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“Aquele que habita no abrigo do Altissimo
e descansa a sombra do Todo-poderoso
pode dizer ao Senhor:

"Tu és o meu refiigio e a minha fortaleza,

o meu Deus, em quem confio".

Ele o livrard do lago do cagador

e do veneno mortal.

Ele o cobrird com as suas penas,

e sob as suas asas vocé encontrard refiigio;
a fidelidade dele serd o seu escudo protetor.
Vocé ndo temerd o pavor da noite

nem a flecha que voa de dia,

nem a peste que se move sorrateira nas trevas,
nem a praga que devasta ao meio-dia.

Mil poderdo cair ao seu lado;

dez mil, a sua direita,

mas nada o atingird.

Vocé simplesmente olhard,

e verd o castigo dos impios.

Se vocé fizer do Altissimo o seu abrigo,

do Senhor o seu refiigio,

nenhum mal o atingird,

desgraca alguma chegard a sua tenda.
Porque a seus anjos ele dard ordens

a seu respeito,

para que o protejam em todos

os seus caminhos;

com as mdos eles o segurardo,

para que vocé ndo tropece em alguma pedra.
Vocé pisard o ledo e a cobra;

pisoteard o ledo forte e a serpente.
"Porque ele me ama, eu o resgatarei;

eu o protegerei, pois conhece o meu nome.
Ele clamard a mim, e eu lhe darei resposta,
e na adversidade estarei com ele;

vou livrd-lo e cobri-lo de honra.

Vida longa eu lhe darei,

e lhe mostrarei a minha salvacdo."

(Salmo 91)



RESUMO

GONZALES, Rafael Vago Gonzales, D.Sc., Universidade Federal de Vicosa, setembro de
2022. Estudo de associacao genomica ampla da resisténcia do germoplasma Amphillo a
Meloidogyne paranaensis. Orientador: Eveline Teixeira Caixeta. Coorientadores: Sonia Maria
de Lima Salgado e Moysés Nascimento.

O fitonematoide Meloidogyne paranaensis ¢ uma das principais ameacas a cafeicultura. O
desenvolvimento de cultivares de Coffea arabica resistentes a este patdogeno ¢ uma demanda
urgente dos programas de melhoramento genético do cafeeiro. Progénies derivadas do
germoplasma silvestre ‘Amphillo’ sdo consideradas potenciais fontes de resisténcia a M.
paranaensis, porém, os mecanismos envolvidos nesta resisténcia ainda nio foram elucidados.
No presente trabalho, a resisténcia de diferentes progénies derivadas de Amphillo foi estudada
e foram identificados marcadores moleculares associados a resisténcia. Por meio da Associacao
Gendmica Ampla foram identificados marcadores SNP (Single Nucleotide Polymorphism)
associados a genes potencialmente envolvidos no controle da resisténcia. Foram analisados 158
gendtipos pertencentes a quatro progénies derivadas de cruzamentos entre germoplasma
‘Amphillo’ e linhagens da cultivar Catuai Vermelho. Estes cafeeiros foram fenotipados para
cinco caracteres relacionados a resisténcia, sendo eles as varidveis nota, nimero de ovos por
grama de raiz, fator de reproducdo e tipo de reagdo ao nematoide. Foram genotipados 7116
marcadores SNPs e ap6s filtragens de qualidade foram selecionados 931 SNPs para condugao
do estudo de associacdo gendmica ampla. Por meio do modelo linear misto foram identificados
12 SNPs com associagdes significativas com ao menos uma das varidveis avaliadas. Foram
mapeados 18 genes sendo considerados aqueles nos quais os SNPs estdo inseridos e os genes
imediatamente mais préximos nos sentidos upstream e downstream. Os resultados obtidos
fornecem subsidio para o desenvolvimento de marcadores para selecao assistida, para estudos
sobre a heranca genética e para elucidacdo de mecanismos moleculares envolvidos na

resisténcia de C. arabica a M. paranaensis.

Palavras-chave: Fitonematoéide. Arquitetura Genética. Meloidogyne paranaensis.



ABSTRACT

GONZALES, Rafael Vago Gonzales, D.Sc., Universidade Federal de Vicosa, September 2022.
Genomic-wide association study of Amphillo germplasm resistance to Meloidogyne
paranaensis. Advisor: Eveline Teixeira Caixeta. Co-advisors: Sonia Maria de Lima Salgado
and Moysés Nascimento.

The phytonematode Meloidogyne paranaensis is one of the main threats to coffee production.
The development of Coffea arabica cultivars resistant to this pathogen is an urgent demand for
coffee genetic breeding programs. Progenies derived from the wild germplasm 'Amphillo’ are
considered potential sources of resistance to M. paranaensis, however, the mechanisms
involved in this resistance have not yet been elucidated. In the present work, the resistance of
different progenies derived from Amphillo was studied and molecular markers associated with
resistance were identified. Through the Genomic-Wide Association, SNP (Single Nucleotide
Polymorphism) markers associated with genes potentially involved in resistance control were
identified. A total of 158 genotypes belonging to four progenies derived from crosses between
'Amphillo’ germplasm and lines of the cultivar Catuai Vermelho were analyzed. These coffee
plants were phenotyped for five characters related to resistance, being the variables note,
number of eggs per gram of root, reproduction factor and type of reaction to the nematode. A
total of 7116 SNP markers were genotyped and, after quality filtering, 931 SNPs were selected
to conduct the genome-wide association study. Through the mixed linear model, 12 SNPs with
significant associations with at least one of the evaluated variables were identified. Eighteen
genes were mapped, considering those in which the SNPs are inserted and the genes
immediately closest in the upstream and downstream senses. The results obtained provide
support for the development of markers for assisted selection, for studies on genetic inheritance
and for the elucidation of molecular mechanisms involved in the resistance of C. arabica to M.

paranaensis.

Keywords: Phytonematode. Genetic Architecture. Meloidogyne paranaensis.
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INTRODUCAO GERAL

O café exerce importante papel no agronegdcio brasileiro, com o pais destacando-se no
cendrio internacional como maior produtor e exportador desta commoditie
(INTERNATIONAL COFFEE ORGANIZATION, 2022). No ano agricola de 2021/2022 a
producdo nacional de café estd estimada em 50,38 milhdes de sacas (60 kg) de graos
beneficiados, oriunda de lavouras das espécies Coffea arabica L. (64,3%), com destaque para
o estado de Minas Gerais, e Coffea canephora Pierre ex A.Froehner (35,7%), com destaque
para o estado do Espirito Santo (COMPANHIA NACIONAL DE ABASTECIMENTO, 2022).

Dentre diversos fitopatégenos que afetam a produtividade do cafeeiro, merecem destaque
o fungo biotréfico Hemileia vastatrix Berkeley and Broome, causador da ferrugem alaranjada
(ZAMBOLIM, 2016), e espécies de fitonematoides pertencentes ao género Meloidogyne
(CAMPOS & SILVA, 2008), popularmente conhecidos como nematoides das galhas. Estes
ultimos sdo patdgenos de solo que parasitam o sistema radicular das plantas e, devido a
dificuldade de controle e a severidade dos ataques as cultivares suscetiveis, sdo considerados
as principais ameacas a cafeicultura em diversos paises (ALPIZAR et al., 2007; BERTRAND
et al., 2000; HEIN; GATZWEILER, 2006). Dentre as espécies que parasitam o cafeeiro,
Meloidogyne paranaensis é atualmente considerada a mais preocupante € uma potencial
ameaca a cafeicultura brasileira em razdo da severidade e danos causados nas lavouras
infestadas (BARROS et al., 2014; GONCALVES & SILVAROLLA, 2001).

Nos ambitos econdmico, social e ambiental, o controle genético, por meio da utilizagio
de cultivares resistentes na composi¢do de lavouras € a estratégia mais eficiente para o manejo
deste fitopatogeno (ANDREAZI et al., 2015; SHIGUEOKA et al., 2016). No entanto, a maioria
das cultivares comerciais de C. arabica disponiveis sdo suscetiveis a M. paranaensis
(BERTRAND et al., 1997; DE MUNIZ et al., 2009), o que torna imperativo aos programas de
melhoramento genético o desenvolvimento de cultivares resistentes. Um dos fatores limitantes
para o melhoramento € a baixa diversidade genética das principais cultivares comerciais de C.
arabica (SETOTAW et al., 2020), as quais apresentam comportamento homogéneo em campo
para as principais pragas e doengas agricolas (BERTRAND et al., 1999). Neste cendrio, cresce
como alternativa a busca por fontes de resisténcia em populacdes derivadas de acessos silvestres
oriundos da Etidpia, centro de origem e diversidade genética da espécie. Uma vez identificada
fontes, a resisténcia pode ser transferida para cultivares comerciais por meio dos programas de
melhoramento (ANTHONY et al., 2003; BOISSEAU et al., 2009; FATOBENE et al., 2017,
HOLDERBAUM et al., 2020).
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Apesar do empenho dos programas de melhoramento para o desenvolvimento de
cultivares de C. arabica resistentes aos fitonematoides, o avangco dos trabalhos encontra
limitacdes comuns ao melhoramento das espécies perenes, como o longo tempo e drea
demandados para a avaliacao de um ciclo completo da cultura, bem como para a realiza¢ao dos
cléssicos testes de resisténcia, principalmente no que concerne a avaliagdo do comportamento
de diferentes fontes de germoplasma em 4reas infestadas (SALGADO et al., 2011).

Nas tltimas décadas, os marcadores moleculares emergiram como importante ferramenta
para o melhoramento genético de plantas, permitindo a selecdo indireta de caracteristicas em
geracdes segregantes precoces (CAIXETA et al., 2006). Dentre os diferentes tipos de
marcadores moleculares disponiveis, os single nucleotide polymorphisms (SNPs) apresentam
vantagens como alta abundéncia, distribuicio homogénea ao longo do genoma e possibilidade
de automacdo, tornando possivel a genotipagem em larga escala (GARRIDO-CARDENAS et
al., 2018; HE et al., 2014; MAMMADOV et al., 2012; RESENDE et al., 2012). Uma das
técnicas que tém sido utilizadas para explorar estas vantagens é Associacdo Gendomica Ampla
(Genome Wide Association Studies - GWAS). Diversos trabalhos tém utilizado esta técnica para
identificacdo de associacOes entre marcadores moleculares e caracteres agrondmicos em
diversas culturas agricolas (ALOTAIBI et al., 2022; ALQUDAH et al., 2020; VERMA et al.,
2022; ZHANG et al., 2022), incluindo o cafeeiro (GIMASE et al., 2020; SANT’ANA et al.,
2018; SILVA et al., 2022a; TRAN et al., 2018). Estes estudos indicam que a técnica pode
auxiliar no aumento da eficiéncia dos programas de melhoramento, uma vez que a identificacdo
de marcadores associados a caracteres de interesse permite a maximizacao de ganhos genéticos
da selecdo e reducdo do tempo necessdrio para o desenvolvimento de cultivares.

O presente trabalho teve como objetivo: (i) identificar marcadores SNPs e regides
cromossOmicas com associacdes significativas com a resisténcia a M. paranaensis; (i1)
selecionar SNPs associados a resisténcia para serem validados e empregados na selecdo
assistida por marcadores (SAM) em programas de melhoramento buscando o desenvolvimento
de cultivares resistentes; (iii) identificar genes potencialmente envolvidos na resisténcia de C.

arabica a M. paranaensis.
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Importancia socioeconomica da cafeicultura

O café é uma das principais commodities no mercado internacional e de fundamental
importancia para a balanca comercial de diversos paises da América Latina, Africa e Asia, nos
quais a cafeicultura € a principal fonte de renda de milhdes de pequenos e médios agricultores
(AVELINO et al., 2015; BIKILA et al., 2017; GARTNER et al., 2013). A cadeia produtiva do
café também gera outros milhdes de postos de trabalho relacionados direta ou indiretamente a
logistica de distribui¢cdo, armazenamento, processamento, comércio e as indudstrias de
mdquinas, equipamentos e insumos agricolas (FERREIRA JUNIOR et al., 2016). Além da
producdo de bebida, uma das mais consumidas do mundo, os graos de café também sdo matéria-
prima nas industrias farmacéuticas e de cosméticos (BESSADA et al., 2018; COSTA et al.,
2014).

As espécies Coffea arabica L., popularmente conhecida como café arabica, e Coffea
canephora Pierre ex A. Froehner, popularmente conhecida como café robusta ou conilon, sdo
responsaveis por toda produciao comercial de cafés (MUNISWAMY et al., 2017; SETOTAW
et al., 2013). Por apresentar maior rendimento na torrefacdo, o café robusta é utilizado
principalmente na composi¢do de misturas (blends) com C. arabica. De modo geral, o café
robusta também apresenta maior teor de sdlidos soliveis em relacdo ao café ardbica, lhe
conferindo grande importincia para a industria de cafés soliveis. Ao café ardbica é
tradicionalmente atribuida melhor qualidade de bebida, motivo que faz com que,
historicamente, apresente valor de mercado superior ao café robusta. Por este motivo, a espécie
C. arabica € responsavel pela producdo de cafés finos e de alto valor comercial, sendo
comercializado puro ou em blends com café robusta (MCCOOK & VANDERMEER, 2015;
MISTRO et al., 2004; RIBEIRO et al., 2014).

No ano agricola 2021/2022, a produ¢ao mundial de café estimada € de 167,17 milhdes de
sacas (60 kg) de graos beneficiados (INTERNATIONAL COFFEE ORGANIZATION, 2022).
O Brasil € o maior produtor, maior exportador e segundo maior consumidor mundial de cafés
(ICO 2021). No ano agricola de 2021/2022, a expectativa de produgdo nacional € de
aproximadamente 50,38 milhdes de sacas de graos beneficiados, constituida por 64,3% por C.
arabica e 35,7% de C. canephora. Destacam-se neste cendrio os estados de Minas Gerais,
responsdvel por aproximadamente 67% da producdo nacional de C. arabica, e o estado do
Espirito Santo, responsdvel por aproximadamente 68% da producdo de C. canephora

(COMPANHIA NACIONAL DE ABASTECIMENTO, 2022).
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A espécie Coffea arabica

O género Coffea pertence a familia Rubiaceae e possui 124 espécies descritas (DAVIS et
al., 2011). Dentre as espécies do género, C. arabica tem origem relativamente recente
(LASHERMES et al., 1999), originada da hibridacdo natural entre C. canephora e Coffea
eugenioides ocorrida entre 10 mil e 600 mil anos atrds no nordeste do continente africano,
regido da atual Etidpia. Além de centro de origem, a Etiépia é considerada o centro de
diversidade genética da espécie, de modo que é comum encontrd-la na forma silvestre como
planta de sub-bosque em florestas de altitude no sudoeste do pais (SYLVAIN, 1955). A espécie
também pode ser encontrada na forma silvestre no sudeste do Suddo (THOMAS, 1942) e no
Monte Marsabit, no Kénia (ANTHONY et al., 1987; CHARRIER & BERTHAUD, 1985).

Diferentemente das demais espécies do género Coffea, que sao diploides (CHARRIER &
BERTHAUD, 1985), a espécie C. arabica é alotetrapléide (2n = 4x = 44) (LASHERMES et
al,, 1999). A espécie apresenta comportamento meidtico semelhante as diploide, com
reproducdo predominantemente autdgama e baixas taxas de fecundagdo cruzada (CARVALHO
et al., 1991).

As primeiras lavouras comerciais de C. arabica foram implantadas no sul da peninsula
Arabica, atual I€émen, cerca de cinco séculos atrds. Apenas por volta do ano 1700 que a espécie
foi introduzida no sudeste da Asia. No inicio do século XVIII, sementes de progénies de uma
unica planta foram coletadas na Europa e levadas para a América Latina, dando inicio a
cafeicultura neste continente (CARVALHO, 1946; CHEVALIER & DRAGON, 1928). Estas
primeiras introducdes originaram a variedade hoje conhecida como Typica (CARVALHO et
al., 1969). No século XIX, novas introdugdes oriundas da Ilha de Bourbon (HAARER, 1956)
foram realizadas na América do Sul. Estas introdu¢des deram origem a variedade Bourbon
(CARVALHO et al., 1969). Foi a partir destas introducdes que, por meio de mutacdes (KRUG;
CARVALHO, 1951), hibridag¢des (naturais ou artificiais) e sele¢des, as plantas de C. arabica
cultivadas no Iémen, ja com base genética estreita (DAVIS et al., 2011), deram origem a todas
as cultivares de C. arabica hoje cultivadas em escala comercial (ANTHONY et al., 2002;
FERWERDA, 1976; WELLMAN, 1961).

Dentre as cultivares comerciais originadas das bases genéticas de Typica e Boubon, as
mais disseminadas e cultivadas em nivel mundial sdo a Caturra, originada da mutacdo em
material da variedade Bourbon (KRUG, 1949), Mundo Novo, originada da hibridiza¢do natural
entre as variedades Typica e Bourbon (CARVALHO et al., 1969), e Catuai, originada da
hibridagao entre as cultivares Caturra e Mundo Novo (BISCO & LOGAN, 1987).
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Devido a homogeneidade genotipica das principais cultivares comerciais para
caracteristicas como susceptibilidade as doencas, na segunda metade do século XX foram
implementados programas de melhoramento de C. arabica em diferentes paises produtores,
como Brasil, Colombia, Quénia, Costa Rica e Honduras (CASTILLO & MORENO, 1981;
LEROY et al., 2006; MONACO, 1977; VAN DER VOSSEN, 1985). Desde entdo, um dos
principais objetivos destes programas € transferir caracteristicas identificadas nas espécies
dipléides do género Coffea, especialmente C. canephora, para as cultivares comerciais de C.
arabica (CARVALHO, 1988). Dentre estas caracteristicas merecem destaque a resisténcia a
ferrugem (Hemileia vastatrix Berkeley And Broome), a Coffee Berry Disease (Colletotrichum
kahawae sensu Hindor) e aos nematoides (Meloidogyne spp.).

No Brasil, o melhoramento genético do cafeeiro arabica € conduzido de forma
independente ou em parcerias entre diferentes instituicdes publicas, com destaque para os
programas desenvolvidos pelo Instituto Agrondmico de Campinas (IAC), Empresa Brasileira
de Pesquisa Agropecudria (Embrapa), Empresa de Pesquisa Agropecudria de Minas Gerais
(Epamig), Universidade Federal de Vigosa (UFV), Universidade Federal de Lavras (UFLA),
Instituto de Desenvolvimento Rural do Parand (IDR-Parand) e a Fundagdo de Apoio a
Tecnologia Cafeeira (Fundacao Procafé) (REICHMAN, 2018; SERA, 2001; ZAMBOLIM,
2016; FUNDACAO DE APOIO A TECNOLOGIA CAFEEIRA, 2022). Estes programas de
melhoramento langcaram diversas cultivares nas dltimas décadas, atendendo a demandas como
porte baixo, arquitetura de planta, adaptacdo a diferentes condicdes edafocliméticas e
resisténcia a mancha bacteriana, a ferrugem e a nematoides (FAZUQOLI et al., 2007; GROSSI
et al., 2013; SERA et al., 2007, 2010, 2017, 2020; FAZUOLLI, 2017; SERA, 2001).

O género Meloidogyne

Os fitonematoides pertencentes ao género Meloidogyne Goeldi s@o conhecidos
popularmente como nematoides das galhas e causam danos econdmicos em diversas culturas
em todas as regides agricolas do mundo (CAPORALINO et al., 2007; MUNIZ et al., 2008).
Na cafeicultura, sdo considerados um dos principais problemas fitossanitdrios nas principais
paises produtores (ALPIZAR et al., 2007; BERTRAND et al., 2000; BERTRAND &
ANTHONY, 2008; CAMPOS & SILVA, 2008; CARNEIRO et al., 2004; CASTRO et al., 2008;
LOPEZ-LIMA et al., 2015; NOIR et al., 2003; VILLAIN et al., 2013; VILLAIN et al., 2018).

Os danos causados por Meloidogyne spp. ao cafeeiro variam em fun¢do da espécie do
parasita, suscetibilidade da cultivar, tipo de solo, clima e nivel tecnoldgico da lavoura

(BARBOSA et al., 2004; BOISSEAU et al., 2009; CAMPOS et al., 1990). Em lavouras
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constituidas por genétipos suscetiveis, a infestacdo pode causar prejuizos que variam desde
perdas moderadas, com reducdes de 10-20% na produgdo, até danos graves as lavouras, com
perdas de até 80% dos sistema radicular do cafeeiro levando a morte das plantas (BERTRAND
et al., 1997, BERTRAND & ANTHONY, 2008). A infeccdo € iniciada quando juvenis de
segundo estdgio (J2) penetram as raizes e migram intercelularmente até o cilindro vascular,
onde estabelecem um ponto de alimentacdo e tornam-se sedentarios. Apds o estabelecimento,
o juvenil injeta, por meio do estilete, secrecdes das glandulas esofagianas, induzindo a formagao
de células gigantes. A hipertrofia destas células leva a formacdo de nddulos nas raizes,
conhecidos como galhas. Na parte aérea da planta é possivel observar clorose, queda foliar,
sintomas tipicos de deficiéncias nutricionais, reducdo do crescimento e depauperamento geral,
podendo causar a morte da planta (DANEEL, 2017).

Dezenove espécies de Meloidogyne ja foram descritas infectando o cafeeiro (CARNEIRO
& COFCEWICZ, 2008; HUMPHREYS-PEREIRA et al., 2014; TRINH et al., 2019), dentre as
quais, as mais comumente encontradas no Brasil sdo M. paranaensis, M. incognita, M. exigua,
M. coffeicola e M. izalcoensis (STEFANELO et al., 2019). As que apresentam maior relevancia
econdmica sao M. exigua, M. incognita e M. paranaensis (SANTOS et al., 2018a, SANTOS et
al., 2018b, SANTOS et al., 2021).

A espécie Meloidogyne paranaensis

A espécie M. paranaensis, Gltima do género Meloidogyne a ser descrita, foi relatada pela
primeira vez no Brasil, no ano de 1996, infectando plantas de C. arabica em lavouras no estado
do Parana. Por mais de 20 anos antes da descri¢do, a espécie foi confundida com M. incognita
(CARNEIRO et al., 1996). Atualmente € considerada a espécie mais preocupante € potencial
ameaca a cafeicultura brasileira devido a suscetibilidade das principais cultivares comerciais de
C. arabica, agressividade do patdgeno e as consequentes perdas economicas (GONCALVES
& SILVAROLLA, 2007).

A sintomatologia da infeccdo pela espécie M. paranaensis apresenta como
particularidades a formacdo rachaduras no cértex das raizes, principalmente na raiz principal.
Na parte aérea da planta € possivel observar clorose, necrose e queda foliar, redu¢do do
crescimento e declinio geral da planta, frequentemente levando-as a morte (CAMPOS &
SILVA, 2008; CAMPOS & VILLAIN, 2005; CARNEIRO et al., 1996).

Menos de trés décadas apds a descrigdo, a espécie estd amplamente disseminada em quase
todas as regides cafeeiras do Brasil, com relatos nos estados do Parand (CARNEIRO et al.,

1996, 2004; KRZYZANOWSKI et al., 2001), Sao Paulo (CARNEIRO et al., 2004;
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LORDELLO et al., 2001), Espirito Santo (BARROS et al., 2011b, 2014), Goids (SILVA et al.,
2009) e Minas Gerais (CASTRO et al., 2003; SALGADO et al., 2018; FERNANDES et al.,
2019; TERRA et al., 2019). Neste tltimo estado, maior produtor nacional de C. arabica e onde
a cafeicultura desempenha importante papel econdomico e social, a espécie ja foi identificada
nos municipios de Serra do Salitre, Patrocinio (CASTRO et al., 2003), Piumhi, Carmo da
Cachoeira (CASTRO et al.,, 2008; SALGADO et al.,, 2018), Indiandpolis, Araguari
(FERNANDES et al., 2019), Carmo do Paranaiba, Monte Carmelo e Rio Paranaiba (TERRA et
al., 2019). A espécie ja foi identificada em outros paises do continente americano, como
Guatemala (VILLAIN et al., 2013) e México (LOPEZ-LIMA et al., 2015), também sendo
relatada no Havai (CARNEIRO et al., 2004).

Resisténcia genética do cafeeiro a M. paranaensis

O controle genético, por meio do emprego de cultivares resistentes, representa a
alternativa mais eficaz e ecologicamente correta para o manejo de M. paranaensis
(ALBUQUERQUE et al., 2010; ALPIZAR et al., 2007; ANDREAZI et al., 2015; ANTHONY
et al., 2003; BERTRAND; ANTHONY, 2008; BOISSEAU et al., 2009; CAMPOS et al., 1990;
CAPORALINO et al., 2007; DINIZ et al., 2005; NOIR et al., 2003). Uma vez que a maioria
das cultivares comerciais de C. arabica apresentam alta suscetibilidade a M. paranaensis
(BERTRAND et al., 1999; DE MUNIZ et al., 2009), o desenvolvimento de cultivares com alta
produtividade e resisténcia a M. paranaensis ¢ um dos objetivos dos programas de
melhoramento genético da espécie (SERA et al., 2007; LIMA et al., 2015; SALGADO et al.,
2014).

Um dos fatores limitantes do melhoramento de C. arabica € a baixa diversidade genética
da espécie, atribuida a sua origem relativamente recente, sistema reprodutivo e evolucao
(LASHERMES et al., 1999). Outro aspecto a ser considerado é que as atuais cultivares
comerciais de C. arabica sao resultantes de um processo de selecdo em bases genéticas estreitas
de Typica e Bourbon a partir do século XVIII (ANTHONY et al., 2002). Estes fatores justificam
o comportamento agrondmico homogéneo das principais cultivares (Caturra, Catuai, Mundo
Novo) em relagdo a susceptibilidade as pragas e doengas, como a ferrugem (Hemileia vastatrix)
e aos nematoides (BERTRAND et al., 1999).

Devido a susceptibilidade das cultivares comerciais a M. paranaensis, diversos trabalhos
tém buscado resisténcia em acessos silvestres de C. arabica da Etidpia, centro de origem da
espécie (ANTHONY et al.,, 2003; BOISSEAU et al., 2009; FATOBENE et al., 2017;
HOLDERBAUM et al., 2020). Estes genétipos representam alternativas como fontes de
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resisténcia, que pode ser, por meio do melhoramento, transferida para as variedades cultivadas.
Trabalhos tém identificado progénies oriundas de cruzamentos entre estes acessos silvestres e
cultivares comerciais com desempenho agrondmico satisfatério combinado com resisténcia ou
tolerancia a M. paranaensis (CARVALHO et al., 2017; PERES et al., 2017; SALGADO et al.,
2014; SANTOS et al., 2018c). Duas cultivares desenvolvidas pela Epamig denominadas MGS
Guaicara e MGS Vereda foram registradas no ano de 2021 (REGISTRO NACIONAL DE
CULTIVARES, 2022). Estas cultivares sd@o oriundas de selecdo genealdgica em progénies
originadas de cruzamentos entre linhagens de Catuai Vermelho e selecdes Amphillo e
apresentam resisténcia M. paranaensis e alto vigor vegetativo. No entanto, apresentam
suscetibilidade as demais pragas e doencas que afetam o cafeeiro. Estes acessos designados
Amphillo s3o oriundos de sementes coletadas na Etidpia e que deram origem a mudas
posteriormente introduzidas no Brasil em 1953, junto ao IAC.

Resisténcia a M. paranaensis foi identificada nas espécies C. conguensis e C. canephora
(GONCALVES et al., 1988). Uma estratégia utilizada para viabilizar o cultivo de C. arabica
em areas infestadas com M. paranaensis € a enxertia sobre porta-enxertos resistentes da espécie
C. canephora, como Apoatd IAC 2258 e Nemaya (ANDREAZI et al., 2015; BERTRAND &
ANTHONY, 2008; SERA et al., 2006). No entanto, a cultivar Apoatd pode apresentar
segregacdo da resisténcia a M. paranaensis (SALGADO et al., 2019) e problemas de
incompatibilidade enxerto/porta-enxerto com C. arabica (BERTRAND; ANTHONY &
LASHERMES, 2001). Além disso, plantas enxertadas sobre o porta-enxerto Apoata IAC 2258
tendem a apresentar menor vigor vegetativo (OLIVEIRA et al., 2002) e menor produtividade
em areas nao infestadas quando comparadas a mesma cultivar ndo enxertada (DIAS et al.,
2011).

Outra estratégia para o aproveitamento de C. canephora como fonte de resisténcia € a
introgressao dos genes por meio de cruzamentos interespecificos com C. arabica (BERTRAND
& ANTHONY, 2008). Genoétipos pertencentes ao germoplasma Icatu, originado da hibridacao
entre C. canephora e C. arabica cultivar Bourbon Vermelho, apresentam resisténcia a M.
paranaensis, ocorrendo segregacdo da caracteristica em suas progénies (GONCALVES &
SILVAROLLA, 2007; MATA et al., 2002; MATIELLO et al., 2010; SERA et al., 2004).
Alguns trabalhos identificaram progénies originadas deste grupo com 100% de plantas
resistentes (ANDREAZI et al., 2015; SHIGUEOKA et al., 2016). Um cruzamento espontaneo
entre Icatu JAC 925 com uma planta de C. arabica nado identificada, originou a cultivar IPR
106, resistente a M. paranaensis € M. incognita e adaptada ao estado do Parand (SERA et al.,

2020).
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Acessos derivados de Hibrido de Timor, um hibrido interespecifico natural entre C.
arabica e C. canephora (BETTENCOURT, 1973) sdo considerados as principais fontes de
resisténcia a M. exigua, (BERTRAND et al, 1997; BERTRAND & ANTHONY;
LASHERMES, 2001; GONCALVES & PEREIRA, 1998), M. incognita e também tem
apresentado resisténcia a M. paranaensis (GONCALVES; SILVAROLLA, 2001;
KANAYAMA et al., 2009; PERES et al., 2017; SALGADO; REZENDE; NUNES, 2014;
SANTOS et al., 2018a).

Outro caso de introgressao de resisténcia a M. paranaensis em C. arabica por meio de
cruzamentos interespecificos € a cultivar IPR 100 (SERA et al., 2017). Esta cultivar também
apresenta resisténcia a M. exigua (BARRANTES et al., 2020; REZENDE et al., 2017) a
algumas populacdes de M. incognita (SERA et al., 2017) e suscetibilidade a ferrugem. tendo
sido originada do cruzamento entre Catuai com genotipo de café oriundo da série ‘BA-10’, a
qual € portadora de genes de C. liberica, provavel fonte da resisténcia expressa por esse acesso
(ANDREAZI et al., 2015).

Apesar da existéncia das fontes de resisténcia a M. paranaensis acima mencionadas,
poucas cultivares comerciais sdo conhecidas. Neste contexto, tornam-se imperativos estudos
buscando o desenvolvimento de cultivares resistentes a M. paranaensis associadas a
caracteristicas como resisténcia a ferrugem, alta produtividade, qualidade de bebida e adaptacdo

as condi¢des edafoclimaticas do estado de Minas Gerais.
Heranca da resisténcia a Meloidogyne spp.

Em nivel molecular, poucos genes de resisténcia (R) aos nematoides das galhas foram
clonados. Estes poucos genes foram identificados em tomate, batata, beterraba e soja (FULLER
et al., 2008). Em C. arabica, a resisténcia genética a M. exigua é governada pelo gene Mex-1,
o qual foi introgredido a partir espécie C. canephora (NOIR et al., 2003). Esse gene ja foi
mapeado, porém, ainda ndo foi clonado. Estudos demostraram que o gene apresenta dominancia
incompleta, permitindo em genatipos heterozigotos a penetracido do nematoide, porém, inibindo
sua reproducdo. Genétipos portadores do gene apresentam reagao de hipersensibilidade (HR)
em resposta a tentativa de infecao pelo nematoide (ALPIZAR; ETIENNE; BERTRAND, 2007;
NOIR et al., 2003).

Observacodes histolégicas no acesso ‘UFV408-28°, derivado de HDT e resistente a M.
incognita, mostraram que de 6-8 dias apds a penetracdo de juvenis desta espécie as células ao
entorno dos nematoides exibiram respostas tipicas da reacdo de HR, com acimulo de compostos

fendlicos e aspecto necrotico. Estas interagdes indicaram que possivelmente a resisténcia de C.
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arabica a M. incognita é intermediada por um gene de efeito maior. Devido a suscetibilidade
deste mesmo gendtipo a M. exigua, possivelmente a resisténcia a M. incognita estd associada a
outro gene que nao Mex-1 (ALBUQUERQUE et al., 2010).

Em C. canephora estudos histoldgicos detectaram reagdes de hipersensibilidade a M.
paranaensis em gendtipo resistente (LIMA et al., 2015) . A resisténcia do germoplasma
Amphillo a M. paranaensis foi investigada por Alves et al. (2019). Por meio de observacdes
histolégicas, estes autores detectaram penetracdo de J2 nas raizes do genétipo resistente
Amphillo “16-6-1 em menores taxas e quantidade quando comparadas ao genotipo suscetivel
Catuai Vermelho IAC 144. Os juvenis que conseguem penetrar os tecidos do hospedeiro
resistente migram para o cilindro vascular e estabelecem sitio de alimentacdo, incitando a
formacao de células gigantes de modo similar ao observado no genétipo suscetivel nos estadios
iniciais da infec¢do. No entanto, em estddios mais tardios € observado grande nimero de células
gigantes vazias nos tecidos do gendtipo resistente, o que deve ser atribuido a degeneragao do
sitio de alimentacdo. Desde o inicio da penetracdo dos J2 até estddios avancados de infecc¢do
foi observada forte autofluorescéncia em tecidos do genétipo resistente corados com azul de
Toluidina, indicando o acimulo de compostos relacionados a respostas de defesa e necrose
celular. Os resultados obtidos por estes autores sugerem que a resisténcia a M. paranaensis
observada no germoplasma de Amphillo estd associada a mecanismos pré-infec¢do, como a
presenca de toxinas e antagonistas quimicos, bem como mecanismo pds-infecgdo,
possivelmente associada a produto de genes R que induzem a reacdo de HR na presenca do
patdégeno.

Em estudo de metaboldmica, foi observada maior concentragdo de sacarose aos 8 e 14 dias
apo6s a inoculagdo com M. paranaensis em folhas do gen6tipo resistente Amphillo ‘16-6-1" em
relacdo ao genodtipo suscetivel Catuai Vermelho IAC 144. Estes resultados sugerem que a
sacarose pode ter papel na resisténcia do germoplasma de Amphillo a M. paranaensis (ALVES,

2020).
Marcadores moleculares

Marcadores moleculares sio uma classe de marcadores genéticos constituida pelas
variacOes presentes nas sequencias de nucleotideos de diferentes individuos de uma espécie
(BARMAN & KUNDU, 2019). Essas variacOes sao originadas por meio de inserc¢oes, delegoes,
duplicagdes, translocagdes e substituicdes no DNA gendmico, nem sempre afetando a atividade
dos genes (NADEEM et al., 2018). Geralmente, estes marcadores ndo constituem o gene de

interesse em si, mas estdo a ele ligados e atuam como sinais ou indicadores (RABIEI, 2007).
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Estes marcadores apresentam vantagens sobre marcadores morfoldgicos e bioquimicos uma vez
que ndo sdo afetados pelo ambiente, estdgio de desenvolvimento, tecido da planta, pleiotropia
e epistasia (ADHIKARI et al., 2017).

Tradicionalmente, os marcadores moleculares eram classificados em dois grupos quanto
ao método de deteccdo: baseados em hibridizacdo ou baseados em PCR (Polimerase Chain
Reaction). O advento do primeiro grupo foi possibilitado pela descoberta das enzimas de
restri¢ao na década de 1970 (LINN & ARBER, 1968; MESELSON & YUAN, 1968), que
permitiram o desenvolvimento de marcadores RFLP (Restriction Fragment Lenght
Polymorphism) (GRODZICKER et al., 1974). A descoberta da técnica de PCR (Polymerase
Chain Reaction) na década de 1980 (MULLIS; FALOONA, 1987) possibilitou a multiplicacao
exponencial in vitro de amostras de DNA. Desde entdo, varios tipos de marcadores baseados
na técnica de PCR foram desenvolvidos, sendo os mais conhecidos os Microssatélites (LITT &
LUTY, 1989; TAUTZ, 1989; WEBER & MAY, 1989), STS (Sequence Tagged Sites) (OLSON
et al., 1989); RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA) (WELSH & MCCLELLAND,
1990; WILLIAMS et al., 1990), SCAR (Sequence Characterized Amplified Regions) (PARAN;
MICHELMORE, 1993) AFLP (Amplified Fragment Lenght Polymorphis) (VOS et al., 1995).

Com os avancos obtidos nas duas dltimas décadas nas tecnologias de sequenciamento de
DNA, como o Sequenciamento de Nova Geragdo (Next Generation Sequencing) (SHENDURE
& J1, 2008) e Genotipagem por Sequenciamento (Genotyping by sequencing) (ELSHIRE et al.,
2011) surgiu um terceiro grupo de marcadores moleculares. Este grupo € constituido pelos
marcadores baseados no sequenciamento do DNA (AHMAD et al., 2017; BEISSINGER et al.,
2013; HE et al., 2014). O principal tipo de marcador de deste grupo sdo os marcadores SNP
(Single Nucleotide Polymorphism) (WANG et al., 1998).

Desde a descoberta na década de 1970, os marcadores moleculares se tornaram
importantes ferramentas para estudos genéticos e para o melhoramento genético de plantas
(GARRIDO-CARDENAS et al., 2018), proporcionando aumento da produtividade de
importantes culturas agricolas. Dentre as diversas aplicacdes dos marcadores moleculares em
programas de melhoramento e estudos genéticos podemos destacar os estudos de filogenia,
diversidade genética, conservacdo e manutencdo de bancos de germoplasma, testes de
paternidade, constru¢do de mapas de ligacdo, mapeamentos comparativos, mapeamentos de
QTL (Quantitative Loci Trait), mapeamento génico, mapeamento de associacdo, certificacao
de cruzamentos, selecdo de genitores, selecdo recorrente, predicao de hibridos, selecio assistida

por marcadores (SAM), introgressdo de caracteristicas, estudos de associagdo gendmica ampla
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(GWAS), selecao gendmica ampla (GWS) e protecdo de cultivares (ADHIKARI et al., 2017,
AHMAD; ANJUM, 2018; BARMAN; KUNDU, 2019; NADEEM et al., 2018).

Marcadores SNP

Marcadores SNPs sdo posi¢des de um dnico par de bases no DNA gendmico onde sdo
detectadas sequencias alternativas entre os individuos normais de uma populacdo. Essas
variacdes sdo originadas por meio de substituicdes dos nucleotideos, as quais podem ser
transi¢Oes ou transversdes (BROOKES, 1999). Estes marcadores sdo as fontes mais abundantes
de variagdes nos genomas de plantas e animais, permitindo a avaliacdo de um grande nimero
de loci. Outras importantes caracteristicas sdo distribuicio homogénea ao longo do genoma,
bialelismo, codominancia, baixas taxas de mutacdo adicional, alta herdabilidade e
transferibilidade entre individuos e espécies (AGARWAL et al,, 2008; GARRIDO-
CARDENAS et al., 2018; RESENDE et al., 2014; XU & CROUCH, 2008). Essas vantagens
fazem com que os SNPs sejam considerados o “tipo ideal” de marcador molecular (BARMAN
& KUNDU, 2019).

Diferentes metodologias t€ém sido empregadas para a genotipagem de SNPs (NADEEM
et al., 2018). Dentre as principais estdo as técnicas baseadas em hibridizacado de alelo especifico,
extensao com primers, ligacao do alelo com oligonucleotidoes especificos e clivagem invasiva
(SOBRINO et al., 2005). Avancos recentes na biologia molecular como as tecnologias de NGS,
NGS baseada em chips, GBS e PCR de alelos especificos tém tornado os SNPs o tipo de
marcador molecular mais atrativo para genotipagem (AGARWAL et al.,, 2008), sendo
considerados a unidade moderna para avaliacdo de variacdes genéticas (BUSH & MOORE,
2012).

A frequéncia dos marcadores SNPs é dada em geral como a frequéncia do alelo
alternativo (minor alele frequence - MAF) (BUSH & MOORE, 2012). A maior parte deles t€m
impactos minimos nos sistemas bioldgicos e estdo localizados em regides ndo codantes do
genoma. Quando ocorrem dentro de regides codantes, as alteragdes podem ser ndo sindnimas,
com mudancas na sequéncia de aminodcidos, podendo provocar a alteracdes fenotipicas
(AGARWAL et al., 2008), ou sindnimas, quando nao hd alteracdes na sequéncia de
aminoacidos. Em ambas as situagdes, pode haver associagdo entre SNPs e variacdes fenotipicas
governadas pelo gene no qual estdo inseridos o que flanqueiam (ADHIKARTI et al., 2017). Estes
marcadores tém se tornado poderosa ferramenta nos estudos genéticos e no melhoramento de
plantas (MAMMADOV et al., 2012). Devido as associagdes entre SNPs e fendtipos, estes

marcadores constituem potenciais ferramentas para selecdo assistida, constru¢cdo de mapas
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genéticos de alta densidade (BAI et al., 2018), isolamento de genes marcadores usando
clonagem posicional (ADHIKARI et al., 2017), na selecdo gendmica ampla (Genome Wide
Selection - GWS) (RESENDE et al., 2014) e estudos de associacdo gendmica ampla (Genome-
Wide Association Studies — GWAS) (ATWELL et al., 2010).

Estudos de associagdo genomica ampla

A compreensao da heranca de diversas caracteristicas agrondmicas nas plantas cultivadas
€ de grande importancia para o melhoramento vegetal. Um dos principais métodos utilizados
para a investigacdo da arquitetura dos caracteres sdo os mapeamentos de QTL (Quantitative
Trait Loci), que sdo baseados na segregacdo entre marcadores e caracteres de interesse em
populacdes oriundas de parentais contrastantes (ALQUDAH et al., 2020). Nas ultimas décadas,
atécnica GWAS teve grande evolugao, impulsionada pelo potencial na investigacao das causas
genéticas de doengas humanas e na farmacologia (BUSH & MOORE, 2012; HIRSCHHORN
& DALY, 2005). No melhoramento genético vegetal a técnica tem sido utilizada para calcular
a associacdes gendtipo x fendtipo a partir de populagdes constituidas por individuos ndo
relacionados e geneticamente diversos, tendo como principais objetivos a identificacdo de
fatores envolvidos na heranca e determinagdo da arquitetura genética do caractere. A técnica
tem permitido identificar alelos envolvidos na herancga de diversas caracteristicas, 0s quais nao
seriam identificaveis por meio de estudos em populagdes de mapeamento de QTL (ALQUDAH
et al., 2020).

A técnica € baseada no desequilibrio de ligacdo (Linkage-Disequilibrium - LD) entre
marcadores moleculares e genes. Para determinado marcador ser util, deve corresponder a um
alelo causal ou estar altamente correlacionado com alelos do gene causal, ou seja, em alto LD
(JORDE, 2000; KRUGLYAK, 1999). A aplicagdo é dividida em trés etapas bdsicas:(i)
fenotipagem da populacdo para a caracteristica de interesse; (ii) genotipagem da populacio
usando marcadores moleculares; (iii) deteccdo de associacdo entre alelos e o caractere de
interesse aplicando o modelo adequado a populacdo. Nesta ultima etapa € verificada a
significancia do efeito do marcador em cada caracteristica estudada, havendo diversas
abordagens estatisticas disponiveis para estas andlises (ALQUDAH et al., 2020).

Diversos estudos de GWAS tém permitido a identificacdo de marcadores associados a
resisténcia a fitonematoides (DABABAT et al., 2021; KUMAR et al., 2021; VUONG et al.,
2015; ZHANG et al., 2017a), incluindo espécies do género Meloidogyne (ALEKCEVETCH et
al., 2021; DIMKPA et al., 2016; HADA et al., 2020; PASSIANOTTO et al., 2017). A

identificacdo da associacdo destes marcadores com o caractere os torna uma valiosa ferramenta
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na selecdo assistida por marcadores (marker-assisted selection - MAS), permitindo maior
eficiéncia dos programas de melhoramento para obtencao de variedades resistentes (DIMKPA

et al., 2016; ZHANG et al., 2017a).
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INTRODUCAO

O café é uma das bebidas mais consumidas do mundo (SACHS et al., 2019). A produgao
mundial € derivada das espécies Coffea arabica L. e Coffea canephora Pierre ex A. Froehner,
as quais sdo cultivadas em mais de 80 paises (MISHRA; SLATER, 2012). Os graos
beneficiados destas espécies sdo uma das principais commodities no mercado internacional e
desempenham papel fundamental na balanca comercial de diversos paises da América Latina,
Africa e Asia (CATALAN et al., 2022). No ano agricola de 2021/2022, a produgdo mundial foi
estimada em mais de 167,2 milhdes de sacas de graos beneficiados (1CO, 2022).

Os fitonematoides pertencentes ao género Meloidogyne sao um dos maiores problemas
fitossanitdrios da cafeicultura, comprometendo a produtividade e longevidade de lavouras nas
principais regides cafeeiras do mundo (FATOBENE et al., 2019a; GONCALVES et al., 2021;
SANTOS et al., 2018b). Dentre as espécies de Meloidogyne que infectam cafeeiros, a espécie
Meloidogyne paranaensis (CARNEIRO et al., 1996) se destaca por acarretar sérios prejuizos a
cafeicultura brasileira em razdo da suscetibilidade observada entre as principais cultivares
comerciais, da agressividade (VILLAIN; SALGADO; TRINH, 2018) e da ripida dispersao
geografica do patogeno para diferentes regides cafeeiras (BARROS et al., 2011a;
FERNANDES et al., 2019; SALGADO et al., 2018).

O uso de cultivares resistentes € a estratégia de manejo mais eficiente em dreas infestadas
pelo patégeno (VILLAIN; SALGADO; TRINH, 2018). As cultivares comerciais IPR100 e
IPR106, portadoras de genes oriundos das espécies Coffea liberica e Coffea canephora,
respectivamente, sao resistente a M. paranaensis, apresentando, no entanto suscetibilidade a
ferrugem (Coffee Leaf Rust - CLR) (SERA et al., 2020, 2017), outra importante doenca do
cafeeiro. Desta forma, o desenvolvimento de cultivares com resisténcia multipla a CLR e M.
paranaensis e adaptadas as condi¢des edafoclimaticas das principais regides cafeeiras do Brasil
e do mundo € uma demanda imperativa para programas de melhoramento genético do cafeeiro.
Além disso, a introducdo de novas fontes de resisténcia e, consequentemente, obtencao de
cultivares contendo diferentes genes é importante para a durabilidade da resisténcia ao
nematoide.

Uma das principais limitagdes para o melhoramento genético de C. arabica € a baixa
diversidade genética da espécie. As principais cultivares comerciais sdo oriundas de bases
genéticas estreitas de Typica e/ou Bourbon (ANTHONY et al.,, 2002), apresentando
homogeneidade fenotipica (BERTRAND et al., 1999) e alta similaridade genotipica

(SETOTAW et al., 2020). Para contornar estes fatores, diversos trabalhos t€m buscado fontes
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de resisténcia em acessos de C. arabica silvestres oriundos da Etiépia (AZEVEDO et al., 2022;
FATOBENE et al., 2017; PERES et al., 2017; SANTOS et al., 2018a). Estes autores verificaram
resisténcia a M. paranaensis em progénies derivadas de cruzamentos envolvendo germoplasma
“Amphillo”, as quais tém sido avaliadas em areas infestadas pelo patdgeno e apontadas como
promissoras fontes de resisténcia para programas de melhoramento do cafeeiro.

Apesar do avanco de geracOes destas populacdes, a heranca e os mecanismos de
resisténcia expressos por esses materiais ainda ndo foram completamente elucidados (ALVES
et al., 2019). A utilizacdo de acessos silvestres como fonte de resisténcia a doengas para
cultivares comerciais pode resultar na transferéncia de alelos indesejados, demandando maior
numero de geracdes de retrocruzamentos para a recuperagao de caracteres como produtividade,
vigor vegetativo e qualidade de bebida (GIMASE et al., 2020). Esta limitacdo € ainda mais
relevante em culturas perenes como o cafeeiro, no qual o desenvolvimento de uma cultivar é
longo e laborioso (ALMEIDA et al., 2021), podendo demandar de 25-30 anos (MONCADA et
al., 2016). Desta forma, compreender as relacdes entre polimorfismo genético e variagdes
fenotipicas é fundamental para a elaboragdo de estratégias eficientes para o aproveitamento de
recursos genéticos no melhoramento de plantas.

Com a descoberta dos marcadores Single Nucleotide Polimorphism (SNPs) (BROOKES,
1999) e os avancos das tecnologias de sequenciamento de DNA verificados nas dltimas duas
décadas (ELSHIRE et al., 2011; SHENDURE; JI, 2008), os estudos de associa¢do gendmica
ampla (GWAS) emergiram como poderosa ferramenta para deteccdo de associacOes entre
marcadores e caracteres e para identificacdo de genes envolvidos no controle destes caracteres
(RAFALSKI, 2010). Diversos trabalhos com GWAS tém identificado marcadores moleculares
associados a resisténcia a fitonematdides (DABABAT et al., 2021; KUMAR et al., 2021;
ZHANG et al., 2017a), incluindo espécies do género Meloidogyne (ALEKCEVETCH et al.,
2021; HADA et al., 2020; PASSIANOTTO et al., 2017). Em cafeeiros, a técnica tém sido
utilizada para investigacdo da heranca e deteccdo de marcadores associados a produgdo,
qualidade de bebida, bienalidade, arquitetura de planta e resisténcia pragas e doengas,
(CASTILLO et al., 2022; GIMASE et al., 2020; NONATO et al., 2021; SANT’ANA et al.,
2018; SILVA et al., 2022a).

A identificacdo e disponibilidade de marcadores moleculares associados a regides
cromossOmicas envolvidas no controle de caracteres agrondmicos permite ao melhorista a
adoc¢do de diferentes estratégias de selecdo assistida por marcadores (SAM), como a selecdo
assistida de genes/QTLs, introgressdao a partir de germoplasma silvestre, retrocruzamento

assistido por marcadores, sele¢do recorrente e piramidagao de genes (ALKIMIM et al., 2017;
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ALMEIDA et al., 2021; HASAN et al., 2021; LEMA, 2018; VALENCIA et al., 2017). Estas
estratégias permitem aumentar a eficiéncia dos programas de melhoramento e acelerar o
processo de desenvolvimento de novas cultivares (HENKRAR; UDUPA, 2020). A adog¢ao
destas estratégias € particularmente vantajosa em culturas perenes, nas quais os métodos
classicos de melhoramento podem ser onerosos devido o tempo e recursos demandado para o
desenvolvimento, conducdo e avaliacdo fenotipica de populagdes de melhoramento. Além
disso, a avaliacdo de caracteres como a resisténcia a fitonematoides apresenta limitacdes como
a dificil avaliacdo em campo e demanda por andlises destrutivas. Por meio da SAM, torna-se
possivel a selecdo de gendtipos promissores em estdgios iniciais, como plantulas e mudas,
sendo especialmente vidvel para a introgressdo de locos envolvidos na resisténcia a doengas
(MIGICOVSKY; MYLES, 2017).

O presente trabalho teve como objetivo identificar marcadores moleculares associados a
resisténcia expressa pelo germoplasma de ‘Amphillo’ a M. paranaensis e mapear genes

potencialmente envolvidos na heranga desse caractere.

MATERIAIS E METODOS

Material genético

Os genotipos de Coffea arabica avaliados no presente trabalho foram obtidos do banco
de germoplasma da Empresa de Pesquisa Agropecudria de Minas Gerais (Epamig) e
correspondem a quatro diferentes progénies em geracdo Fs, oriundas de cruzamentos entre
acessos silvestres do germoplasma Amphillo (resistente a M. paranaensis) e linhagens de
Catuai Vermelho (suscetivel a M. paranaensis). No Campo Experimental da Epamig Sul,
municipio de Lavras, (21°14'53.94"S, 45° 0'5.21"0, 932 m de altitude), estado de Minas Gerais,
as sementes foram plantadas em sacos plasticos de 850 cm?3 contendo substrato composto por
mistura de terra, areia e esterco (2:1:1) previamente desinfestado com nematicida de ingrediente
ativo dazomet (Basamid®). Foram produzidas 40 mudas de cada progénie, totalizando 160
plantas (Tabela 1). Também foram produzidas 40 mudas da cultivar Catuai Vermelho IAC 144,

a qual foi avaliada no trabalho como padrao de suscetibilidade a M. paranaensis.

Tabela 1 Genealogia dos gendtipos utilizados para composi¢ao da populagdo de associacdao

Progénie (F3:.4) Progenitores

MGO0185-1-R2-(1-40) Amphillo MR 2-474 x Linhagem de Catuai Vermelho
MGO0179-5-R1-(1-40) Amphillo MR 2-161 x Linhagem de Catuai Vermelho
MGO179-1-R1-(1-40) Amphillo MR 2-161 x Linhagem de Catuai Vermelho

MGO0179-3-R1-(1-40) Amphillo MR 2-161 x Linhagem de Catuai Vermelho
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Andlise fenotipica

Ap6s a formacdo do terceiro par de folhas as plantas foram inoculadas e incubadas em
casa de vegetacdo, onde foi utilizado delineamento inteiramente casualizado. Foi utilizado
in6culo oriundo de populagdo de M. paranaensis fenétipo de esterase P1 (SANTOS et al., 2017)
coletada no municipio de Piumhi, estado de Minas Gerais (20° 25’ 28,7”°S, 46° 1’ 10,50, 812
m de altitude). O indculo foi obtido por meio de extracdo em raizes de cafeeiro infectado,
utilizando metodologia proposta por Hussey and Barker (1973) modificada por Bonetti and
Ferraz (1981). Ap6s a obtenc¢do e calibracao do inéculo, cada planta foi inoculada com 1600
ovos (aproximadamente 2 ovos por cm3 de substrato). Este nimero de ovos é considerado a
densidade de populacdo inicial (PI). Aos 180 dias apds a inoculagdo (DAI) foram avaliadas
varidveis associadas ao parasitismo por M. paranaensis:

(i) Nota (NOTA) — foram atribuidas notas para cada genétipo com base na
sintomatologia de infeccdo observada no sistema radicular. As notas foram
atribuidas com base em escala descritiva proposta por Carneiro (1995) adaptada,
onde 0 = Auséncia de sintomas; 1 = Poucas raizes finas parasitadas; 2 =
Engrossamento, rachaduras e descolamento de cortex em raizes secundarias grossas
e redu¢do do volume de raizes finas; 3 = Raizes secunddrias e pido da planta
parasitados, algumas rachaduras, necroses e descolamento de cortex; 4 = Intensa
infestacdo no pido da planta; 5 = Raizes completamente depauperadas;

(ii) Massa Fresca de Raizes (MFR) - Apds a remogdo do substrato e
limpeza das raizes foi aferida a massa fresca do sistema radicular utilizando balanca
analitica de precisio;

(iii) Numero de ovos por grama de raizes (NOGR) — Foi feita a extracio
de ovos de M. paranaensis presentes no sistema radicular de cada planta
(BONETTI; FERRAZ, 1981; HUSSEY; BARKER, 1973). Com auxilio de
microscopio Optico e camara de Peters foi aferida a populacdo final (PF) do
patégeno. O NOGR foi obtido por meio da equacdio NOGR = PF/MFR;

(iv) Fator de reproduciao (FR) — Calculado com base na expressao RF =
FP/PI,

(v) Tipo de reacao (TR) — Classificacdo categorica dos gendtipos quanto a
resisténcia ao patégeno baseada no fator de reproducao. Para as andlises estatisticas,
foram atribuidos os valores 0 e 1 para genotipos com FR >1 (suscetivel) e FR<1

(resistente), respectivamente.
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Genotipagem

Um par de folhas jovens completamente expandidas foi coletado de cada gendtipo e
enviados em caixas térmicas ao Laboratério de Biotecnologia do Cafeeiro - BioCafé
(20°45'31.78"S, 42°52'7.98"0), na Universidade Federal de Vigosa, onde foi realizada extracao
do DNA gendmico (DINIZ et al., 2005). Ap6s a extracdo, a qualidade do DNA extraido foi
avaliada em gel de agarose a 1% e a concentracdo quantificada usando espectrofotometro
NanoDrop 2000 (Thermo Fisher Scientific®). A concentragio das amostras de DNA foi
padronizada para 25ng.uL!. As amostras foram enviadas para a empresa Rapid Genomics, na
Universidade da Flérida (EUA), para o sequenciamento de regides gendmicas contendo SNPs.
As regides sequenciadas foram inicialmente selecionadas por Resende et al. (2016). Estes
autores desenharam sondas buscando cobrir todo o genoma de C. arabica, utilizando como base
sequéncias disponiveis em bancos de dados de Expressed Sequence tag (EST’s) desenvolvidos
pelo Projeto Genoma Brasileiro de Café (VIEIRA et al., 2006) e também o genoma de
referéncia de C. canephora (DENOEUD et al., 2014). Para o presente trabalho, foram
selecionadas regides contendo maior numero de SNP, com base em trabalhos anteriores (DA
SILVA, 2019; SILVA et al., 2022a; SOUSA et al., 2017). Foram desenhados pares de primers
para a amplificacdo destas regides usando a tecnologia Flex-Seq EX-L (Rapid Genomics,
2021). O sequenciamento das regides amplificadas foi realizado usando a plataforma Illumina

HiSeq.

Controle de qualidade dos dados genotipicos

Foram feitas filtragens para remog¢do de SNPs que ndo atendiam os parametros Minor
Allele Frequency (MAF) > 0.05 e Call Rate (CR) > 0.90. Estas filtragens foram realizadas
utilizando o software VCFtools (DANECEK et al., 2011). Foram também identificados grupos
de SNPs apresentando resultados redundantes em relac@o ao polimorfismo. Apenas um SNP de
cada grupo foi mantido no conjunto de dados. Além disso, SNPs com heterozigozidade = 1
foram eliminados. Foram também eliminados do conjunto de dados os gendtipos com auséncia
de informagao em mais de 50% dos SNPs genotipados na populagdo (Missing Data > 0.5). As
filtragens de SNPs por redundancia e heterozigozidade e de gendtipos por Missing Data foram

feitas utilizando scripts personalizados no software R (R core Team, 2021).
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Analise de desequilibrio de ligacdo

O desequilibrio de ligagdo (Linkage Disequilibrium - LD) entre pares de SNPs localizados
em mesmo cromossomo foi estimado usando o squared allele frequency correlations (1%)
(VANLIERE; ROSENBERG, 2008). Para esta andlise foi utilizado o pacote sommer
(COVARRUBIAS-PAZARAN, 2016), no software R.

Avaliacdo da diversidade genética e da estrutura de populacdo

Para a avaliacdo do parentesco entre os gendtipos foi calculada a matriz de parentesco
genOmico utilizando o algoritmo proposto por VanRaden (2008). Para avaliar a presenca de
estrutura na populacdo foi realizada a analise de componentes principais (PCA) utilizando o
pacote Genome Association and Prediction Integrated Tool (GAPIT3) (WANG; ZHANG,
2021).

Analise de associacdo genéomica ampla

Dois diferentes modelos de GWAS foram testados:
(1) Modelo Linear com corre¢do da estrutura de populacdo — os componentes principais
foram inseridos como efeitos fixos ao modelo:
y=Xb+e (D
Em que y: vetor de fendtipos observados; b: vetor de efeitos fixos, incluindo a média, o
efeito da estrutura de populagao (PC’s) e efeito do marcador; e: vetor de residuos (assumido
como aleatdrio); X: matriz de incidéncia.

(i1) Modelo Linear Misto com correcao da estrutura de populagdo e parentesco gendomico
—além dos componentes principais, também foram inseridas ao modelo a matriz de variancia e
covariancia genética e a matriz de parentesco genomica (Kinship Matrix) (Yu et al., 2006).

y=Xb+Zu+e 2
Em que y: vetor de fendtipos observados; b: vetor de efeitos fixos, incluindo a média, o
efeito da estrutura de populagdo e efeito do marcador; u: vetor de efeitos genéticos aditivos,
assumido como aleatério, Z: Matriz de incidéncia. Neste modelo, assume-se que os vetores u

and e apresentam sao normalmente distribuidos, com media igual a zero e variancia:

u G O
Var (e) - (o R)

Onde G = ¢%K, sendo % a varidncia genética aditiva e K a matriz de parentesco

gendmico, e R = 62, sendo 2% a varidncia residual e I uma matriz identidade.
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A correcdo dos P-values para carga de testes multiplos foi realizada utilizando a técnica
False Discovery Rate (FDR). A avaliagao do modelo de GWAS mais adequado para o conjunto
de dados foi feita com auxilio de quantile-quatile (Q-Q) plots, onde foram analisados os
melhores ajustes entre P-values esperados e observados. Os P-valores corrigidos para
associacdo entre SNPs e caracteristicas foram expressos graficamente em Manhattan plots,
sendo estabelecidos thresholds para associacdes significativas ao nivel de 5% (FDR P-value
0,05) e 10% (FDR P-value 0,1). Foi calculada a porcentagem de variacdo fenotipica explicada
por cada marcador (R2?) e o efeito alélico no fen6tipo dos SNPs que apresentaram associagdes

significativas. Para estas andlises e elaboragdo de graficos foi utilizado o pacote GAPIT3.

Identificacdo de genes potencialmente relacionados a resisténcia

Para identificar e compreender os potenciais genes envolvidos no controle da resisténcia
expressa pelo germoplasma Amphillo, foram selecionados os genes nos quais os SNPs com
associacOes significativas estdo locados. Também foram selecionados os genes vizinhos
imediatamente mais proximos a estes genes nos sentidos upstream ou downstream. A
identificacdo desses genes foi feita utilizando comandos de rotina em ambiente bash tendo
como base a anotacdo (General Feature Format 3 - GFF3) e o genoma de referéncia de C.
arabica (GCF_003713225.1), disponivel na plataforma do National Center for Biotechnology
Information (NCBI). Ap6s a selecdo dos genes, uma andlise dos dominios funcionais presentes
nas proteinas codificadas por cada um deles foi realizada, usando a ferramenta Pfam (MISTRY
et al., 2021). Os SNPs inseridos em genes foram avaliados em relac@o a sua localizacdo em
regides de introns ou éxons; quando presentes em éxons, foi avaliado se causam mutagdes

sindnimas ou nao-sindnimas.

RESULTADOS

Analise fenotipicas

A maioria dos genotipos das progénies derivadas do cafeeiro ‘Amphillo’ ndo apresentou
sintomas de infec¢do por M. paranaensis. Em menor frequéncia, alguns destes genotipos
apresentaram diferentes tipos e intensidades de sintomas. No cafeeiro Catuai Vermelho IAC
144, utilizado como controle de suscetibilidade, foi verificada alta intensidade de infestacdo e

manifestacdo de sintomatologia caracteristica do parasitismo por M. paranaensis (Tabela 2).
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Tabela 2 Frequéncias absoluta e relativa (%) de gendtipos classificados nas
diferentes classes das varidveis categéricas. NOTA — Nota; TR — Tipo de reacgao.

.. Germoplasma Catuai Vermelho IAC 144
Variavel  Classe Frequéncia Frequéncia
Absoluta % Absoluta %
0 115 71,88 0 0
1 9 5,63 0 0
NOTA 2 15 9,38 1 2,5
3 12 7,50 8 20
4 8 5,00 12 30
5 1 0,63 19 47,5
TR Resistente 137 85,62 0 0
Suscetivel 23 14,38 40 100

Foram verificadas maiores médias de MFR, NOGR e FR entre os genétipos padrdo de

suscetibilidade em relacdo as progénies derivadas de Amphillo (Tabela 3).

Tabela 3 Andlise descritiva das quantitativas associadas a resisténcia a M.
paranaensis. MFR — Massa fresca de raizes; NOGR — Numero de ovos por
grama de raizes; FR — Fator de reproducdo.

Variavel Germoplasma de Amphillo
Min. Média Max. Desvio Variancia
MFR 5,56 17,21 31,67 4,754694 22,60712
NOGR 0 223,245  5828,94 766,63 587729,6
FR 0 2,38418 62,1875 8,33 69,37
Catuai Vermelho IAC 144
MFR 8,95 25,57 52,30 10,97131 120,3697
NOGR 127,2 2081,2 5049.,4 1351,562 1826720
FR 2,156 31,929 88,438 24,52255 601,3554

Todas as repeticoes do padrao de suscetibilidade apresentaram altos valores de NOGR e
FR>1. Nas progénies derivadas de Amphillo foram observados os menores valores de NOGR,
sendo verificada auséncia de ovos do patogeno em 55 gendtipos. Alguns genodtipos destas
progénies apresentaram valores de NOGR superiores a média observada entre repeti¢des do
padrao de suscetibilidade. Valores de FR>1 foram observados em 23 destes gen6tipos, os quais
foram classificados como suscetiveis. Foram verificados coeficientes de correlacio

significativos entre as varidveis NOTA, NOGR e FR (Tabela 4).
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Tabela 4 Coeficiente de correlacdo de Pearson entre varidveis quantitativas
associadas a resisténcia a M. paranaensis. NOTA — Nota; MRF — Massa
fresca de raizes; FR — Fator de reprodu¢do; NOGR — Numero de ovos por
grama de raizes.

Variavel NOTA MFR NOGR
MFR -0,069

NOGR 0,6429* 0,0205

FR 0,6233* 0,0667 0,9862*

*Significante a 1% pelo teste t

Genotipagem e controle de qualidade dos dados genotipicos

Por meio dos pares de primers desenhados foram amplificadas e sequenciadas 2000
regides genOmicas (sondas), distribuidas ao longo de todos os cromossomos de C. arabica.
Nestas regioes foram identificados 7116 SNPs. Deste total, 4640 SNPs (65,21%) ndo atenderam
os parametros de qualidade MAF e CR adotados. Foi verificada heterozigosidade = 1 em 777
SNPs (10,92%) e informacdes redundantes em 768 SNPs (10,79%). Dessa forma, 931 SNPs de
alta qualidade e informativos foram utilizados para a avaliacdo da estrutura de populacao,
parentesco de gendtipos e conducdo da GWAS. Dois gendtipos foram eliminados do conjunto

de dados por apresentarem valor de Missing Data > 0.5.
Analise de desequilibrio de ligacdo

A avaliagdo do LD entre pares de SNPs locados em cada cromossomo gerou 28254
comparacdes. Deste total, 8589 pares (30,37%) apresentaram r*>0,1 (11,12%). Também foi
verificado que 21167 comparacdes (74,91%) foram significativas ao nivel de 5% (P-value <
0,05) (Tabela 5). Valores de r2 superiores a 0,8 e 0,9 foram verificados em 922 (3,26%) e 341
(1,21%) comparacOes, respectivamente, sendo maior a probabilidade destes SNPs serem
herdados juntos. Valores de r?=0 foram verificados entre 174 (0,61%) pares de SNPs, indicando
auséncia total de ligacdo entre estes marcadores. Foi verificada alto desequilibrio de ligacdo (12
>0,1) em comparagdes entre SNPs locados em intervalos < 10 kilobase (kb) (66,87%). Em
intervalos de até 10 e 20 megabase (Mb) foi verificado r2>0.1 em 35,96% e 32,48% das
comparagoes, respectivamente. A queda do LD em fung¢do da distancia fisica dos SNPs ao longo

do genoma esté representada na Figura 1.
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Tabela S Desequilibrio de ligacdo entre pares de SNPs locados em um mesmo cromossomo.
Crom - Cromossomo; N° SNPs — Nimero de SNPs alocados em cada cromossomo apds as
filtragens de controle de qualidade; Comp — nlimero de comparacdes entre pares de SNP alocados
nos respectivos cromossomos; SNP LD — niimero de comparagdes com desequilibrio de ligagcdao
igual ou superior a 0,1 ou significativas a 5% de probabilidade; Porcentagem — porcentagem das
comparacoes que atenderam estes parametros, Mdx. e min. LD — ndmero de compara¢des com
valores extremos de desequilibrio de ligacao.

Crom. N° Comp. SNP LD Porcetagem Max. e min. LD
SNPs r>0,1 p<0,05 r2>0,1 p<0,05 r>>0,8 r>09 r=0
1Cc 100 4950 2250 4149 32,44 8382 194 68 7
1Ce 109 5886 1855 4955 15,31 84,18 62 19 38
2Cc 45 990 131 637 8,80 64,34 9 8 0
2Ce 71 2485 174 1412 6,36 56,82 65 27 82
3Cc 43 903 237 633 23,48 170,10 25 16 0
3Ce 12 66 7 29 10,61 43,94 3 3 0
4Cc 79 3081 1527 2780 46,51 90,23 221 65 20
4Ce 49 1176 320 802 20,07 68,20 21 9 0
5Cc 26 325 113 248 27,69 76,31 23 10 0
5Ce 26 325 57 197 15,38 60,62 15 3 0
6Cc 51 1275 297 852 19,29 66,82 56 28 0
6Ce 34 561 100 350 16,04 62,39 25 12 0
7Cc 81 3240 807 2127 16,51 65,65 138 53 24
7 Ce 38 703 166 497 14,08 70,70 6 0 0
8Cc 24 276 57 235 1594 85,14 11 5 0
8Ce 10 45 1 25 0,00 55,56 0 0 0
9Cc 29 406 16 196 1,97 48,28 3 1 0
9Ce 19 171 93 151 48,54 88,30 12 6 0
10Cc 16 120 14 58 11,67 48,33 4 0
10Ce 8 28 4 18 14,29 64,29 1 1 0
11Cc 49 1176 346 773 25,00 65,73 23 2 3
11Ce 12 66 8 43 7,58 65,15 2 1 0
Total 931 28254 8580 21167 30,37 74,91 922 341 174




53

1.0

0.6 0.8
I

0.4

0.2

0.0
I

0.0e+00  1.0e+07  2.0e+07  3.0e+07  4.0e+07  5.0e+07  6.0e+07
Distance in base pairs

Figura 1 Queda do LD entre pares de SNPs em funcao da distancia fisica

Avaliacdo da diversidade genética e da estrutura de populacdo

A avaliacdo do parentesco gendmico entre os pares de gendtipos revelou existéncia de
trés diferentes clusters. Os maiores valores de parentesco gendmico foram observados entre
pares de genodtipos pertencentes as mesmas progénies (Figura 2). A progénie derivada do acesso
MG-185-1-R2 apresentou o maior média e menor variincia para os valores de coeficiente de
parentesco gendmico (média = 0,3327; varidncia = 0,0033), indicando alta similaridade
genética entre estes gendtipos e homogeneidade. A progénie derivada do acesso MG-079-1-R1
também apresentou alto valor médio de coeficiente de parentesco (média = 0,3125). No entanto,
foi verificada maior variancia entre pares de gendtipos pertencentes a esta progénie (variancia
=0,0681), indicando similaridade genética heterogénea entre estes gendtipos. Menores valores
médios de coeficiente de parentesco gendmico foram entre gendtipos pertencentes as progénies
MG-079-5-R1 (média = 0,1306) e MG-079-3-R1 (média = 0,1507), com variancias de 0,0094
e 0,0082, respectivamente. O maior valor médio de coeficiente de parentesco entre progénies
foi verificado os genétipos pertencentes as progénies MG-079-3-R1 e MG-079-5-R1 (0,1263).
Entre as demais progénies foram verificados valores de coeficiente de parentesco gendmico <
0. Desta forma, foi verificada maior parentesco gendmico entre gendtipos dentro das progénies

em rela¢do ao parentesco entre progénies.
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Figura 2 Heatmap baseado na matriz de parentesco gendmico (Matriz K) entre os pares de
genGtipos. Quanto mais escura a cor na matriz, maior o parentesco entre o respectivo par de
gendtipos. As cores nas barras paralelas ao dendrograma representam as quatro diferentes
progénies utilizadas e o padrdo de suscetibilidade.

Por meio da anélise de componentes principais foi verificada a formacao de trés diferentes
clusters com base na estrutura de populacdo (Figura 3), sendo um cluster constituido por
gendtipos pertencentes as progénies MG-079-3-R1 e MG-079-5-R1, um cluster por gendtipos
pertencentes a progénie MG-185-1-R2, e um terceiro cluster formado em maior parte por
gendtipos pertencentes a progénies MG-079-1-R1. Os componentes principais 1 e 2 (PCI1 e
PC2) capturaram 79.41% da variancia observada na populacdo para os 931 SNPs selecionados

(Figura 4).
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Figura 3 Scatter plot baseado na andlise de componentes principais (Principal Component
Analysis - PCA) dos SNPs avaliados. O eixo X corresponde ao componente principal 1
(PCl)e ou eixo Y ao componente principal 2 (PC2). Pontos com as mesmas cores
correspondem a gendétipos pertencentes as mesmas progénies.
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Figura 4 Porcentagem de variancia acumulada nos dez primeiros componentes principais.
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Analise de associacdo genémica ampla

Os componentes principais 1 e 2 (PC1, PC2) foram incluidos como efeitos fixos nos dois
modelos testados para 0 GWAS. A inclusdo de componentes principais adicionais ao modelo
nio diminuiu a probabilidade de erro tipo I. Com base na andlise dos Q-Q plots (Figura 5), o
melhor ajuste foi obtido com o modelo incluindo estes componentes principais € a matriz de
parentesco gendmico (MLM+PC’s+K).

Apbs a corre¢do do P-values para carga de testes multiplos foram identificadas
associagoes significativas aos niveis de 5 e 10%. Considerando o threshold a 5% (FDR P-value
< 0.05) foram identificadas 4, 0, 4, 4 e 5 associacdes significativas entre SNPs e as varidveis
NOTA, MFR, NOGR, FR e TR, respectivamente. Considerando o threshold a 10% (FDR P-
value <0.1) foram identificadas 8, 0, 5, 4 e 8 associa¢Oes significativas entre SNPs e as varidveis
NOTA, MFR, NOGR, FR e TR, respectivamente (Figura 6). Entre os SNPs com associa¢des
significativas, sete estdo alocados em um intervalo de 74 bp no cromossomo 7 do subgenoma
da espécie C. eugenioides, constituindo um bloco com alto LD (Figura 7). Outros cinco SNPs
estdo alocados nos cromossomos 1 € 9 do subgenoma oriundo de C. eugenioides € cromossomos
2, 3 e 4 do subgenoma da espécie C. canephora. Estes SNPs explicaram entre 23,93-28,13%,
22,10-29,76%, 27,02-31,74% e 38,57-45,92% da variacdo fenotipica observada nas varidveis
NOTA, MFR, NOGR, FR e TR, respectivamente. Informagdes sobre todas as associacdes

significativas identificadas neste trabalho estdo sumarizadas na tabela 6.
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Figura 6 Significincia da associa¢do entre as caracteristicas avaliadas e os SNPs
selecionados. O eixo vertical corresponde ao logaritmo negativo dos p-valores e o eixo
horizontal a posi¢do dos SNPs no genoma de C. arabica.
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Figura 7 Bloco de LD entre SNPs com
associagdes  significativas  locados  no
cromossomo 7 do subgenoma oriundo de C.
eugenioides

Identificacdo de genes potencialmente relacionados a resisténcia

Os 12 SNPs que apresentaram associacOes significativas com as varidveis avaliadas neste
trabalho estdo inseridos dentro de genes (Tabela 7). O SNP873 estd localizado no gene
LOC113701373 que € um gene ndo codificador de proteinas (Figura 8). Dentre os SNPs
identificados em genes codificadores de proteinas (LOC113702776, LOC113725506,
LOC113701373, LOC113702242 e LOC113709268), trés (LOC113725506, LOC113739564 ¢
LOC113709268) estao localizados em regides de éxons (Figura 7), dentre eles, o SNP962 ¢é
uma mutacdo nao-sindonima. O bloco SNPs (SNP2020, SNP2021, SNP2023, SNP2027,
SNP2028, SNP2030 e SNP2031) identificados no gene LOC113702242 estdo localizados no

primeiro éxon (uma provavel regido 5’-UTR) (Figura 8).

Além disso, os genes que flanqueiam os SNPs estdo locados a distancia minima de 1431
bp e méxima 76141 bp. Cada SNP apresentou ao menos um gene vizinho a distancia inferior a

5000 bp (Tabela 8).



Tabela 6 Resumo dos resultados da GWAS utilizando o modelo linear misto com adi¢cdo de matriz de parentesco e componentes
principais. Char — caractere; SNP — identidade do SNP; Chr — cromossomo; Pos — posi¢cdo do SNP no cromossomo em pares de
base; R/A — alelo referéncia/alelo alternativo; MAF — frequéncia do alelo alternativo; R? - coeficiente de determina¢do do modelo
cosiderando o SNP; FDR p-value — p-value ajustado utilizando false discovery rate; EFFECT — efeito alélico de cada SNP

Car. SNP Chr Pos R/A MAF R2 FDR P-value EFFECT
SNP508 2Cc 6333338 C/G 0,456 0,2415 0,0855 14444
SNP962 4Cc 417133 CT/ICG 0,0881 0,244 0,0784 21,0035
SNP2020 7Ce 7568773 T/C 0,0566 0,2469 0,0721 11,2331
NOTA SNP2027 7Ce 7568790 A/T 0,0943 0,2813 0,0086 21,2699
SNP2029 7Ce 7568799 C/T 0,0535 0,2593 0,0287 21,4158
SNP2030 7Ce 7568803 A/C 0,1478 0,2805 0,0086 21,1782
SNP2031 7Ce 7568807 C/T 0,0566 0,2619 0,0287 21,4011
SNP2234 9Ce 954933 G/A 0,4717 0,2393 0,0919 1,5712
SNPS873 3Cc 12458219 T/C 03711 0,221 0,0652 2003,75
SNP2020 7Ce 7568773 T/C 0,0566 0,2679 0,0028 -1009
NOGR SNP2027 7Ce 7568790 A/T 0,0943 0,2976 0,0005 -958,03
SNP2030 7Ce 7568803 A/C 0,1478 0,2269 0,0479 -647,85
SNP2031 7Ce 7568807 C/T 0,0566 0,2402 0,02 -926,38
SNPS873 3Cc 12458219 T/C 03711 0,2738 0,0078 26,8614
FR SNP2020 7Ce 7568773 T/C 0,0566 0,2897 0,0029 211,206
SNP2027 7Ce 7568790 A/T 0,0943 0,3174 0,0006 210,63
SNP2031 7Ce 7568807 C/T 0,0566 0,2702 0,008 210,755
SNP334 1Ce 30878792 C/A 0,1164 0,3857 0,086 0,2876
SNP2020 7Ce 7568773 T/C 0,0566 0,4104 0,0103 0,3793
SNP2021 7Ce 7568774 A/C 0,1478 0,391 0,0621 0,2301
TR SNP2023 7Ce 7568778 CT/CC 0,1447 0,3889 0,0674 0,2195
SNP2027 7Ce 7568790 A/T 0,0943 0,4304 0,0016 0,3629
SNP2028 7Ce 7568792 TA/TT 0,173 0,3967 0,0384 0,2678
SNP2030 7Ce 7568803 A/C 0,1478 0,4501 0,0003 0,3779

SNP2031 7Ce 7568807 C/T 0,0566 0,4592 0,0002 0,5119
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Tabela 7 Genes onde os SNPs com associagdes significativas estdo alocados

SNP ID do gene Posiciao do gene (bp) Descricao

SNP334 LOC113702776 chr1Ce:30877614-30879855 Protein GAST1 -like

SNP508 LOC113725506 chr2Cc:6322903-6333840 Uncharacterized LOC113725506
SNP873 LOC113701373 chr3Cc:12456084-12458913 Uncharacterized LOC113701373
SNP962 LOC113739564 chr4Cc:415327 -418954 Mitogen-activated protein kinase 5-like
SNP2020

SNP2021

SNP2023 , -chain (3R)-3-hvdr. -CoA
SNP2027 LOC113702242 chr7Ce:7568636-7572248 V" di‘;l’;flriz;’;’z f A 5)7’31 é‘z,;l]\fgyz"jf]feco
SNP2028

SNP2030

SNP2031

SNP2234 LOC113709268 chr9Ce:953805-955253 probable F-box protein At4g22030



https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/113702242
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/113702242

Tabela 8 Genes flanqueando SNPs com associacdes significativas.
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Genes mais

Marker IDs 1es Posicao do gene (bp) Distancia do SNP (bp) Descricao
proximos
SNP334 LOC113702768,  chr1Ce:30865552-30867895, upstream 10897, Scarecrow-like protein 3,
LOC113693629 chr1Ce:30883697-30932979 downstream 4905 uncharacterized LOC113693629
SNP508 LOC113721426, chr2Cc:6313042-6315964, upstream 17374, THO complex subunit 4A-like,
LOC113725508 chr2Cc:6335546 6341441 downstream 2208 elongator complex protein I-like
SNP873 LOC113700652,  chr3Cc:12417668-12418180, upstream 40039, Uncharacterized LOCI113700652,
LOC113701372 chr3Cc:12459650-12466779 downstream 1431 protein artemis-like
SNP962 LOC113739556, chr4Cc:335885-340992, upstream 76141, Uncharacterized LOCI113739556,
LOC113739565 chrdCc:421848-425437 downstream 4715 DNA-dependent metalloprotease
SNP2020
SNP2021 0 / 31-lik
SNP2023 LOC113702421,  chr7Ce:7556691-7561782, upstream 6991, . Steﬁtecorslﬁ}frfe'getrf:i T ororoi
SNP2027 LOCI13702241  chr7Ce:7572444-7576285 downstream 3637 Y A
SNP2028 inase
SNP2030
SNP2031
SNP2234 LOC113709207, chr9Ce:947836 -950625, upstream 4308, B-cell receptor-associated protein 31-
LOC113710635 chr9Ce:958685 -959932 downstream 3752 like, probable F-box protein
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Figura 8 Regides génicas nos cromossomos 1Ce (A), 2Cc (B), 3Cc (C), 4Cc (D), 7Ce (E) e
9Ce (F) com SNPs que apresentaram associacdes significativas com as varidveis avaliadas. A
estrutura de introns e éxons foi destacada e as linhas pontilhadas marcam a posi¢ao dos SNPs.
Cdédigos com inicio LOC correspondem a cédigos de genes, cddigos com inicio LOC
correspondem a cédigos de genes, codigos com inicio LOC correspondem a cédigos de genes,
codigos com inicio XM correspondem a cdédigos de transcrito, cédigos com inicio XR
correspondem a cédigos de transcrito ndo codificador de proteina, e cédigos com inicio XP
correspondem a cédigos de proteinas. Os blocos de cor azul representam os introns, enquanto
os blocos de cor vermelha representam regides na proteina. Linhas (azuis e vermelhas)
representam regides ndo codificadoras de proteinas snps que apresentaram associacoes
significativas com as varidveis avaliadas. Snps que causam mutacdo nio sindnima sao
representados com **.
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DISCUSSAO

Anadlise fenotipica

Na fenotipagem da populacdo foi verificada intensa sintomatologia de infeccdo por M.
paranaensis nas raizes de cafeeiros Catuai Vermelho IAC 144. No sistema radicular destas
plantas foram observados pronunciados engrossamentos, rachaduras, necrose e
depauperamento aos 180 DAI. Cultivares de Catuai s@o altamente suscetiveis a M. paranaensis,
sendo utilizadas por como padrdo de suscetibilidade ao patégeno em diversos trabalhos
(ALVES et al. 2019; SALGADO et al. 2019; AZEVEDO et al. 2022). A alta populag¢do do
nematoide verificada pelo NOGR nestas plantas indica efici€ncia parasitica do in6culo, do
procedimento de inoculagdo e adequacdo das condi¢Oes de umidade e temperatura para o
desenvolvimento do patégeno. Desta forma, verificamos que a fenotipagem da populacio foi
realizada de forma acurada, um dos fatores determinantes para a eficiéncia dos estudos de
GWAS (ALQUDAH et al., 2020).

Foi verificada alta proporcio de genétipos resistentes nas progénies derivadas do
germoplasma Amphillo. Diversos autores tém identificado resisténcia a M. paranaensis em
progénies derivadas deste germoplasma (AZEVEDO et al., 2022; FATOBENE et al., 2017;
PERES et al., 2017; SANTOS et al., 2018a). Nas progénies oriundas dos acessos ‘MG0179-5-
R1’ e ‘MGO0179-3-R1’ ndo foi verificada segregagdo da resisténcia. Nas progénies derivadas
dos acessos ‘MGO0179-1-R1’ e ‘MGO0185-1-R2’ foram observadas taxas de segregacdo de 25 e
32.5%, respectivamente. Progénies em geracdo F4 e F5 derivadas do germoplasma Amphillo
foram avaliadas por outros autores em campo e casa de vegetacdo e apontadas como
promissoras para a selecdo de gendtipos associando resisténcia a M. paranaensis € outros
caracteres de interesse agronomico (PERES et al., 2017; SALGADO; REZENDE; NUNES,
2014; SANTOS et al., 2018a, 2017). No entanto, estes autores também relataram segregacao
da resisténcia. Peres et al. (2017) avaliaram a resisténcia de progénies oriundas deste mesmo
germoplasma a M. paranaensis € M. incognita e identificaram taxas de segregacdo variando
entre 20-40%. Santos et al. (2017), verificaram taxas de segregagdo da resisténcia de 2.4% em
progénies derivadas do cruzamento Catuai Vermelho x Amphillo MR2161. Estas taxas foram
inferiores as observadas por estes autores nas cultivares Apoatd IAC 2258 (12%) e IPR100
(29%) e no acesso Hibrido de Timor UFV 408-01 (26%).

Foram verificados coeficientes de correlacdo significativos entre as varidveis NOTA,
NOGR e FR. A varidvel NOTA foi avaliada por meio da adaptacdo de escala descritiva de

notas, com base nas sintomatologias observadas no sistema radicular das plantas. Na interagao
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cafeeiro x M. paranaensis, a formacgao de galhas tipicas pode ocorrer em cultivares resistentes,
enquanto cultivares suscetiveis podem ndo exibir este tipo de reacdo (BARROS et al., 2011a;
DE MUNIZ et al., 2009; REZENDE et al., 2019). Devido esta particularidade, escalas de nota
baseadas no indice de galhas e no indice de dano t€m sido adaptadas para avaliacdo da
resisténcia neste patossistema (FATOBENE et al., 2017, 2019a, 2019b; REZENDE et al., 2019;
SALGADO et al., 2018; SERA et al., 2009). Escalas de nota adaptadas apresentaram altos
coeficientes de correlagdo genética com o nimero de ovos/J2 e fator de reproducdo em trabalhos
realizados por Fatobene et al. (2017) e Rezende et al. (2019). Estas duas varidveis, por sua vez,
apresentaram alta herdabilidade, tornando-as promissoras para obtenc¢do de elevados ganhos
por selecao.

Mesmo entre os genotipos pertencentes as progénies derivadas de Amphillo classificados
como resistentes (FR<1) e/ou com auséncia de sintomas (NOTA=0), foi possivel verificar a
presenca de ovos do patégeno no sistema radicular de plantas aos 180 DAL Estes resultados
sugerem que, mesmo na presenca de mecanismos envolvidos na resisténcia, o patégeno foi
capaz de estabelecer relacdo parasitaria e reproduzir-se em baixas taxas em alguns genotipos.
A interacdo entre M. paranaensis € as espécies C. arabica e C. canephora ja foi investigada
por meio de estudos histolégicos. Em gendétipos de C. canephora resistentes a penetracdo de
raizes por juvenis de segundo estddio (J2) ocorre em menor frequéncia em relagdo a genotipos
suscetiveis. No entanto, maior parte destes J2 ndo completam seu ciclo de vida, sendo observada
degradacao de células adjacentes, possivelmente associadas a reacdo de hipersensibilidade.
Fémeas que atingem a fase adulta apresentam mé formacgao, com auséncia de sinais de produgdo
de ovos (LIMA et al., 2015). De modo similar, no genétipo de C. arabica 16-6-1, pertencente
ao germoplasma Amphillo, foi verificada a penetragcao de raizes por J2 em menor nimero em
relacdo a genétipo suscetivel. No entanto, foi verificada a degradagdo das células gigantes
associadas ao patogeno a partir dos 14 DAI, sugerindo que a resisténcia deste genétipo estd
associada a respostas de defesa precoces e tardias (ALVES et al., 2019).

Resisténcia intermedidria foi relatada no patossistema C. arabica x Meloidogyne exigua,
no qual a resisténcia do hospedeiro é governada por um gene Mex-1, um gene R oriundo de C.
canephora (NOIR et al., 2003). Estudos histolégicos demonstraram que mesmo em genotipos
resistentes podem ocorrer eventuais penetracdoes do patégeno nos tecidos radiculares. Apds a
penetracdo, € desencadeada HR nas células circundantes ao patdgeno, inibindo o
estabelecimento de sitio de alimentacdo e a formacao de células gigantes. Eventuais escapes a
estas respostas de defesa do hospedeiro permitem que o sitio de alimentacdo seja estabelecido,

com formacao de células gigantes e reproducgao, a qual ocorre em menor intensidade em relagao
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a gendtipos suscetiveis (ANTHONY et al., 2005). Estudos posteriores confirmaram que este
gene apresenta domindncia incompleta, sendo possivel a penetracdo de juvenis nos tecidos de
gendtipos heterozigotos, com subsequente inibicao do desenvolvimento de galhas e redugdo da
reproducdo do patégeno em relagdo a gendtipos suscetiveis (ALPIZAR; ETIENNE;
BERTRAND, 2007). Desta forma, a presenca de genes de efeito maior com dominancia

incompleta nao pode ser descartada para o patossistema M. paranaensis x C. arabica.
Genotipagem com marcadores SNP

Diferentes metodologias de genotipagem por sequenciamento (genotyping by sequencing
- GBS) tém sido utilizadas em estudos de gendmica em Coffea sp. (CASTILLO et al., 2022;
TRAN et al., 2018). Resende et al. (2016) desenharam 40000 sondas buscando cobrir todo o
genoma de C. arabica. Estas sondas foram desenvolvidas utilizando como referéncia expresed
sequence tags (ESTs) de C. arabica e C. canephora disponiveis no Brazilian Coffee Genome
Project (VIEIRA et al., 2006) e o genoma de referéncia de C. canephora (DENOEUD et al.,
2014) e tém sido utilizadas por diversos autores para a genotipagem de SNPs em Coffea arabica
(SOUSA et al., 2017) e C. canephora (ALKIMIM et al., 2018, 2020; SILVA et al., 2022a). No
presente trabalho nds utilizamos a tecnologia Flex-Seq EX-L para a amplificagdo de regides
alvo contendo as sondas que foram altamente informativas no trabalho de Sousa et al. (2017).
Por meio desta tecnologia, foi possivel obter alto nimero de SNPs distribuidos ao longo de

todos os cromossomos de C. arabica, poupando tempo € recursos.
Analise de desequilibrio de ligacdo

O LD é uma medida utilizada para mensurar associa¢do nao aleatdria entre alelos de dois
diferentes loci (SLATKIN, 2008). Em termos praticos, pode ser compreendido como uma
medida que descreve o grau em que alelo de uma marcador € herdado conjuntamente a um alelo
de um segundo marcador em uma determinada populacdo (BUSH; MOORE, 2012). O square
of the correlation coefficient ¢ a medida mais amplamente utilizada para mensuragao do LD em
loci bialélicos (VANLIERE; ROSENBERG, 2008). Foi verificado alto LD entre pares de
cromossomos locados em um mesmo cromossomo. Neste trabalho, adotamos como valor de
corte para identificacdo de alto LD valores de r>>0.1. Este valor tém sido adotado para
identificar altos LD entre SNPs em trabalhos de GWAS em diversas culturas (CAMACHO et
al., 2019; WANG et al., 2012), incluindo o cafeeiro (CASTILLO et al., 2022; GIMASE et al.,
2020).
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Avaliagdo da diversidade genética e da estrutura de populacdo

Através da andlise de componentes principais foi verificada a existéncia de estrutura de
populagdo entre as progénies, com a formacdo de ao menos dois clusters distintos. Um cluster
foi constituido exclusivamente por genétipos derivados do acesso MG0185-2-R1. A formacdo
deste cluster pode ser atribuida a ancestralidade desta progénie. O acesso MGO185-2-R1 ¢é
derivado do cruzamento envolvendo o progenitor resistente o acesso Amphillo MR2-474,
enquanto as demais progénies possuem como progenitor resistente o acesso Amphillo MR2-
161. Os genétipos pertencentes as progénies derivadas dos acessos MG0179-3-R1 e MGO179-
5-R1 foram agrupados em um segundo cluster. Estas progénies, que ndo apresentaram
segregacdo da resisténcia, possuem como progenitor resistente o acesso Amphillo MR 2-161,
o que pode justificar a maior similaridade genética entre os genotipos. Os genétipos derivados
do acesso MGO179-1-R1 apresentaram menor similaridade genética em relacdo as demais
progénies, ndo sendo verificada a formacdo de cluster entre entes gendtipos. A menor
similaridade genética entre estes gendtipos pode estar associada a segregacdo de locos nas
progénies MGO179 e/ou a eventuais fecundacOes cruzadas, com consequente modificacao das
frequéncias alélicas nas progénies subsequentes. Divergéncias genéticas, mesmo que sutis,
entre as quatro linhagens de Catuai Vermelho utilizadas como progenitores suscetiveis podem
também ter contribuido para a estrutura de populagdo observada.

A presenca de estrutura em populacdes € atribuida a diferencas nas frequéncias alélicas
entre grupos de gendtipos com diferentes ancestralidades e/ou origens geograficas e pode
acarretar associacoes espurias em estudos de associagdo genomica-ampla (FREEDMAN et al.,
2004; HELGASON et al., 2005; PRICE et al., 2006). Por meio das informacdes oriundas de
marcadores moleculares € possivel determinar e corrigir o efeito da estrutura da populacao,
sendo as metodologias STRUCTURE (PRITCHARD; STEPHENS; DONNELLY, 2000) e
componentes principais (PCA) (PRICE et al., 2006) as mais utilizadas para esta finalidade.
Apesar destas duas abordagens apresentarem resultados similares, a técnica de componentes
principais € utilizada com maior frequéncia devido a menor demanda computacional (KALER
et al., 2020). Desta forma, os feitos atribuidos a estrutura de populacdo foram contabilizados
no modelo generalizado por meio da adi¢do das duas primeiras componentes principais, que
juntas capturaram 79.41% da variancia entre os genotipos.

O efeito do parentesco entre os genotipos foi contabilizado no Modelo Linear Misto por
meio da matriz de parentesco gendmico (K), calculada por meio do algoritmo proposto por

VanRaden (2008). Foram verificados altos indices de parentesco gendmico entre genotipos



68

pertencentes as progénies derivadas dos acessos MG0179-3-R1 e MGO179-5-R1. Os gendtipos
pertencentes as progénies derivadas dos acessos MGO0185-1-R2 e MG0179-1-R1 apresentaram
maior similaridade dentro das progénies em relacdo a gendtipos pertencentes a outras progénies.
O célculo do parentesco gendmico entre 0os gendtipos permite contabilizar com maior acuricia
os efeitos genéticos em relagc@o ao parentesco calculado via pedigree ou por meio do coeficiente
de endogamia (LOPES et al., 2013; VANRADEN, 2007) utilizados no melhoramento animal e
vegetal. Por meio do célculo baseado em informacdes genotipicas € possivel avaliar a Identity
by State (IBS), a qual € mais confidvel do que a Identity by Descent (IBD), estimada por meio
da genealogia de cada individuo. Além disso, a estimacdo do parentesco entre gendtipos através
de dados de marcadores moleculares € particularmente adequada em populagdes de pequeno
tamanho e em populacdes onde sdo esperados altos valores de parentesco (GOUDET; KAY;

WEIR, 2018).
Analise de associacdo genémica ampla

A populacdo utilizada para o presente estudo de GWAS foi constituida por cafeeiros
pertencentes a quatro progénies em geracdo Fi, cujas sementes foram colhidas em plantas
pertencentes ao banco de germoplasma do programa de melhoramento do cafeeiro da Epamig.
Estas progénies ja estio em melhoramento genético e foram eficientes para identificar
marcadores moleculares associados a resisténcia do cafeeiro a M. paranaensis por meio de
GWAS. A técnica de GWAS ndo demanda a utilizacio de populacdes geneticamente
estruturadas (ALQUDAH et al. 2020) como os tradicionais mapeamentos de QTL, onde sdo
requeridas populacdes de origem biparental. Dessa forma, permite a andlise de populagdes em
diferentes etapas de melhoramento, bem como aproveitamento de germoplasma disponivel em
condi¢des de campo, contendo caracteres de interesse. Assim, GWAS permite detectar
marcadores e potenciais genes envolvidos nas caracteristicas de interesse, demandando menor
custo e tempo para obtencdo de populacdes. Esta vantagem € especialmente importante em
culturas perenes, onde a obtencao de populacdes de mapeamento € demorada e onerosa (Silva
et al. 2022a).

As quatro progénies utilizadas nesta populagdo possuem progenitores em comum ou
aparentados. Apesar da inclusdo de gendtipos ndo aparentados na populagdo ser desejivel na
composi¢do das populagdes de mapeamento, € frequente-a utilizacao de gendtipos aparentados
para o aproveitamento de recursos genéticos ja disponiveis (CORTES; ZHANG; YU, 2021). A

inclusdo com diferentes genealogias permite agregar maior nimero de eventos de recombinacao
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ocorridos durante as geragdes posteriores ao Ultimo ancestral comum, possibilitando maior
resolucao em relacdo ao uso de populacdes biparentais (Rafalski 2010).

Com base na andlise dos Q-Q plots foi verificado melhor ajuste MLM com inclusio dos
dois primeiros componentes principais como efeitos fixos e da matriz (K) como efeitos
aleatdrios. A associacdo da correcdo da estrutura de populacdo por meio da inclusido de PCs
como covaridveis com a corre¢do do parentesco gendmico por meio da matriz K tem como
objetivo melhorar a corre¢ao de falsas associagdes (WANG; ZHANG, 2021), sendo utilizada
em estudos de GWAS em diferentes culturas (MAI et al., 2021; ZAIDI et al., 2016; ZHANG et
al., 2021) incluindo o cafeeiro (CASTILLO et al., 2022; GIMASE et al., 2020; NONATO et
al.,, 2021). Por meio da adocdo deste modelo foram identificados SNPs com associacdes
significativas locados em 4 diferentes cromossomos de C. arabica. Uma vez que a heranga da
resisténcia expressa pelo germoplasma Amphillo a M. paranaensis ainda ndo foi elucidada, no
presente trabalho selecionamos marcadores com associagdes considerando os dois niveis de 5
e 10% de significancia. Desta forma, novos trabalhos poderdo investigar em nivel bioquimico
o possivel efeito de genes associados a estes SNPs na resisténcia a M. paranaensis e a
aplicabilidade destes marcadores na selecdo assistida, a qual demanda por trabalhos de

validacdo (CORTES; ZHANG:; YU, 2021).
Identificacdo de genes potencialmente relacionados a resisténcia

O SNP334 esta alocado no gene LOC113702776, um provavel homdlogo da familia de
genes de Arabidopsis estimulado por 4cido giberélico (GASA - Gibberellin Acid-Stimulated
Arabidopsis), anotado como Protein GAST1-/ike e contendo o dominio gibberellin regulated
protein. Essa familia de genes, classificados como peptideos ricos em cisteinas, € composta por
um grande ndmero de integrantes e a maioria é regulado pelo hormonio giberelina. Este
fitormonio desempenha um papel importante no crescimento, desenvolvimento e respostas nos
estresses bidticos e abidticos em plantas e sdo amplamente reconhecidos como importantes
componentes de sinalizagdo que coordenam a comunicagdo c€lula-célula nas plantas (HAN et
al., 2021; QIAO et al., 2021). Um gene codificador de uma provavel Scarecrow-like protein 3
(LOC113702768), contendo o dominio GRAS, est4 alocado no sentido upstream ao SNP334.
A familia de genes GRAS € uma familia de fatores de transcricdo que estdo envolvidos na
regulacdo do crescimento e desenvolvimento e resposta ao estresse das plantas. Além disso, as

proteinas da familia GRAS sdo conhecidas por serem importantes na sinalizacdo da giberelina

(KHAN et al., 2022; ZHANG; IYER; ARAVIND, 2012). Estes fun¢des sustentam a
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possibilidade dessa regido génica estar associada a resisténcia, com fungdes relacionadas a
resposta ao estresse e a sinalizacdo celular.

O gene no qual o SNP962 estd alocado (LOC113739564) codifica uma proteina com
funcdo de proteina quinase ativada por mitégeno (MAPK - Mitogen-activated protein kinase)
5-like. Esse grupo de proteinas € classicamente associado a defesa das plantas contra uma gama
de patégenos, e possuem o dominio de proteina quinase (Pkinase). Em um estudo sobre os
mecanismos envolvidos na interacdo Coffea x Hemileia vastatrix, Silva et al. (2022) relataram
o envolvimento de MAPK na resisténcia de Coffea ao fungo H. vastatrix. Os autores concluiram
que cascatas MAPKs desempenham um papel essencial na transdu¢@o de sinais ambientais e
no desenvolvimento das plantas. As MAPKSs estdo localizadas no citoplasma ou no nucleo, e as
cascatas de quinase sdao ativadas por padrdoes moleculares associados a padrdes moleculares
associados a patdgenos (PAMPs — Pathogen Associated Molecular Patterns) ou proteinas
efetoras de patégenos. Entretanto, o nimero de MAPKSs envolvidas na resisténcia do cafeeiro a
H. vastatrix ainda € desconhecido (SILVA et al., 2022b). Diola et al. (2013) identificaram trés
MAPKSs, e apenas duas foram reguladas positivamente em Coffea spp. na resisténcia a H.
vastatrix. Um resultado relacionado ao SNP962 no gene LOC113739564 que chama a atengao
€ a ocorréncia de uma mutac¢io nao sinénima causada pelo alelo alternativo. O alelo referéncia
possui os nucleotideos CT os alelos alternativos apresentam CG. Uma andlise da troca da T por
G mostrou uma mudanga no aminodcido codificado, trocando uma Treonina (T) por uma
Prolina (P). Estes dois aminodcidos possuem propriedades distintas, enquanto a Treonina é um
aminodécido polar ndo carregado, a Prolina apresenta propriedades ndo polar. Essa mudancga nas
propriedades desse aminodcido pode trazer mudancas na atividade da proteina, podendo estar
relacionada a resisténcia das plantas. Entretanto, mais estudos sdo necessdrios para entender a
consequéncia dessa troca.

O SNP962 estéd locado downstream ao gene DNA-dependent metalloprotease WSS1-
like (LOC113739565). Este gene possui dominio WLM e dois dominios Zn-finger in Ran
binding protein e outros. As proteases Wssl degradam liga¢des cruzadas DNA-proteinas
(DPCs) e emergiram como enzimas de reparo de DNA de importancia crucial. Seu papel
protetor foi descrito em vdrios sistemas modelo, desde leveduras, plantas, vermes e moscas até
camundongos ¢ humanos (REINKING; HOFMANN; STINGELE, 2020). As estruturas dos
dedos de zinco sdo tdo diversas quanto suas fun¢des. Proteinas contendo dominios de dedo de
zinco desempenham papéis importantes em células eucaridticas, regulando diferentes vias de
transdugdo de sinal e controlando processos como desenvolvimento e morte celular programada

(CIFTCI-YILMAZ; MITTLER, 2008). Em uma andlise do transcriptoma de raizes de soja



71

resistentes, infectadas por Meloidogyne javanica, entre as respostas de defesa, foram
encontrados genes regulados positivamente que codificam para dedo de zinco. Os autores
concluiram que a expressdo deste gene pode indicar a ativagdo do metabolismo celular
relacionado ao estresse, na tentativa de controlar o desenvolvimento de juvenis de M. javanica
(SA et al., 2012). Desse modo, fica evidente que o SNP962 além de ser uma marca identificada
nesse estudo como associada a plantas resistentes a M. paranaensis, tem grande relagcdo com
genes bem definidos na literatura como essenciais para a reposta de defesa de plantas. Esses
genes, podem ser fortes candidatos para futuros estudos envolvendo o melhoramento genético
de plantas.

O SNP508 esta locado em uma regidao génica que também contém o dominio putativo
de dedo de zinco. Upstream a esse SNP estd alocado o gene THO complex subunit 4A-like e
downstream esta alocado o gene Elongator complex protein 1-like. O gene THO complex
subunit 4A-like possui dominios RNA recognition motif. (também conhecidos como dominios
RRM, RBD, ou RNP) e C-terminal duplication domain of Friend of PRMTI. A regulacdo da
expressao génica no nivel pos-transcricional € alcancada principalmente por proteinas contendo
motivos de sequéncia bem definidos envolvidos na ligacdo de RNA. O maior grupo de proteinas
de ligagdo a RNA de fita simples é a familia de motivos de reconhecimento de RNA eucaridtico
(RRM) que contém uma sequéncia de consenso RNP-1 de oito aminodcidos (LORKOVIC;
BARTA, 2002; VAN DIJK et al., 2010). O gene Elongator complex protein 1-like possui o
dominio /K13 family. O complexo elongador eucaridtico tem sido associado a muitas atividades
celulares, incluindo alongamento transcricional. A proteina 1 do complexo alongador (também
conhecida como Iki3) é um componente do complexo alongador da RNA polimerase II
(KROGAN; GREENBLATT, 2001). Desta forma, a regido génica onde o SNP508 esta alocado
possui potencial associacdo com a regulacdo da expressdo génica, fungdo estritamente
relacionada com a defesa das plantas.

Sete SNPs com associagdes significativas (SNP2020, SNP2022, SNP2023, SNP2027,
SNP2028, SNP2030 e SNP2031) estdo locados no gene descrito como Very-long-chain (3R)-
3-hydroxyacyl-CoA dehydratase PASTICCINO 2-like, contendo o dominio protein tyrosine
phosphatase-like protein. Pasticcino2 é uma proteina do tipo tirosina fosfatase envolvida na
proliferagdo e diferenciacao celular (BELLEC et al., 2002). A fosforilagdo da proteina tirosina
(pTyr) € uma modificacdo poés-traducional comum que pode criar novos motivos de
reconhecimento para interagdes de proteinas e localizacdo celular, afetando a estabilidade da
proteina, e regular a atividade enzimdtica. Essas enzimas sdo componentes reguladores chave

nas vias de transducao de sinal (como a via da MAP quinase) e sdo importantes no controle do
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crescimento, proliferacdo, diferenciacdo e transformacgdo celular, ou seja, estdo relacionadas
com atividades j4 descritas na literatura com associacdo a resisténcia das plantas (BARTELS et
al., 2009; ESWARAN et al., 2006; PAUL; LOMBROSO, 2003; SHANKAR et al., 2015).

Upstream a estes SNPs estd locado o gene O-fucosyltransferase 31-like, com o dominio
GDP-fucose protein O-fucosyltransferase. Alguns membros desta familia de O-
fucosiltransferases interagem fisicamente com proteinas envolvidas na divisdo celular, bem
como no estresse € nas respostas hormonais (LI et al., 2018). Downstream ao bloco composto
por estes sete SNP estd alocado o gene Cysteine-rich receptor-like protein kinase 4. Este gene
possui dominio de proteina quinase (Pkinase) e dois dominios salt stress response/antifungal.
Os mecanismos de defesa das plantas dependem do reconhecimento inicial do patégeno e essa
percepgao € realizada por uma grande familia de receptores de reconhecimento padrdo (PRR -
Pattern Recognition Receptor). Geralmente os PRRs sdo proteinas transmembranas
pertencentes a classe de proteinas semelhantes a receptores (RLP - Receptor-Like Proteins) ou
receptores do tipo quinase (RLK — Receptor-Like Kinases). A subfamilia de RLK rica em
cisteina, sdo proteinas da membrana plasmdtica, que t€m um papel na deteccdo de sinal e na
ativacdo da resisténcia sistémica adquirida (SAR — Salinic Acquired resistance) (CHANNALE
et al., 2021). Dominios de resposta ao estresse salino/antiftingico é frequentemente encontrado
em associagdo com os dominios de quinase (ZHANG et al., 2009).

O SNP2234 estd locado no gene anotado como Probable F-box protein At4g22030,
contendo o dominio petal formation-expressed. Um outro gene, com a mesma anotacdo
funcional e contendo este mesmo dominio estd locado downstream a este SNP. A familia de
proteinas F-box (FBPs) é uma das maiores familias de proteinas do reino vegetal. Essas
proteinas sdo fundamentais na determinacdo da resposta da planta em varios cendrios (ABD-
HAMID et al., 2020). As proteinas F-box estdo associadas a funcdes celulares, como transdugao
de sinal hormonal e regulagdo do ciclo celular e desempenham um papel importante na resposta
ao estresse da planta (ZHANG et al., 2017b). Assim, essa também é uma regido com potenciais
atividades associadas a resisténcia.

O SNP873 esta locado em uma regido génica ndo caracterizada. O gene Protein artemis-
like, contendo o dominio DNA repair metallo-beta-lactamase (DRMBL) estd locado
downstream a este loco. As proteinas relacionadas com as proteinas SNM de mamiferos e
leveduras sdo proteinas nucleares contendo um dominio metalo-f-lactamase conservado. Este
dominio € essencial para a atividade nuclease e € necessario para o reparo de quebras de fita
dupla de DNA (DSBs) resultantes da remog¢do de ligacdo cruzada entre fitas (ICL). Uma das

proteinas humanas relacionadas ao SNM ¢é conhecida como ARTEMIS. Mutagdes em
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ARTEMIS estdo associadas a sindrome de imunodeficiéncia grave devido a um defeito na
recombinacdo. Essa proteina interage com a proteina quinase dependente de DNA e ¢é
responsavel pela abertura do hairpin e pelo processamento da sali€éncia durante o processo de
recombinacdo. Os mutantes ARTEMIS também sdo hipersensiveis a agentes que danificam o
DNA (MOLINIER; STAMM; HOHN, 2004). Atividades relacionadas com o reparo de DNA
preservam a integridade do genoma, apds danos causados por fatores ambientais, sendo de

grande importincia durante a intera¢do planta x patdgeno.

CONCLUSAO

No presente trabalho identificamos 12 marcadores SNPs com associagdes significativas
com a resisténcia do germoplasma de Amphillo a M. paranaensis. Estes SNPs estdo locados
em 6 cromossomos diferentes. As varidveis NOTA, NOGR, FR, TR apresentaram associacdes
significativas com SNPs locados no cromossomo 7 do subgenoma oriundo de C. eugenioides,
sendo estes marcadores especialmente promissores para a selec¢do assistida. Uma vez validados,
a disponibilidade destes marcadores poderd aumentar a eficiéncia dos programas de
melhoramento do cafeeiro, aumentado a efici€éncia de sele¢do e reduzindo o tempo para a
transferéncia da resisténcia do germoplasma de “Amphillo” para cultivares comerciais de C.
arabica. Os SNPs com associagdes significativas estdo localizados e/ou préximos a regides
génicas com anotagdes funcionais relacionadas a caracteristicas importantes para a resisténcia
das plantas, sendo alguns desses ja descritos em outros estudos. Desse modo, apresentamos
aqui o primeiro estudo que disponibiliza marcas genéticas associadas a resisténcia de plantas
de café a M. paranaensis, além de fornecer evidéncias de mutacOes em importantes genes
classicamente envolvidos em vias de sinalizacdo e processos bioldgicos marcantes para a
resposta de defesa. Essas mutacdes podem ser alvo de futuros estudos de biologia molecular
que demonstrem o impacto de SNPs presentes em regides genicas codificadoras (éxons) na

funcdo final da proteina.
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