF2 foram localizados no grupo de ligacdo 2 do mapa genético de PESTANA et al.
2015 (Tabela 1). Esses marcadores SCAR obtiveram maior similaridade com
sequéncias localizadas no mesmo cromossomo, ou seja, no cromossomo 0 chamado de
ChrUN do genoma de referéncia. Na Figura 5 foi feita uma representacdo da
correspondéncia do mapa genético e fisico para essa regido. Os marcadores SCAR
localizados no grupo de ligacdo 10 do mapa genético, apresentaram maior similaridade
com as sequéncias do cromossomo 10 de C. canephora (Figura 6). Esses resultados
comprovam a ligacdo fisica entre os marcadores moleculares localizados no mapa

genético.
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Figura 5. A Representacdo do Grupo de Ligacdo 2 do mapa genético de ligacdo da
populacdo H511-1. A direita da barra estdo os nomes dos marcadores moleculares e a
esquerda as distancias em cM. B: Representacao da posi¢cdo dos SCAR no cromossomo
da espéci€. canephora. A esquerda estdo as distancias em Mb.

5.4. Genes encontrados no genoma de referéncia de C.canephora nas regifes dos
SCAR

A andlise da regiao cromossd6mica de C. canephora onde os SCAR apresentaram
similaridade foi realizada meio da ferramenta GBrowse, com o intuito de identificar
quais genes estdo presentes nessa regido. Foram identificados genes anotados no
genoma de referencia de C. canephora apenas nas regifes que apresentaram
similaridade com os marcadores SCAF1 e SACAF2 (Tabela 3). As demais regides nao
correspondem a regides genOmicas de C. canephora. DENOEUD et al. (2014)

encontraram um conjunto de dez genes de resisténcia com dominios NBS no ChrUn.
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Figura 6.C: Representacdo do Grupo de Ligacdo 10 do mapa genético de ligacdo da
populacdo H511-1 a direita da barra estdo os nomes dos marcadores moleculares e a
esquerda as distancias em cM. D: Representacdo da posicdo dos SCARs no
cromossomo 10 da espé€ecanephora. A esquerda estdo as distancias em Mb.

Os marcadores SCAF1 e SCAF2 pertencem ao GL2 do mapa genético e
apresentam similaridade com alguns genes que codificam proteinas relacionadas a
resisténcia a patdgenos (Tabela 3). Na regido do marcador SCAF1, foram encontrados
similaridade com diferentes genes, sendo o de maior importancia para estudo de
interacdo patdégeno-hospedeiro o que codifica a proteina Purple acid phosphatase (PAP)
relacionada a defesa contra patégenos (JAMET et al., 2008).

RAVICHANDRAN et al. (2013) demonstraram que uma proteina denominada de
PAP5 desencadeia um sistema imune a doencas patogénicas, sendo necessaria pare
manter a resisténcia basal contra Pseudomonas syringae em Arabidopsis. Mais
recentemente, GERRA-GUIMARAES et al. (2015) verificaram a existéncia dessa
mesma familia de proteina no patossistema café H.vastatrix. Esses autores descobriram
sete superfamilias de proteinas identificadas nas folhas de café, totalizando 29
superfamilias de proteina. As novas proteinas identificadas sao proteinas,
principalmente, fosfatases e oxi-redutases, destacando a existéncia de um importante
mecanismo de defesa constitutiva em C. arabica contra patdgenos. Dentre elas foi
detectada a proteina PAP  exclusivamente na amostra resistente.
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Tabela 3. BLAST regido de cada SCAR com genes de C.canephora

Locos Ident e-value TrEMBL Organismo Ident Swiss Prot Homolgs Organismo Ident
SCAF1 (%) Homologs (%) (%)
Cc00-g0800C 94 0 Hypothetical - - - - -
protein
Cc00-g08450 93 2e-50  Hypothetical - - - - -
protein
Cc00-g08010 91 5e-20  Hypothetical - - - - -
protein
Cc00-g07780 89 le-91  Purple acid Ricinus communis 75,66 Purple acid phosphatase 25 Arabidopsis 70,20
Phosphate thaliana
Cc00-g14900 88 le-26  SNF2 and helicase Arabidopsis 44,60 Zinc finger Ran-binding Homo sapiens 30,66
domain containing thaliana domain-containing protein
protein
Cc00-g25980 87 3e-58  Transducin/WD40 Arabidopsis 52,08 Chromatin assembly factor 1 Mus Musculus 33,67
domain containing thaliana subunit B
protein
Cc00-g0865C 86 2e-26  Uncharacterized  Glycine Max 87,07 Syntaxin-22 Arabidopsis 78,33
Protein thaliana
Cc00-g12600 85 8e-22  Probable Ornithine Nicotiana tabacunr 80,60 Probable ornithine Dictyostelium 55,91
Aminotransferase Aminotransferase discoideum
Cc00-g21620 84 3e-12  Putative Arabidopsis 44,19 Putative ABC transporter A Arabidopsis 44,61
Uncharacterized lyratasub sp. family member 2 thaliana
Protein Lyrata
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Tabela 3- cont

Locos Ident e-value TrEMBL Organismo Ident Swiss Prot Homologs Organismo Ident
SCAF2 (%) Homologs (%) (%)
Cc00-g28790 93 0 Isoflavone Coffea arabica 67,24 Isoflavone Reductase Arabidopsis 58,71
reductase homolog thaliana
Like protein
Cc00-g16530 90 5e-23  Probable acyl Cannabis 70,09 Probable acyl activating Arabidopsis 69,17
Activating enzyme Sativa enzymel8 thaliana
14
Cc00-g12930 89 4e-76  Receptor like Medicago 42,87 LRR receptor-like Arabidopsis 37,65
Protein kinase truncatula serine/threonine-protein thaliana
kinase EFR
Cc00-g14070 87 2e-16  Putative Vitis vinifera 41,09 Putative Receptor-like protei Arabidopsis 37,41
Uncharacterized kinase 2 thaliana
Protein
Cc00-g16560 86 3e-15  Putative Mitis vinifera 44,80 Probable LRR receptor-like Arabidopsis 43,83
Uncharacterized serine/threonine-protein thaliana
Protein kinase
Cc00-g03710 81 le-20  Leucoanthocyanidi Ricinus 47,13 Protein SRG1 Arabidopsis 43,65
ndi oxygenase, Communis thaliana

putative




O SCAF2 esta em regiao onde se encontra o gene IRL que codifica a proteina
Isoflavone reductase-like. Apesar de os isoflavondides serem considerados compostos
exclusivos de leguminosas (PANIZZI, 199®ETTENBORN 2009), as IFRs
pertencem a uma grande familia proteica que inclui proteinas semelhantes a IFR (IR-
Like; IRL), as quais tem significante identidade de sequéncia com as IFRs de
leguminosas, tendo sido identificadas em varias espécies de plantas ndo relacionadas
diretamente.

Como exemplo o gene IRL ja foi encontrado nos frutos de toranja (Citrus
paradisi). Esse gereeestimulado pela irradiacdo ultravioleta ao mesmo tempo em que
induz resisténcia ao Penicillium digitatum (LERS et al., 1998)

HUA et al. (2013) encontraram um novo gene que regula a mudancga de lignina e
afeta também o acumulo de flavondides em Ginkgo biloba L, designado de IRL1 que
codifica a proteina GbIRL1. Essa proteina pode ser a enzima limitante da velocidade na
via de biossintese dos flavondides em folhas de Ginkgo. Segundo os ajoo&sina
€ expressa constitutivamente no caule e raizes, especialmente nos tecidos onde a planta
€ atacada por praga e doencas fungicas.

Em C. arabica também ja foi mencionada a presenca de proteinas do tipo IRL.
Onde foi identificado um gene chamado CalRL que codifica um putativo isoflavona
proteina redutase-like (IRL), esse gene foi validado e realizados estudos de expressao
demonstrando que CalRL é expresso exclusivamente em folhas de café e o seu nivel de
transcricdo esta significativamente aumentada em resposta a infeccéo fungica e leséo
mecanica. Sendo provavel que participe de uma etapa comum aos diferentes
mecanismos de defesa da planta (SEVERINO, 2008; BRANDALISE et al., 2009).

GONZALEZ DE COLMENARES et al. (1998) demonstraram que variedades de
café suscetiveis (C. arabica) ao fungo H. vastatrix contem baixos niveis de
proantocianidinas nas suas folhas, quando comparados com espécies resistentes (C.
canephora), e que as proantocianidinas extraidas dessas folhas inibem a germinacéao in
vitro de ureddsporos da raca Il de H. vastatrix. As proantocianidinas, também
conhecidas com o nome de procianidinas, sdo compostas que fazem parte do grupo dos
flavondides existentes nas plantas. Logo o marcador SCAF2 estar relacionado com
esses compostos comprova a forte ligacdo desse marcador a resisténcia a H, vastatrix
principalmente a racga Il, que foi o objetivo desse trabalho.

Outra proteina encontrada, também pertencente ao grupo dos flavonoides, é a
Leuco anthocyanidin dioxigenase que esta envolvida na biossintese de antocianina que é

uma classe de flavonéides (BRAHAMS et al., 2008U et al., 2015 Estudos
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anteriores demonstraram que os flavonoides estdo associados com a adaptacdo de
plantas ao estresse (WINKEL-SHIRLEY et al., 2002; PONS et al., 2014)

Além do gene IRL, também foi encontrada similaridade do marcador SCAF2
pela analise de SwissProt Homologs (http://coffee-genome.org/coffeacanephora), com o
gene EFR que codifica a proteina LRR receptor-likeserine/threonine-proteinkinase EFR
relacionada ao organismo Arabidopsis thaliana. Proteinas com esse dominio tém, em
geral, funcdo de receptor de reconhecimento de padrbes (PPR) que determina a
percepcdo especifica do fator de alongamento Tu (EF-Tu), um elicitor potente da
resposta de defesa para padrées moleculares associados a agentes patogénicos
(PAMPS).

Segundo PARNISKE etal. (1997), o dominio LRR pode facilitar a interagdo da
proteina R com o seu fator Avr (elicitor) relacionado e pode fornecer diferentes
especificidades de reconhecimento para fatores Avr alterados. De fato, em varios
sistemas planta-patégeno, a variacdo da sequéncia na regido LRR tem mostrado ser
responsavel por diferentes especificidades de reconhecimento ou de resisténcia.
(CESARI et al., 2014; LEE et al.,, 2014; PADMAN ABHAN et al., 2014; STEIN
BRENNER et al., 2015; FAWKE et al., 2015).

5.5. Selecédo Assistida usando marcador SCAR e SSR

O marcador SCAR validado até o momento, o SCAF2, foi analisado nas
populacdes de melhoramentas FRCS), visando avaliar seu potencial no uso para
SAM. Além do marcador SCAR, foi utilizado um marcador microssatélite, SSR16,
previamente identificado por PESTANA et al. (2015), localizado no grupo de ligacdo 2
do mapa genético também associado ao loco de resisténcia.

Os resultados obtidos com o SCAF2 e 0 SSR16 estdo apresentados na Tabela 4.
Como esse SCAR se comporta como um marcador dominante e esta ligado em
repulséo, ele marca o alelo r, portanto, séo identificados na popula¢éo os individuos que
témrr erR. O padrdo do marcador obtido na populacgesk ilustrado na Figura 7 e
da populagdo de RG®a Figura 8.
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Tabela4. Segregacéo aproximada obtida com a genotipagem usando o marcador SCAF2
e SSR16, nas populagcbes de melhorameneoHCS.

Marcador SCAF2

Genodtipos Pop. Segreg Pop. Segreg Pop. Segreg Pop. Segreg

Fs Fs RCS RCS
C15 C35 C4U POP5
RR 9 1 8 1 - - - -
Rrerr 16 3 28 3 54 4 93
Total 25 4 36 4 54 4 93
Marcador SSR16
Genotipos Pop. Segreg Pop. Segreg Pop. Segreg Pop. Segreg
Fs Fs RCS RCS
C15 C35 C4U POP5
RR 8 1 7 1 - - - -
Rr 10 2 19 2 29 2 49 2
Rr 7 1 10 1 25 2 44 2
Total 25 4 36 4 54 4 93 4

Figura 7. Padrdo da amplificacdo do marcador SCAF2 em individuos da popuacéo F
M= Marcador de pesomolecular 100 pb. HT= genitor resistente Hibrido de Timor UFV
443-03, CT= genitor susceptivel Catuai Amarelo IAC 64 (UFV 2148-57), 3= Individuos
da populagédo Fcom presenca do alelo recessifRy € rr) e 0= Individuos da populacéo
Fscom auséncia do alelo recessivo (RR).
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Figura 8. Padrao da amplificacdo do marcador SCAF2 em individuos da populacao
RCS. M= Marcador de pesomolecular 100 pb.HT= genitor resistente Hibrido de Timor
UFV 443-03, CT= genitor susceptivel Catuai Amarelo IAC 64 (UFV 2148-57), todos
apresentaram 3= Individuos da popul@&@& com presenca do alelo recessiRy €

rr).

Usando o marcador SCAF2 na populacdgeCE5, observararse nove
individuos sem a marca e 16 contendo a marca. Como esse marcador € dominante e esta
ligado em repulsdo com o gene de resisténcia dominante, ele marca o alelo r. Portanto,
0s genatipos identificados com o marcador foram 9 RR e 16 _r, estes dados confirmam
a segregacdo aproximada de 1RR : 3 r (Tabela 4). Os 9 individuos seréo, portanto,
resistentes homozigotos. Os demais 16 cafeeiros poderdo ser resistentes se forem
heterozigotos (Rr) ou suscetiveis se forem homozigotos (rr). Para haver maior eficiéncia
na incorporacdo e conducédo dos genes de resisténcia nos programa de melhoramento
deve-se selecionar preferencialmente os genoétipos resistentes homozigotos, esse
marcador atendeu perfeitamente esse requisito, nesse loco. O mesmo foi observado na
populacdo k-C35, segregacdo aproximada de 1RR : 3 _r (Tabela 4) . Nas populacdes
RCS todos os individuos amplificaram o fragmento do marcador SCAF2, podendo,
portanto ser Rr ou rr. Para essa populacdo ndo foi possivel selecionar individuos
resistentes, por se tratar de um marcador dominante em repulséo. (Jabela 4

O marcador SSR16, por ser codominante permitiu identificar os individuos
homozigotos e heterozigotos resistentes (Figura 9 e 10). Nas popula¢des F3-C15,
observouse sete individuos RR, 11 Rr e sete rr, ja na populagd®3b observou-se
oito individuos RR, 18 Rr e 10 rr. Nas populacdes de RCS2 pode-se distinguir os
heterozigotos dos homozigotos recessivos, logo para a populagdo RCS2-C4U obteve-se
29 individuos Rr e 25 rr, na populagdo RCS2-POP5 observou-se 49 individuos Rr e 44
rr (Tabelas.
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Figura 9. Padrdo das bandas dos individuos de populacddTF genitor resistente
Hibrido de Timor UFV 443-03; CT= genitor susceptivel Catuai Amarelo IAC64 (UFV
2148-57); 1: individuos homozigms dominantes; 2: individuo homozigoto recessivo e
12: individuos heterozigotos.

2 2 12 12 2 12 122 2 12

Figura 10. Padrdo das bandas dos individuos de;.RESindividuo homozigoto
recessivo e 12: individuo heterozigoto.

Com base na genotipagem utilizando os dois marcadores podemos selecionar
individuos homozigotos resistentes para dar continuidadgapas de melhoramento
acelerando a obtencéo de cultivares resistentes.

Na populacao #foi possivel selecionar individuos homozigotos resistentes com
base nos dois marcadores, atigindo o principal objetivo de um programa de
melhoramento C15-1, C15-2, C15-3, C15-18, C15-22, C15-25, C15-26, C15-30, C35-
37, C35-52, C35-54, C35-65, C35-68, C35-70.

5.6. Avaliagdo da eficiéncia da Selegcéo Assistida

Como resultado da fenotipagem com a raca Il de H. vastatrix, obssrgoe-
todos os individuos da populacédg@®Ll5 apresentaram-se resistentes, enquanto que na
populacdo EC35 houve 30 resistentes para 6 suscetiveaspdpulacdo RCS-C4U
observou-se 36 individuos resistentes e 18 suscetiveis. Na populacdo RCS-POP5
observouse62 resistentes e 31 suscetiveis. (Tabela 5).
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Tabela 5. Segregacao da fenotipagem das populagéefRES com ureddsporos da

raca ll
Pop. Segreg Pop. Segreg Pop. Segreg Pop. Segreg
F3 F3 RCS RCS
C15 C35 c4u POP5
Resistente 25 4 30 3 36 3 62 3
Suscetivel - - 6 1 18 1 31
Total 25 4 36 4 54 4 93 4

Como demonstrado na Figural, para o avanco da geracdo de melhoramento,
foram selecionados dois individuos fenotipicamente resistentes da populacado F
obtendo-se as populacdes €15 e C35, e outros dois da RQ%ra a formacdo das
populacdes RCSPOP5 e C4U. Como a resisténcia do cafeeiro a raca Il de H. vastatrix
é condicionada por dois locos dominantes independentes (PESTANA et al., 2015) e os
individuos resistentes foram selecionados com base em dados fenotipicos para o avanco
de geracédo, ndo se sabe quais os genotipos eles possuem. Ter um alelo dominante em
um dos dois locos é suficiente para que o individuo seja resistente e, portanto,
selecionado para avancar geragdo. Os possiveis genétipos dos individuos resistentes na
geragao ke na geragao de RG®om sua respectiva progénie, estao representados nas
Tabelas & 7, respectivamente.

Tabela 6. Gendtipos oriundos da autofecundacdo de individuos resistentes F
correspondentes as plantas resistentes selecionadas para formar a popuéagao F
estudo.

F. resistentes
AaBB AaBb AABB AABDb AADbb Aabb aBB aaBb

3 F

1AABB 9A-B- 1AABB 1AABB 1AAbb 1AAbb 1a&8B ladBB

2AaBB  3A-bb 2AABDb 2Aabb 2ad8b
ladBB 3aaB- 1AAbb laabb laabb
laabb
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Tabela 7.Genotipos oriundos do retrocruzamento de individuos resistentesn
genitor susceptivel Catuai Amarelo IAC 64 (UFV 2148-57) para formar a populacao
RCSem estudo.

RCS resistentes

AaBb Aabb aaBb
RCS
1AaBb 1Aabb ladb
1Aabb 1 aabb laabb
laaBb
aadb

De acordo com a Tabela 4, com a genotipagematicador SCAF2 e SSR16 na
populacao k-C15, obteve-se segregacdo de 1RR: 3r_ e 1RR: 2 Rr: 1rr respectivamente.
Enquanto que, na fenotipagem, todos os individuos apresentaram-se resistentes
(tabelab). Para se inferir quélo gendtipo do individuo 15 da populac&odte deu
origem a essa populacdo, e assim se conhecer os genoétipos dos indiydubgpara
os dois locos, foi comparada a segregacédo observada na tabela 4 com os resultados d
fenotipagem obtida na tabela 5 com os possiveis genoétipos da tabela 6. Com isso, pode-
se concluir qgue o gendtipo do individuo 15, selecionado para o desenvolvimento da
populacdo EC15, € AAb ou AaBB, dependendo de qual loco o marcador esta
associado. Logo, todos os individuos dessa populacdo selecionados com base nos
marcadores SCAF2 e SSR16 sdo homozigotos dominantes para os dois locos, o que
mostra a alta eficiéncia desses marcadores em relacdo a fenotipagem, e sua utilizacao na
piramidacao de genes.

Para a populacaafE35, para se inferir os genoétipos dos individuos que deram
origem as populacdes, realizamas mesmas comparacoes, ou shs segregacoes da
genotipagem com a fenotipagem e com 0s possiveis genoétipos. Com isso, podemos
afirmar que o individuo 35 que originou a populacg@B5 apresenta gendtipo Aabb
ou aaBb. Logo, os individuos selecionados com base nos marcadores SCAF2 e SSR16
sao homozigotos dominantes para um dos locos.

Comparando a tabela 4 e 7 pode-se inferir que o gendtipo dos individuos 47 e
108 de RCgHque originaram as populagbes RGBssuem gendtipo Ad. Portanto,
nao foi possivel selecionar individuos homozigotos dominantes.

Notou-se uma maior eficiéncia na utilizacdo de marcas associadas a
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caracteristica, que a realizacdo da fenotipagem, além de ser mais trabalhosstag se ga
muito tempo e custos, ha necessidade da presenca da doenca. Os marcadores foram
mais eficientespois, através deles, podesaselecionar individuos homozigotos para

um loco ou ainda para os dois locos, 0 que na fenotipagem néo € possivel se distinguir.
Tais cafeeiros podem ser recomendados nos programas de melhoramento como
continuagdo das etapas de melhoramento, acelerando a obtengdo de cultivares

resistentes, dimuindo custos e tempo com a realizagéo da fenotipagem.

6. Conclusao

O desenvolvimento desses quatro marcadores SCARs fortemente ligados a locos
de resisténcia a ferrugem do cafeeiro permitem associar mapa genético de C. arabica
com mapa fisico de C. canephora. Esses marcadores SCARs e SSR previamente
identificado foram eficientes na selecdo assistida de 14 cafeeiros resistentes a raca Il de
Hemileia vastatrix, possibilitando um avanco nos programas de melhoramento do
cafeeiro visando resisténcia a essa doenca. O processo de selecdo de gendtipos
resistentes pelas técnicas convencionais € relativamente demorado, laborioso e
dependente de condicbes ambientais adequadas, portanto a selecdo assistida por
marcadores permitiu caracterizar e selecionar genoétipos resistentes, economizando

tempo e recurso para o desenvolvimento de novas cultivares superiores.
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