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RESUMO

FEITOSA, Francielle de Matos, D.Sc., Universidade Federal de Vicosa, fevereiro de 2022.
Abordagens fenotipicas e moleculares aplicadas a selecio de cafeeiros arabica com
resisténcia multipla estresses bidtipos. Orientadora: Eveline Teixeira Caixeta.

O café ¢ a segunda principal commodity no mercado mundial. A espécie Coffea arabica ¢ uma
das principais espécies cultivadas no mundo. No entanto, a cultura hospeda uma grande
variedade de patogenos e pragas. Os patogenos Hemileia vastatrix e Colletotrichum kahawae
sdo as doengas mais importantes da cultura, e a praga bicho-mineiro, impacta severamente a
produtividade e qualidade de bebida. Assim, como forma de controle, o desenvolvimento de
cultivares resistentes, com a utilizacdo de marcadores moleculares auxiliam no progresso de
melhoramento genético da cultura. O objetivo do trabalho foi identificar cafeeiros portadores
de genes de resisténcia para as principais doengas do café; determinar a diversidade genética
por meio de caracteristicas morfoldgicas e estimar os parametros genéticos e os ganhos com a
sele¢do utilizando a metodologia de modelos mistos (REML/BLUP). O estudo foi composto
por duas populagdes, a primeira, os cafeeiros em geracdo F» sdo provenientes do cruzamento
entre cultivar resistente a ferrugem e CBD e outra ao bicho-mineiro, enquanto que a segunda,
sao originados de cruzamentos de cafeeiros arabicas com fontes de resisténcia (sele¢do indiana).
A identificacdo de cafeeiros resistentes foi feita fenotipicamente e/ou molecularmente. A
analise de diversidade genética foi baseada na distincia generalizada de Mahalanobis e a
selecdo fenotipica, por meio do procedimento REML/BLUP. Ambas populagdes apresentaram
resisténcia multipla para as principais doencas com diferentes combinacdes. Com base nas
analises utilizando o método REML/BLUP, foi possivel selecionar cafeeiros promissores por
serem geneticamente divergentes e complementares pela analise de agrupamento e por
proporcionar ganhos com a selegdao principalmente para a caracteristica infestacdo de bicho-
mineiro. Além disso, foi possivel observar que os materiais em desenvolvimento apresentam

superioridade em relagdo as cultivares comerciais.

Palavras-chave: Hemileia vastatrix. Colletotrichum kahawae. Melhoramento preventivo.

Piramidagdo de genes.



ABSTRACT

FEITOSA, Francielle de Matos, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, February, 2022.
Phenotypic and molecular approaches applied to the selection of arabica coffee plants
with multiple resistance to biotic stresses. Adviser: Eveline Teixeira Caixeta.

Coffee is the second main commodity on the world market. The Coffea arabica species is one
of the main cultivated species in the world. However, the crop hosts a wide variety of pathogens
and pests. The pathogens Hemileia vastatrix and Colletotrichum kahawae are the most
important diseases of the crop, and the leaf miner pest severely impacts productivity and
beverage quality. Thus, as a form of control, the development of resistant cultivars, with the
use of molecular markers, helps in the progress of genetic improvement of the crop. The
objective of this work was to identify coffee plants carrying resistance genes for the main coffee
diseases; determine genetic diversity through morphological traits and estimate genetic
parameters and selection gains using the mixed model methodology (REML/BLUP). The study
was composed of two populations, the first, the coffee trees in the F> generation, come from the
cross between a cultivar resistant to rust and CBD and the other to the leaf miner, while the
second, are originated from crosses of arabica coffee with sources of resistance. (Indian
Seletion). The identification of resistant coffee trees was made phenotypically and/or
molecularly. Genetic diversity analysis was based on generalized Mahalanobis distance and
phenotypic selection, using the REML/BLUP procedure. Both populations showed multiple
resistance to the main diseases with ivomercial combinations. Based on the analysis using the
REML/BLUP method, it was possible to select promising coffee plants because ivome are
genetically ivomercialiv and complementary by cluster analysis and because ivome provide
gains with selection mainly for the leaf miner infestation characteristic. In addition, it was

possible to observe that the materials under development are superior to ivomercial cultivars.

Keywords: Hemileia vastatrix. Colletotrichum kahawae. Preventive breeding. Gene

pyramidation.
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INTRODUCAO GERAL

O cafeeiro possui mais de 124 espécies descritas, sendo Coffea arabica L. e Coffea
canephora as de maior importancia economica (Davis et al., 2011). A cultura contribui para a
economia do pais como fonte de emprego e renda para os agricultores e outros agentes
econdmicos envolvidos no setor cafeeiro (Wahyudi et al., 2018). No Brasil, o café comegou a
ser cultivado no estado do Para, chegando a Sdo Paulo no inicio do século XIX. A cultura se
espalhou rapidamente, chegando a ser o principal produto comercial no Brasil (Carvalho et al.,
2007; Naritomi et al., 2012; Torres et al., 2021).

Juntamente com a expansao territorial do café pelo pais, também houve a disseminagao
de patogenos e pragas nas lavouras cafeeiras. Os patogenos Hemileia vastatrix causador da
ferrugem (Coffee Leaf Rust -CLR) e Colletotrichum kahawae agente causal da antracnose dos
frutos (Coffee Berry Disease — CBD) sdo os causadores das doengas mais importantes da
cultura. Em condigdes propicias, CLR e CBD podem causar perdas de rendimento superiores a
75% (McCook et al., 2006; Gichuru et al., 2021) e de 100% (Gimase et al., 2021),
respectivamente. No Brasil, as perdas causadas por CLR tém sido relatadas entre 35 a 50%
(Zambolim & Caixeta, 2021). Com relacao as pragas, o bicho-mineiro do café ¢ a praga chave
da cultura, a qual impacta severamente a produtividade e a qualidade do café em todas as regides
produtoras brasileiras (Pantoja-Gomez et al., 2019; Motta et al., 2021).

Em decorréncia da importancia econdmica da cultura e perdas causadas pela presenca
de patogenos e pragas nas lavouras, varios programas de melhoramento genético tém investido
tempo e recursos para obtencao de cultivares melhorados no cafeeiro, com o intuito de explorar
ao maximo o potencial genético da cultura. O desenvolvimento de cultivares resistentes as
doencas e pragas ¢ um dos principais focos dos trabalhos de melhoramento, uma vez que tem
importante papel na estabilizagdo da produtividade e na diminui¢do dos custos de producao
(Freitas et al., 2007).

O desenvolvimento de cultivares resistentes ¢ realizado principalmente pela
introgressao de genes de resisténcia em cultivares comerciais. No cafeeiro, ja foram
identificadas algumas fontes de resisténcia para a ferrugem. Nelas foram caracterizados com
base na teoria gene-a-gene, pelo menos nove genes dominantes presentes em cafeeiros de
diferentes espécies (Sul-Su9) (Noronha-Wagner & Bettencourt, 1967; Bettencourt & Noronha-
Wagner, 1971; Bettencourt & Rodrigues, 1988). Os genes Sul, Su2, Su4 e Su5 foram
encontrados em C. arabica, os Su6, Su7, Su8 ¢ Su9 em C. canephora ¢ Su3 em C. liberica.

Além desses genes, outros dois genes candidatos foram identificados e caracterizados



molecularmente, sendo um gene da classe dos nucleotide binding-leucine rich repeat (CC-NBS-
LRR), e outro pertencente na classe dos Receptor-like-kinase (Barka et al., 2020; Almeida et
al., 2020).

Para CBD, Van Der Vossen e Walyaro (1980) propuseram a existéncia de um loco,
denominado T, em acesso de Hibrido de Timor, conferindo resisténcia desse cafeeiro a doenca.
De acordo com Agwanda et al. (1997) e Silva et al. (2006), a resisténcia ao CBD ¢ controlada
por pelo menos trés locos (T, R e K) presentes no Hibrido de Timor e Catimor (gene T), Rume
Sudan (genes R e K), e K7 (gene K). Estudo realizado por Gichuru et al. (2008), identificou o
loco responsavel pela resisténcia a C. kahawae (denominado Ck-1). Embora esses autores
sugeriram que esse loco seja semelhante ao loco T, descrito por Van Der Vossen ¢ Walyaro
(1980), ndo descartaram a possibilidade da existéncia de outros locos conferindo resisténcia.

A resisténcia ao bicho-mineiro em genoétipos de C. arabica foi introduzida por um
descendente de um cruzamento natural interespecifico entre as espécies C. racemosa e C.
arabica cv. Blue Montain. Medina Filho et al. (1977) sugeriram que essa resisténcia ¢
proveniente da espécie C. racemosa e determinada por dois genes dominantes e
complementares, sendo confirmado por Guerreiro-Filho et al. (1999). As espécies de café foram
classificadas como altamente resistentes (C. stenophyilla, C. brevipes, C. liberica ¢ C.
salvatrix), moderadamente resistente (C. racemosa, C. kapakata, C. dewevrei e C. eugenioides)
e suscetivel (C. congenesis, C. canephora, e C. arabica) (Guerreiro Filho et al., 1991).

A utilizagdo de cultivares resistentes surge como uma estratégia para o controle
eficiente e econdmico destas doengas e praga. No entanto, diversas limitagdes dificultam a
selecdo de plantas no melhoramento genético, dentre elas estdo a baixa diversidade genética
associada a autogamia, ciclo longo, origem e domesticacdo desta espécie. Dessa forma, o
desenvolvimento de novos cultivares se torna uma tarefa desafiadora (Herrera et al., 2002;
Geleta et al., 2012; Lashermes et al., 2016). Para contornar essas dificuldades, pode-se adotar
técnicas que visam aumentar a eficiéncia dos trabalhos de melhoramento e, consequentemente,
acelerar o tempo para o langcamento de um novo cultivar.

A selecdo assistida por marcadores (SAM) ¢ uma das ferramentas disponiveis para
auxiliar a eficiéncia do melhoramento da cultura e reduzir o periodo de desenvolvimento de
variedades de café (Moncada et al. 2016; Gimase et al., 2019). Por meio da SAM, genes de
resisténcias podem ser identificados e monitorados na presenga ou auséncia do patégeno no
campo (Alkimim et al., 2017). Além disso, essa estratégia reduz o tempo para o lancamento de
um novo cultivar, uma vez que as avaliagdes podem ser realizadas em estagios iniciais das

plantas. Os marcadores moleculares podem, ainda, auxiliar efetivamente na identificagdo de
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gendtipos que possuem multiplos genes (piramidacdo de genes) de resisténcia na presenca de
um efeito dominante ou epistatico (Alkimim et al., 2017; Almeida et al., 2021), o que permite

o desenvolvimento de um novo cultivar contendo multiplos genes de resisténcia.
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CAPITULO 1: SELECAO FENOTIPICA E MOLECULAR DE CAFEEIROS ARABICA
PARA RESISTENCIA AO BICHO-MINEIRO, A FERRUGEM E AO CBD

RESUMO

O melhoramento genético do cafeeiro tem sido direcionado ao desenvolvimento de
variedades produtivas e com qualidade de bebida. No entanto, ambas caracteristicas sao
afetadas por pragas e doencas. O desenvolvimento de uma variedade resistente pela abordagem
tradicional é demorado e ineficiente. Portanto, é evidente a necessidade de uso de diferentes
ferramentas para auxiliar no desenvolvimento de variedades resistentes e produtivas. Diante do
exposto, objetivou-se analisar precocemente o comportamento de uma populagdo em
melhoramento de café ardbica, além de compreender se a piramidagdo de genes de resisténcia
afeta sua producdo. Uma populacdo de 128 cafeeiros F> (obtidas a partir da autofecundagdo do
hibrido F; H1097-29, derivado do cruzamento entre H514-7-16-3-17 CMS-CEPC e Siriema
BM12-CEPCC) e duas testemunhas (Topazio MG1190 e Catuai Vermelho IAC 144) plantados
no campo experimental de Patrocinio/Epamig em Minas Gerais. A populagdo foi avaliada
fenotipicamente para estimar os parametros genéticos pela metodologia de modelos mistos,
além disso, avaliou-se molecularmente quanto a resisténcia aos fungos Hemileia vastatrix e
Colletotrichum kahawae. A populagdo de café apresentou variabilidade genética para ser
explorada, e com grande potencial para selecdo de materiais com baixa infestacdo ao bicho
mineiro e cercosporiose, além de apresentar plantas contendo piramidacdo de genes de
resisténcia aos fungos H. vastatrix e a C. kahawae. Além disso, as médias dos cafeeiros na
fenotipagem indicaram alta resisténcia a H. vastatrix. No indice de selecdo, identificou-se
cafeeiros com ganho de sele¢do para todas as caracteristicas avaliadas e superiores as

testemunhas.

INTRODUCAO

Café ¢ uma das commodities agricolas mais importantes em paises tropicais. Mais de
124 espécies de café foram descritas (Davis et al., 2011), sendo Coffea arabica L. a espécie
economicamente mais importante em todo o mundo. No entanto, ¢ suscetivel a uma série de
pragas e doencgas, que ndo so limitam sua producdo, mas prejudicam seu cultivo sustentavel
(Jingade et al., 2019). Dentre elas, a ferrugem do cafeeiro (Hemileia vastatrix), Coffee Berry
Disease (CBD) (Colletotrichum kahawae) e bicho mineiro, sdo os principais problemas

fitossanitarios na lavoura.
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De forma geral, os programas de melhoramento do cafeeiro t€m como principal
objetivo desenvolver cultivares produtivos, adaptados, com resisténcia a pragas e doengas
(Krishnan et al., 2021). A resisténcia a ferrugem do café ¢ conferida por pelo menos nove genes
dominantes (Sul a Su9), identificados em C. arabica (Sul, 2,4 ¢ 5), C. canephora (Su6, 7, 8 €
9) e C. liberica (Su3) (Noronha-Wagner e Bettencourt, 1967; Bettencourt e Noronha-Wagner,
1971; Bettencourt e Rodrigues, 1988). No entanto, os genes identificados em C. arabica foram
suplantados por diferentes racas do fungo (Cabral et al., 2009; Fernandez et al., 2012; Maia et
al. 2013). Dessa forma, os programas de melhoramento visam introgredir genes das outras
espécies cafeeiras em C. arabica.

Quanto a resisténcia do cafeeiro a C. kahawae, Van der Vossen e Walyaro (1980),
por meio de estudo de heranga, propuseram a existéncia de um loco (T) para a resisténcia ao
CBD em Hibrido de Timor (HdT). Agwanda et al. (1997) e Silva et al. (2006), atirmam que a
resisténcia ao CBD ¢ controlada por pelo menos trés locos (T, R e K) presentes em HdT e
Catimor (gene T), Rume Sudan (genes R e K) e K7 (gene K). Gichuru et al. (2008) identificaram
o gene Ck-1 em cafeeiros derivados de Catimor e sugeriram que esse gene corresponde ao loco
T previamente identificado em HdT. Essa doenga nio foi relada fora da Africa, porém ha
preocupagoes de sua disseminagdo para outros paises produtores como o Brasil.

A cultura do café é também severamente afetada pelo ataque de diferentes insetos,
com destaque para o bicho mineiro (Leucoptera coffeella), uma das mais importantes pragas do
cafeeiro no Brasil (Santiago-Salazar et al., 2021). Diferentes niveis de resisténcia a esta praga
foram observados entre as espécies de Coffea. A principal fonte de resisténcia ao bicho mineiro
sdo plantas derivadas de um cruzamento natural entre C. arabica (suscetivel) e C. racemosa
(moderadamente resistente) obtido na década de 1950 (Medina, 1963). Atualmente, existem
apenas duas cultivares resistentes a essa praga no Brasil: Siriema VC4 e Siriema AS1(Dantas
et al., 2021). Portanto, essas cultivares sdo utilizadas nos programas de melhoramento para
desenvolvimento de novas variedades.

O melhoramento genético do cafeeiro pela abordagem tradicional, ¢ um processo
trabalhoso, caro e demorado (Pinto et al., 2021), portanto, a utilizagdo de modelos mistos
juntamente com a genética molecular auxilia os melhoristas no estudo do desenvolvimento de
novas cultivares de café.

Nesse sentido, marcadores moleculares associados a resisténcia a H. vastatrix ¢ C.
kahawae foram identificados. Para resisténcia a ferrugem, Mahé et al. (2008) identificaram
marcadores do tipo Sequence-Characterized Amplified Region (SCAR) e Simple Sequence

Repeat (SSR) co-segregando com o gene de resisténcia Su3. Almeida et al. (2021) identificaram
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marcadores moleculares associado a outros dois locos de resisténcia a H. vastatrix. Nesse
trabalho, QTL que conferiram resisténcia a raga I, II, e patotipo 001 de H. vastatrix foram
localizados nos grupos de ligagdao 2 e 5 do mapa genético e os marcadores flanqueando esses
QTL foram identificados (SSR16, CaRHv8 e CaRHvV9). Um quarto loco de resisténcia a
ferrugem foi identificado por Alvarenga et al. (2010) e detalhadamente caracterizado e clonado
por Barka et al. (2020). O gene corresponde a um Resistance Gene Analog (RGA), o qual pode
ser monitorado pelo marcador molecular CARF005. Por meio da analise do marcador em
diferentes cafeeiros constatou-se que o gene clonado corresponde a gene distinto dos genes até
entdo caracterizado, sendo, portanto, denominado de Sy10 (Barka et al., 2020 e Zambolim &
Caixeta, 2021). Por meio de mapeamento, Almeida et al. (2021) confirmaram que o Su10
corresponde a loco distinto dos QTL associado a resisténcia.

Para resisténcia a CBD, usando as cultivares Catimor 88 e Catimor 127 como fonte
de resisténcia, Gichuru et al. (2008) identificaram oito marcadores AFLP e dois SSR ligados ao
gene para resisténcia ao CBD. O gene denominado Ck-1 foi encontrado em um segmento de 11
cM, sendo eficiente na sele¢do assistida por marcadores (SAM) (Alkimim et al., 2017).

A SAM pode acelerar o desenvolvimento de novas cultivares de café (Sousa et al.,
2019). Portanto, a adocao da SAM ¢ essencial para o melhoramento genético da espécie, visto
que os experimentos envolvem longos periodos e altos custos. Além disso, essa estratégia pode
ser usada para acumular varios genes de resisténcia em um tnico gendtipo (Qi e Ma, 2020), por
meio da piramidagdo de genes. O beneficio da piramidacdo génica estd no aumento da
durabilidade da resisténcia, devido a maior dificuldade do patégeno em suplantar maior nimero
de genes de resisténcia no hospedeiro (Almeida et al., 2020). Além de buscar o aciimulo de
genes de resisténcia, ¢ necessario melhorar simultaneamente os varios caracteres econdmicos
que impactam diretamente nos retornos liquidos dos agricultores (Nair, 2021).

Os desafios no melhoramento de C. arabica, por ser espécie perene, ainda ¢ maior,
pois os dados obtidos estdo comumente desequilibrados devido as adversidades no campo ao
longo do tempo (Sousa et al., 2019). Portanto, o uso da metodologia de modelos mistos,
Restricted Maximum Likelihood/Best Linear Unbhetic Prediction (REML/BLUP) (Patterson &
Thompson, 1971; Henderson, 1975) buscam minimizar essa limitagdo e permitem, a partir de
informacdes fenotipicas, a previsdo precisa e imparcial dos valores genéticos dos individuos
(Resende e Thompson, 2004; Viana et al., 2011; Corréa et al., 2015; Spinelli et al., 2015).

Diante do exposto, objetivou-se analisar precocemente o comportamento de uma
populacdo em geracdo segregante de café ardbica, além de compreender se a piramidacdo de

genes de resisténcia afeta na produgao.
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MATERIAL E METODOS
Material genético

Foram avaliados 144 cafeeiros, sendo 128 plantas em geracao F» e 2 testemunhas com
2 plantas por parcela (cultivares Topazio MG1190 e Catuai Vermelho IAC 144) (Tabela 1). Os
cafeeiros F» foram obtidos a partir da autofecundacdo do hibrido F; H1097-29, derivado do
cruzamento entre H514-7-16-3-17 CMS-CEPC (9) e Siriema BM12-CEPCC (&) (Figura 1). O
progenitor feminino (H514-7-16-3-17 CMS-CEPC) corresponde a um cafeeiro em geracdo Fy4
derivado do cruzamento entre Catuai Amarelo IAC 86 x Hibrido de Timor (HdT) UFV 440-10.
O HdAT 440-10 apresenta em homozigose o gene Ck-1, que ¢ responsavel pela resisténcia ao
CBD, além de resisténcia a ferrugem (Silva et al., 2018b). O progenitor masculino Siriema
BM12-CEPCC apresenta em sua genealogia a espécie C. racemosa e Catimor UFV 417, com

resisténcia ao bicho-mineiro e ferrugem, respectivamente.
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Tabela 1. Populacao F» (H514-7-16-3-17 CMS-CEPC x Siriema BM12-CEPCC) de cafeeiros
arabica analisados.

Cafeeiros Geragao Dszgg;jo Cafeeiros Geragao D:Zf;;gjo
Topazio (T1)! Testemunha T1 34 F> 11B12P32
Catuai (T2)? Testemunha T2 35 F> 11B12P33
3 F> 11B12P1 36 F> 11B12P34
4 F> 11B12P2 37 F> 11B12P35
5 F2 11B12P3 38 F2 11B12P36
6 F> 11B12P4 39 F> 11B12P37
7 F> 11B12P5 40 F> 11B13P1
8 F2 11B12P6 41 F2 11B13P2
9 F> 11B12P7 42 F> 11B13P3
10 F> 11B12P8 43 F> 11B13P4
11 F2 11B12P9 44 F2 11B13P5
12 F> 11B12P10 45 F> 11B13P6
13 F> 11B12P11 46 F> 11B13P7
14 F> 11B12P12 47 F> 11B13P8
15 F> 11B12P13 48 F> 11B13P9
16 F2 11B12P14 49 F2 11B13P10
17 F2 11B12P15 50 F2 11B13P11
18 F> 11B12P16 51 F> 11B13P12
19 F> 11B12P17 52 F2 11B13P13
20 F2 11B12P18 53 F2 11B13P14
21 F> 11B12P19 54 F> 11B13P15
22 F 11B12P20 55 F2 11B13P16
23 F2 11B12P21 56 F2 11B13P17
24 F> 11B12P22 57 F> 11B13P18
25 F> 11B12P23 58 F> 11B13P19
26 F> 11B12P24 59 F> 11B13P20
27 F> 11B12P25 60 F> 11B13P21
28 F2 11B12P26 61 F2 11B13P22
29 F2 11B12P27 62 F2 11B13P23
30 F> 11B12P28 63 F> 11B13P24
31 F> 11B12P29 64 F2 11B13P25
32 F> 11B12P30 65 F> 11B13P26
33 F> 11B12P31 66 F> 11B13P27

I8 plantas do cultivar Topazio MG1190; %8 plantas do cultivar Catuai Vermelho IAC 144.



Tabela 1. Continuagao...

Cafeeiros Geragao DSZ%E(?O Cafeeiros Geragao Dcezzg;jo
67 F> 11B13P28 99 ) 11B14P24
68 F> 11B13P29 100 F> 11B14P25
69 F> 11B13P30 101 F> 11B14P26
70 F2 11B13P31 102 F2 11B14P27
71 F> 11B13P32 103 F> 11B14P28
72 F> 11B13P33 104 F> 11B14P29
73 F> 11B13P34 105 F2 11B14P30
74 F> 11B13P35 106 F> 11B14P31
75 F> 11B13P36 107 F> 11B14P32
76 F> 11B14P1 108 F> 11B14P33
77 F> 11B14P2 109 F> 11B14P34
78 F> 11B14P3 110 F> 11B14P35
79 F> 11B14P4 111 F2 11B14P36
80 F> 11B14P5 112 F2 11B14P37
81 F> 11B14P6 113 F> 11B14P38
82 F> 11B14P7 114 F> 11B15P1
83 F> 11B14P8 115 F> 11B15P2
84 F> 11B14P9 116 F> 11B15P3
85 F> 11B14P10 117 F> 11B15P4
86 F> 11B14P11 118 F> 11B15P5
87 F> 11B14P12 119 F> 11B15P6
88 F> 11B14P13 120 F> 11B15P7
89 F> 11B14P14 121 F» 11B15P8
90 F> 11B14P15 122 F> 11B15P9
91 F> 11B14P16 123 F2 11B15P10
92 F> 11B14P17 124 F2 11B15P11
93 F> 11B14P18 125 F2 11B15P12
94 F> 11B14P19 126 F> 11B15P13
95 F> 11B14P20 127 F> 11B15P14
96 F> 11B14P21 128 F2 11B15P15
97 F> 11B14P22 129 F> 11B15P16
98 F> 11B14P23 130 F> 11B15P17

18
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Catuai HdT

Progenitor o

Progenitor ¥

128 Cafeeiros
F2

Figura 1. Heredrograma das 128 plantas C. arabica em geracao F» a partir da autofecundacao
do hibrido H1097-29 (F;), originado do cruzamento do progenitor ¢ (H514-7-16-3-17 CMS-
CEPC) e progenitor & (Siriema BM12-CEPCC).

Design experimental

O experimento foi plantado em 19/02/2016, no Campo Experimental de
Patrocinio/Epamig, municipio de Patrocinio, na regido do Alto Paranaiba, no estado de Minas
Gerais. Os cafeeiros foram dispostos no delineamento de blocos aumentados (4 blocos,
contendo 37 cafeeiros F> no bloco 1, 36 no bloco 2, 38 no bloco 3 ¢ 17 no bloco 4) e
espacamento de 3,5 m entre linhas e 0,8 m entre plantas. Como testemunhas utilizou as
cultivares Topazio MG1190 e Catuai Vermelho IAC 144, com duas plantas de cada por bloco.
A calagem do solo e a adubacdo do plantio foram realizadas por meio da analise de solo e
exigéncia da cultura. Nenhum método de controle fitossanitario foi utilizado contra ferrugem,

cercosporiose € bicho mineiro.

Caracteristicas avaliadas

Onze caracteristicas agrondmicas foram avaliadas nos cafeeiros, em 28 de maio de
2019, no estadio de maturagdo dos graos, sendo, o vigor vegetativo (VIG), produgao (P), altura
de plantas (AL), didmetro de caule (DCA), didmetro de copa (DCO), comprimento de ramos
plagiotropicos (CRP), ciclo de maturacao dos frutos (CM), uniformidade de maturagdo dos
frutos (UM), severidade de cercosporiose (CE), severidade de ferrugem (FE) e infestacao de

bicho-mineiro (BM) (Tabela 2).
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Tabela 2. Caracteristicas fenotipadas analisadas em popula¢do F» (H514-7-16-3-17 CMS-
CEPC x Siriema BM12-CEPCC) de cafeeiros arabica safra 2019 em Patrocinio - MG.

Caracteristicas

Sigla

Descricao

Vigor vegetativo

VIG

Avaliado por notas de 1 a 10. 1: Planta totalmente depauperada.
10: Planta considerada com vigor maximo.

Produgao P Litros de café recém colhido por planta
Ciclo de CM 1 =precoce; 2 = média para precoce; 3 = média; 4 = média para
maturagao tardia; 5 = tardia.
Uniformidade de Notas de 1 a 4. 1 = uniforme; 2 = medianamente uniforme; 3 =
maturacao dos UM  medianamente desuniforme; 4 = desuniforme.
frutos
Diametro de DCO Medido no sentido transversal a linha de plantio, medindo- se
copa (cm) a maior projecdo da "saia" do cafeeiro.
Diametro de DCA Medido com auxilio de um paquimetro digital, na regido do
caule (cm) coleto da planta, a aproximadamente 5 cm da superficie do
solo.
Comprimento
do ramo CRP Comprimento de um Ramo Plagiotrépico Representativo da
plagiotropico Planta.
Altura de Medida da ramificagdo ortotropica mais desenvolvida, do nivel
Planta (cm) AL  do solo até o ultimo ponto apical do cafeeiro com o auxilio de
uma trena métrica afixada em uma haste de madeira.
Notas de 1 a 5. 1 = auséncia de pustulas e reacdes de
hipersensibilidade; 2 = poucas folhas com pustulas sem
esporos (flecks) e com reagdes de hipersensibilidade; 3 =
Severidade FE  poucas pustulas por folha com alta produgdo de esporos e
Ferrugem pouco distribuidas; 4 = média quantidade de pustulas por folha,
distribuidas na planta com alta produ¢do de esporos;
5 = alta quantidade de pustulas com alta producdo de esporos e
alta desfolha da planta. OBS: Plantas com nota 1 ou 2 =
Resistentes; 3 a 5 = Suscetiveis.
Severidade CE Notas de 1 a 5. Nota 1: sem cercospora; 2 a 5: folhas com
Cercosporiose cercospora. OBS.: 2 = baixa incidéncia e 5 =alta incidéncia.
Infestacao de BM  Notas de 1 a 5. Nota 1: sem Bicho-Mineiro; 2 a 5: com bicho

Bicho Mineiro

mineiro.

Andlises genético-estatisticas
A estimativa dos componentes de variancia e a predicao dos valores genéticos foi realizada
por meio da metodologia REML/BLUP (Patterson e Thompson, 1971; Henderson, 1973),
utilizando o modelo estatistico:
Y=X,+W,+Z;, +e
onde Y ¢ vetor de observagoes; u € o vetor de efeitos fixos; b ¢ um vetor de efeitos
aleatorios de bloco; g € o vetor dos efeitos aleatorios de genoétipos; e € o vetor de erros. X, W e Z

sdo matrizes conhecidas que relacionam os elementos de b, u e g com os elementos de Y.
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Foi realizada a andlise de deviance (ANADEV) para as caracteristicas fenotipicas. A
estimagao da razao de verossimilhanga foi obtida pela diferenga entre as estimativas dos valores
de deviance no modelo reduzido (sem o efeito testado) e o0 modelo completo. A significancia
do efeito foi verificada pelo teste da razdo de méaxima verossimilhanga (LRT) por meio do teste
de qui-quadrado, aos niveis de 1% e 5% de probabilidade, com 1 grau de liberdade.

Os componentes de variancia foram estimados via REML de Patterson e Thompson
(1971) e a predicao de valores genéticos foi pelo BLUP de Henderson (1973), processados no
software R (R CORE TEAM, 2018).

A relacdo entre as caracteristicas foi avaliada por meio da correlagcdo entre os values
genotipicos (BLUP), para detec¢do do grau de associagdo significativamente distintas de zero.

Para classificar os genotipos, foi aplicado indice de sele¢do de Mulamba e Mock (1978)
nos values genotipicos dos cafeeiros derivados do BLUP, adotando-se o seguinte modelo Imv=
> (Rjj x P). O Imm corresponde ao valor do indice para determinado genotipo; o Rjj ranque do
genotipo e P ao peso econdmico atribuido a j-€sima caracteristica. Os ganhos de selecao foram
estimados por GS %= [(Xs — X0)/Xo x 100], em que GS % corresponde ao ganho de sele¢ao
em porcentagem; Xs a média selecionada dos cafeeiros de menor valor no indice de Mulamba
e Mock e Xo a média total dos cafeeiros na caracteristica. Devido a presenca de dados perdidos
os cafeeiros 7, 59 e 61 nao foram incluidos nesta analise. Adotou-se peso diferentes para as
caracteristicas, de acordo com sua importancia para o cafeeiro e objetivo do cruzamento
realizado no programa de melhoramento. Para as caracteristicas VIG, CE, FE, AL, DCO, CRP
e CM adotou-se peso 1, enquanto que para BM, P, UM e DCA adotou-se pesos 5, 4, 3 ¢ 2,

respectivamente.

Avaliagcoes moleculares

Folhas jovens e totalmente expandidas dos cafeeiros F» foram coletadas e o DNA
gendmico extraido usando a metodologia descrita por Diniz et al. (2005). A concentracao de
DNA foi verificada no NanoDrop 2000 e sua qualidade foi avaliada em gel de agarose a 1%. A
concentra¢io de DNA das amostras foi padronizada em 25 ng.uL! e armazenadas a -20°C.

O DNA purificado foi amplificado com dois marcadores SSR identificados e mapeados
por Gichuru et al. (2008) como associado ao gene Ck-1 que confere resisténcia a CBD, CBD-
Sat235  (primer foward TCGTTCTGTCATTAAATCGTCAA e primer reverse
GCAAATCATGAAAATAGTTGGTG) e CBD-Sat207 (foward GAAGCCGTTTCAAGCC e
reverse CAATCTCTTTCCGATGCTCT). Para a identificacio da banda associada a

resisténcia, foram usados genotipos controles, trés contendo o alelo de resisténcia (HAT UFV
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377-15, HAT UFV 440-10 e a cultivar MGS Catiguéd 3) e dois contendo apenas o alelo de
suscetibilidade (Caturra Vermelho - CIFC 19/1 e Catuai Amarelo IAC 64 - UFV 2148-57).

A amplifica¢dao por PCR foi realizada em um volume total de 25 uLL contendo 50 ng
de DNA gendmico; 1X tampao Taq DNA polimerase; 2,0 mM de MgCly; 0,1 mM de dNTPs;
0,4 uM de cada primer, e 0,5 unidades da enzima Taq DNA polimerase. As reagdes foram
realizadas usando termocicladores PTC-200 (MJ Research) e Veriti (Applied Biosystems). O
programa de PCR consistiu em uma etapa inicial de desnaturagao a 95°C por 5 minutos, seguida
de 35 ciclos a 95°C por 45 segundos, anelamento por 45 segundos em temperaturas especificas
para cada primer, extensao a 72°C por 45 segundos e uma extensao final a 95°C por 10 minutos
(Alkimim et al. 2017).

Os DNAs também foram amplificados com marcadores associados a locos de resisténcia
a ferrugem. Foram utilizados os marcadores moleculares SSR16, CaRHv8 e CaRHv9 (Almeida
et al., 2021) ligados aos QTL que conferem resisténcia as ragas I, II e patétipo 001 de H.
vastatrix. Os marcadores SSR16 e CaRHv8 flanqueiam o QTL do grupo de ligacdo 2 e o
CaRHv9 esté associado ao QTL do grupo de ligacdo 5. Os genotipos HAT UFV 443-03 e Catuai
Amarelo IAC 64 - UFV 2148/57 foram os controles resistente e suscetivel, respectivamente.
Utilizou-se esses genotipos por serem os parentais da populagdo na qual foram identificados os
QTL associados a resisténcia a H. vastatrix (Almeida et al., 2021).

A amplifica¢do por PCR para o primer SSR16 foi realizada em um volume final de 20
ul, contendo 50 ng de DNA genomico, tampao de reacdo de PCR 1X, 1,0 mM de MgCl,, 0,15
mM de cada ANTP, 0,1 uM de cada primer, 0,6 unidade de Taqg DNA polimerase, completando
o volume com dgua milli-Q. Para a amplificagdo, foi utilizado o procedimento fouchdown PCR,
que consistiu em uma etapa de desnaturacao a 94°C por 2 minutos; 10 ciclos de touchdown
PCR a 94°C por 30 segundos, temperatura de anelamento decrescendo 1°C a cada ciclo (de
66°C até 57°C) durante 30 segundos, e extensdo a 72°C por 30 segundos; seguidos por mais 30
ciclos de desnaturagdo a 94°C, anelamento a 57°C e extensdo a 72°C, com 30 segundos cada
etapa. A extensao final foi realizada a 72°C por 8 minutos.

A amplificacao dos marcadores CaRHv8 e CaRHV9 foi realizada em um volume final
de 20 pl, contendo 50 ng de DNA gendmico, tampao de reacdo de PCR 1X, 2,0 mM de MgCl,,
0,15 mM de cada dNTP; 0,1 uM de cada primer, 1 unidade de Taq DNA polimerase,
completando o volume com 4agua milli-Q. A amplificagdo consistiu em uma etapa de
desnaturagdo a 94°C por 5 minutos; 32 ciclos de 94°C 30 segundos, 65°C 30 segundos ¢ 72°C

1 minuto; extensao final de 72°C por 10 minutos.
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Outro loco de resisténcia a ferrugem foi analisado usando o marcador CARF005
(primer foward GGACATCAACACCAACCTC e primer reverse
ATCCCTACCATCCACTTCAAC) (Alvarenga et al., 2011; Barka et al., 2020). A reagao foi
realizada em volume final de 20 pL, contendo 50 ng de DNA gendémico, tampao de reagdo de
PCR 1X, 1 mM de MgCl,, 0,15 mM de cada dNTP; 0,1 uM de cada primer, 1 unidade de Taq
DNA polimerase, completando o volume com agua milli-Q. A amplificagdo consistiu em: etapa
de desnaturagao inicial de 95°C por 5 minutos, seguida de 35 ciclos de 94°C por 30 segundos,
60°C por 30 segundos e 72° C por 1 minuto; extensao final de 72°C por 10 minutos.

Os produtos resultantes da reagdo de PCR para os marcadores CBD-Sat235, CBD-
Sat207, SSR16 e CaRHv8 foram separados por eletroforese em gel de poliacrilamida
desnaturante 6% e visualizados por meio de coloragdo com nitrato de prata (Brito et al., 2010).
O marcador CaRHV9 foi visualizado por eletroforese em gel de agarose e corados em brometo
de etideo e o marcador CARF 005 foi analisado por eletroforese capilar em sequenciador ABI
3130xl Genetic Analyzer — AppliedBiosystems. Para avaliar a presenca dos alelos dos cafeeiros,
utilizou o padrdo de bandas apresentados pelos gendtipos controles, resistentes e suscetiveis.
As leituras dos géis foram realizadas com base na presenca ou auséncia da marca (banda) de
resisténcia. Enquanto que para a eletroforese capilar, verificou-se o padrao de eletroferograma
(picos) dos gendtipos controles. Para os marcadores codominantes foram avaliados genotipos

homozigotos e heterozigotos.

RESULTADOS
Andlises fenotipicas

Os cafeeiros F» e as testemunhas foram analisados em campo e a partir dos dados
fenotipicos foram estimados parametros genéticos usando a metodologia do modelo misto
REML/BLUP. Houve efeito significativo de gendtipos para as caracteristicas VIG, UM, CE,
FE, BM (p <0,001) e CM, DCA (p <0,05) (Tabela 3).

As estimativas dos parametros genéticos para as caracteristicas dos cafeeiros estdo
apresentadas na Tabela 3. A variancia genética (og) variou de 0,39 (CM) a 17,68 (DCO). As
o’g foram superiores a variancia residual (c°r) para as caracteristicas VIG, P, UM, DCO, DCA,
FE, CE e BM, enquanto que para as demais caracteristicas a or foi superior a cg. As

caracteristicas AL e DCO apresentaram alta variancia residual.
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Tabela 3. Teste da maxima verossimilhanca e estimativas de pardmetros genéticos para as caracteristicas vigor (VIG), producgdo (P), ciclo de
maturacao (CM), uniformidade de maturagao dos frutos (UM), didmetro de copa (DCO), diametro de caule (DCA), comprimento de ramo
plagiotrépicos (CRP), altura de planta (AL), severidade de ferrugem (FE), severidade de cercosporiose (CE), infestagdo de bicho mineiro (BM) em
cafeeiros arabica.

Pardmetros 1 P CM UM DCO - DCA pp AL (cm) FE CE BM
genéticos (L) (cm) (cm)
LTR  3,63E-14™ 0211 0,0211° 7,231E-7"" 0,074™ 0,02166° 0,140® 0,675 2,2E-16"" 1279E-11"" 1,75E-04""
g 1,24 142 0,39 0,71 17,68 061 715 764 0,45 0,70 1,09
b 0,53 0,18 0,20 0,19 3,25 0,16 2,14 3738 0,16 0,39 0,00
o’ 0,79 123 0,67 0,31 1599 045 801 16,96 0,34 0,54 0,46
h? 0,48 0,50 031 0,59 0,48 0,50 041 0727 0,48 0,43 0,71
Média 6,89 3.60 2,07 266 12541 46 6230 137,65 1,31 225 2,73
Minimo 2 0,1 1 1 50 13 25 44 1 1 |
Mediana 7 4 2 3 124 4,6 62 140,5 1 2 3
Maximo 9 8 4 4 246 6,5 90 1820 2 4 5

*LTR (Likelihood Ratio Test) = teste da maxima verossimilhanga, = p < 0,001, “p < 0.05 e ™ = nio significativo pelo teste de Qui-quadrado
com 1 grau de liberdade; 6*g = variancia genotipica; 6°b = variancia de bloco; c’r = variancia residual; h> = herdabilidade no sentido amplo;
Média = média geral.
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As herdabilidades individuais no sentido amplo variaram de 0,27 (AL) a 0,71 (BM).
A caracteristica de infestacdo ao bicho mineiro mostrou a maior magnitude de herdabilidade.
Além disso, a caracteristica P apresentou alto valor de h?(0,50).

A andlise de boxplot para as caracteristicas quantitativas esta apresentado na figura
2 e 3. Observou-se que a caracteristica producao apresentou grande variabilidade, sendo que
25% dos cafeeiros da populagdo produziram mais de 5 L (Figura 2). Além disso, a
produtividade média da populacao alcancou 3,6 L, no entanto com grande amplitude, minimo
de 0,1 L e maximo de 8 L (Tabela 3). Variabilidade também foi observada para a caracteristica
DCA, no entanto 75% dos cafeeiros dessa populagdo apresentam didmetro de caule superior a

4,1 cm (Figura 2) e uma média e mediana de 4,6 cm (Tabela 3).

| |
P DCA

Figura 2. Analise de boxplot para as caracteristicas quantitativas produ¢do (P) e diametro de
caule (DCA) em populacao F» de café arabica na safra 2019. Os pontos correspondem a
outliners. A caixa vermelha corresponde ao terceiro quartil e a azul o segundo quartil.

Analisando a altura das plantas, 75% dos cafeeiros mediram mais de 126 cm de altura
(Figura 3). A caracteristica DCO apresentou baixa variabilidade, no qual apenas 25% dos
cafeeiros apresentaram didmetro de copa inferior a 110 cm (Figura 3), porém observou-se
grande amplitude, variando entre 50 cm a 246 cm (Tabela 3). O comprimento de ramo
plagiotrépico variou entre 25 a 90 cm, com de média 62,30 cm (Tabela 3). Foram observados

outlier para as trés caracteristicas, AL, DCO e CRP (Figura 3).
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Figura 3. Analise de boxplot para as caracteristicas quantitativas altura de plantas (AL),
didmetro de copa (DCO) e comprimento de ramo plagiotropico (CRP) em populacdo F> de café
arabica safra 2019. Os pontos correspondem a outliers. A caixa vermelha corresponde ao
terceiro quartil e a azul o segundo quartil.

As caracteristicas VIG, CM, UM, BM, CE e FE foram analisadas por notas e o
resultado esta apresentado na Figura 4. Para a caracteristica VIG, as notas variaram de 2 a 9,
sendo que cerca de 85% apresentaram notas entre 6 a 9. Para CM mais de 76% da populagao
obteve notas 1 e 2, enquanto para UM as notas 2 e 3 predominaram com mais de 81% dos
cafeeiros. Se tratando da fitossanidade da populagdo, para CE a maioria dos cafeeiros obtiveram
nota 2. Em relacao a BM 3,13% (4 cafeeiros) tiveram nota 5, mas 35,16% tiveram notas entre
1 e 2. Quanto a caracteristica FE, mais de 73% dos cafeeiros tiveram nota 1, com média de 1,3

(Tabela 3).
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Figura 4. Grafico da quantidade de cafeeiros (eixo y) vesus a nota para cada caracteristica
qualitativa analisada (eixo x) nos cafeeiros arabica na safra 2019.
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Caracteristicas: Vigor vegetativo (VIG), Ciclo de maturagido (CM), Uniformidade de maturagao
dos frutos (UM), Infestagdo de bicho mineiro (BM), Severidade de cercosporiose (CE) e
Severidade de ferrugem (FE).

Correlagdo

A analise de correlagdo genética entre as 11 caracteristicas esta apresentada na Tabela
4. As maiores correlagdes positivas foram observadas entre os pares de caracteristicas: CRP x
DCO (0,95) e P x DCA (0,58). Das 55 correlagdes entre as caracteristicas, 22 foram negativas
e as maiores correlagdes negativas foram observadas entre os pares de caracteristicas: CE x
VIG (-0,65) e FE x VIG (-0,41). Nenhuma correlagdo foi encontrada entre as caracteristicas

DCO x BM, DCA x CE e UM x CRP.
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Tabela 4. Correlagdes genéticas entre as onze caracteristicas morfologicas analisadas em
populacdo F> de cafeeiros ardbica na safra de 2019 em Patrocinio - MG.

Caracteristica’ VIG CE FE BM AL DCO DCA CRP P CM UM

VIG 1 -0,65 -0,41 -0,12 -0,03 0,21 0,29 0,22 -0,05 0,06 -0,13
CE 1 037 038 022 -0,08 0,00 -0,09 0,41 -0,04 0,13
FE 1 o111 0,12 -0,12 -0,06 -0,13 0,05 0,07 0,10
BM 1 -0,03 0,00 0,01 0,05 0,12 -0,02 0,04
AL 1 037 042 035 049 -0,11 -0,16
DCO 1 043 0,95 022 -0,01 0,02
DCA 1 0,44 0,58 -0,31 -0,21
CRP 1 0,23 -0,02 0,00
P 1 -0,25 -0,23
CM 1 0,53
UM 1

Wigor vegetativo (VIG), severidade de cercosporiose (CE), severidade de ferrugem (FE),
infestagdo de bicho mineiro (BM), altura de plantas (AL), didmetro de copa (DCO), diametro
de caule (DCA), comprimento dos ramos plagiotropicos (CRP), producdo (P), ciclo de
maturacao dos frutos (CM) e uniformidade de maturagdo dos frutos (UM).

Indice e ganho de sele¢do

Para obter o indice e o ganho de selecdo usou-se as variancias genéticas dos BLUP
para selecdo de Mulamba e Mock (1978). Na Tabela 5 estdo listados os 127 cafeeiros
ranqueados para as 11 caracteristicas, pois trés plantas foram excluidas das analises devido a
grande quantidade de dados perdidos. As testemunhas Topazio MG1190 e Catuai Vermelho
IAC 144 ficaram nas posi¢des de 124° e 125°, respectivamente, ficando a frente somente dos
cafeeiros 64 ¢ 48.

Com a intensidade de sele¢do de 30%, selecionou-se 38 cafeeiros F. superiores por
intermédio das somas de ranques de 11 caracteristicas (Tabela 5). Todos os cafeeiros
selecionados foram superiores as cultivares Topazio MG1190 e Catuai Vermelho IAC 144.
Analisando individualmente a caracteristica BM, objetivo principal do cruzamento, observou-
se que os seis melhores cafeeiros para esta caracteristica fazem parte da populacao selecionada.
No entanto, desses 38 selecionados para o conjunto de caracteristicas, 15 ndo apresentaram

resisténcia ao bicho-mineiro.
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Tabela 5. Indice de selecdo baseado na soma de ranque com base em pesos para onze caracteristicas morfoagronomicas em populacao de café

arabica e piramidagdo de genes a C. kahawae (Ckl) e H. vastatrix (QTL-GL2, QTL-GLS5 e Sy10) por meio de marcadores moleculares.

Rank ID VIG* CE* FE* BM* AL* DCO* DCA* CRP* P* CM* UM* Ckl** QTL-GL2** QTL-GL5** Sul0**
1° & 10 40 7 1 122 39 22 7 2 52 31 + + + +
2° 16 17 19 30 42 97 42 8 10 14 87 48 + + + +
3° 127 92 93 61 20 82 93 38 64 4 42 11 - - + -
4° 120 4 30 55 16 85 3 4 21 56 99 59 + + + -
5° 113 55 55 17 6 106 109 35 89 65 8 3 + + + +
6° 83 2 39 6 46 77 117 58 71 19 2 28 + - + +
7° 24 63 22 37 26 102 34 31 3 32 91 51 + + + +
8° 95 47 4 12 3 42 62 46 62 24 101 88 - + - +
9° 130 73 35 120 21 44 76 32 99 59 1 13 + + + -
10° 4 8 71 19 74 52 14 29 37 10 18 44 + + + +
11° 28 106 83 41 28 116 46 24 15 15 94 52 + - + +
12° 12 58 76 26 23 120 40 23 8 3 117 98 + + + +
13° 121 5 31 56 17 43 16 115 34 88 36 9 + - + -
14° 58 32 63 77 11 80 70 20 67 38 76 71 + + + +
15° 8 79 9 95 48 100 36 12 4 41 3 30 - + + +
16° 49 26 60 69 10 109 29 69 53 7271 16 - - - +
17° 112 102 54 112 5 91 56 79 51 42 7 43 - + + -
18° 75 39 70 91 15 124 13 15 2 50 82 78 - - - -
19° 90 11 42 98 49 41 79 54 111 21 55 32 - - - +

20° 124 112 92 58 38 81 8 61 25 57 39 10 + + + -
21° 9 88 73 23 41 96 123 36 105 12 19 46 + - + -
22° 118 21 29 53 70 20 21 18 38 16 34 112 - - - -
23° 8 43 41 97 2 118 66 41 118 35 54 85 - + - +
24° 51 28 61 71 109 101 52 1 14 7 72 17 - + + -




Rank ID VIG CE FE BM AL DCO DCA CRP P CM UM Ckl QTL-GL2 QTL-GL5S Sul0

25° 93 45 99 10 97 110 4 34 24 6 57 34 + + + +
26° 126 23 2 60 19 72 86 59 114 58 41 62 - + + +
27° 84 78 95 94 47 114 101 7 83 20 50 29 + + + -
28° 55 30 10 74 111 121 32 5 47 8 73 19 + - + -
29° 9% 48 45 13 5l 112 103 45 75 37 58 35 - - + +
30° 91 44 98 99 50 90 125 2 106 36 4 33 + + - +
31° 106 12 4 108 55 19 24 55 43 63 103 39 + - + -
32° 79 40 118 93 92 99 10 9 30 18 48 27 + + + +
33° 6 57 72 21 U5 64 5 21 26 11 &3 96 - - + -
34° 69 8 68 8 12 89 120 30 96 49 80 75 + - - +
35° 105 52 50 14 4 37 113 105 94 25 124 93 + + + +
36° 21 6l 20 34 24 94 33 10 48 66 89 104 + + + -
37° 60 96 108 78 63 73 68 73 121 9 11 21 - + - +
3ok 32 18 26 45 30 35 111 37 92 95 26 54 + - + +
39° 122 72 32 118 18 36 22 62 39 98 37 60 + + + -
40° 7399 111 90 36 83 15 66 32 40 17 76 + - + -
41° 116 71 115 52 127 84 45 16 56 1 32 7 + - + -
42° 30 107 84 43 29 98 98 90 81 68 25 5 + + + -
43° 71 98 13 88 35 27 107 87 86 106 16 2 + + - +
44° 67 117 110 84 67 47 72 57 69 48 13 23 - + + +
45° 57 31 62 76 113 70 31 44 55 2875 20 + + + -
46° 26 65 24 39 27 103 49 26 17 86 92 106 + + + +
47° 44 75 106 65 105 39 28 50 52 45 68 1 + + + -
48° 40 93 56 121 7 104 67 91 120 91 67 14 + + + -
49° 11 8 75 25 78 93 6 65 27 13 85 97 - + + -
50° 63 116 109 80 64 63 20 68 36 39 12 72 - + - -
51° 70 118 12 87 13 4 95 96 126 120 15 25 + + - +
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Rank ID VIG CE FE BM AL DCO DCA CRP P CM UM Ckl QTL-GL2 QTL-GL5 Sul0
52° 45 25 57 66 9 125 51 92 13 112 69 66 + - + -
53¢ 78 119 117 2 44 3 9 67 29 61 47 121 - + - +
54° 103 84 48 106 34 18 94 64 66 100 64 37 + + + +
55° 128 6 94 119 116 69 115 56 95 5 43 12 - + - +
56° 2262 21 35 8l 51 110 42 91 67 24 50 - + + -
57° 109 8 52 110 56 30 127 33 108 80 6 42 + + + +
58° 34 19 28 47 43 5 18 71 41 9% 96 109 + + + -
59° 46 76 58 123 106 92 47 13 12 26 70 67 + + + -
60° 15 16 18 29 80 15 41 3 9 107 8 100 + - + +
61° 33 69 27 46 86 56 74 40 102 69 27 55 - - + -
62° 68 36 67 8 68 24 61 113 59 93 14 24 - - + +
63° 81 9 388 4 45 66 53 86 19 102 122 81 + - - +
64° 62 33 64 79 125 88 19 48 35 47 77 22 - - - -
65° 76 1 36 1 124 117 26 6 45 60 45 79 + + + +
66° 42 74 6 64 8 16 124 94 100 118 106 65 - + + +
67° 23 90 81 36 25 127 80 108 112 108 90 4 - - + -
68° 14 59 77 28 117 74 38 19 6 84 20 47 + + + +
69° 107 53 51 15 102 23 54 101 20 64 104 40 + + + +
70° 97 81 100 100 52 67 104 104 76 62 59 36 + - - -
71° 3 56 I5 18 40 38 105 85 88 82 114 95 + + + +
72° 74 38 69 125 115 126 35 11 1 29 8l 77 + + + +
73° § 103 112 22 76 13 96 70 127 52 84 45 + - + +
74° 123 111 116 57 72 86 108 25 87 17 38 114 + + - -
75° 108 85 104 109 103 60 64 47 113 23 65 41 + + + -
76° 43 113 105 122 104 62 57 82 57 4 9 15 - + + +
77° 37 70 88 50 87 58 50 51 18 74 97 56 + + + -
78° 27 66 82 40 83 115 37 28 5 54 93 107 + + + +
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Rank ID VIG CE FE BM AL DCO DCA CRP P CM UM Ckl QTL-GL2 QTL-GL5 Sul0
79° 38 108 &9 114 31 45 88 60 74 75 29 110 - + + -
80° 36 91 87 49 123 48 11 97 33 70 28 6 + - + +
81° 99 49 46 102 53 7 63 89 63 89 60 89 - + + +
82° 54 95 9 73 62 21 82 125 78 119 10 18 + + + +
83° 129 7 34 62 39 2 91 107 123 125 44 63 - - - -
84° 82 41 3 5 32 40 100 120 82 110 123 82 - + - +
85° 18 60 79 113 119 65 48 39 16 30 22 102 - + + -
86° 117 123 91 117 69 11 92 80 124 97 33 8 - + + -
87° 80 100 119 3 93 105 116 53 70 34 49 80 - + + +
88° 86 42 97 96 94 113 44 17 11 76 51 83 + + + +
89° 92 80 121 9 96 31 126 78 107 22 56 86 - - + +
90° 104 51 49 107 101 68 55 52 50 101 5 38 + - + +
91° 31 68 8 44 85 25 17 93 40 94 95 53 - + + -
92° 5 13 16 20 22 22 97 99 80 122 115 125 + + + +
93¢ 72 37 14 89 14 10 121 72 97 121 113 119 + + + +
94° 17 121 78 31 118 79 2 43 23 53 21 101 - - + -
95° 65 34 66 82 65 46 58 83 58 104 79 73 + + + +
96° 114 110 114 51 126 6l 25 49 44 55 30 58 + + + -
97° 41 24 5 63 59 9 89 110 115 111 105 64 - - + -
98° 56 115 124 75 112 119 30 14 54 46 74 70 + + + -
99° 125 22 33 59 73 6 75 98 98 124 40 61 + + + -
100° 119 3 1 54 71 108 78 74 109 87 35 113 + + - -
101° 53 29 8 72 61 14 81 116 77 114 111 69 - + + -
102° 10 14 74 24 77 34 77 27 110 83 116 126 + + + +
103° 66 35 11 83 66 50 71 100 68 105 112 74 + + + +
104° 98 120 101 101 33 59 23 109 42 77 102 122 - + + -
105° 39 109 113 115 88 76 69 88 125 33 98 57 + + + -
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Rank ID VIG CE FE BM AL DCO DCA CRP P CM UM Ckl QTL-GL2 QTL-GL5 Sul0
106° 13 15 17 27 79 8 1 119 22 123 118 99 + + + +
107° 77 77 37 92 91 57 112 95 93 99 46 26 + + + +
108° 101 50 102 104 54 26 118 103 72 90 62 91 + + + +
109° 50 27 7 70 108 55 43 81 49 103 109 68 + + - +
110° 115 122 90 116 37 78 12 127 31 109 31 111 + + - -
111° 19 104 80 32 120 53 73 76 101 8 23 49 + - + -
112° 102 83 103 105 100 33 60 63 61 79 63 92 - - + +
113° 111 124 122 111 58 28 27 121 46 81 66 123 + + + -
114° 110 54 53 16 57 1 122 123 103 127 125 94 + + + +
115° 8 101 120 8 95 111 65 126 117 71 53 84 - + + +
116° 29 67 25 42 &4 29 85 77 116 117 120 108 + - + -
117° 100 82 47 103 99 71 102 114 84 78 61 90 + - + +
118° 20 105 125 33 121 54 90 106 122 31 88 103 + + + -
119° 47 126 107 67 60 12 114 122 90 92 107 115 - + + -
120° 94 46 43 11 98 87 59 112 60 126 100 87 - + - -
121° 35 20 8 48 122 95 7 102 28 73 121 127 + + + -
122° 25 64 23 38 82 75 87 118 73 116 119 105 - + + -
123° 52 114 123 124 110 17 106 111 85 27 110 117 - - - -
124° T2 127 127 126 89 123 119 75 104 51 126 124
125° T1 125 126 127 90 107 84 117 119 43 127 120
126° 64 97 65 81 114 32 83 84 79 115 78 118 + + + +
127° 48 94 59 68 107 49 99 124 65 113 108 116 + + + -

Xk 6,93 2,19 1,31 2,75 138,83 127,05 4,66 63,2 3,66 2,03 2,63

b, Clolaiol 7,45 2,05 1,24 1,97 147,47 135,16 5,16 66,5 5,13 1,89 2,32

2k 0,48 043 048 0,71 0,27 0,48 0,5 041 05 031 0,59

Yo GS**4* 7,48 -6,31 -53 -28,1 6,23 6,38 10,78 5,22 40,03 -6,6 -12,11
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*Caracteristica: vigor vegetativo (VIG); severidade de cercosporiose (CE); severidade de ferrugem (FE); infestagdo de bicho mineiro (BM); altura
de plantas (AL); didmetro de copa (DCO); didametro de caule (DCA); comprimento do ramo plagiotroprico (CRP); producao (P); ciclo de maturacao
dos frutos (CM) e uniformidade de maturacao dos frutos (UM).

** Ck-1: gene de resisténcia a CBD; QTL-GL2: um dos QTL de resisténcia as ragas I, II e patotipo 001 de H. vastatrix; QTL-GLS outro QTL de
resisténcia as racas I, Il e patotipo 001 de H. vastatrix; Sul0: gene que corresponde a outro loco de resisténcia a H. vastatrix; (+) presenca da marca
do alelo de resisténcia; (-) auséncia da marca do alelo de resisténcia.

*#% Cafeeiros ranqueados até a 38° posicao foram selecionados com intensidade de sele¢dao de 30%,

**k%%X o: média inicial da populacio; Xs: média dos cafeeiros selecionados; h?: herdabilidade no sentido amplo; %GS: porcentagem do ganho com
a selecao.
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Em relagdo ao ganho de sele¢do dos cafeeiros selecionados, em todas as caracteristicas
observou-se melhoria. Os maiores ganhos positivos foram estimados para produg¢ado (40,03%)
e diametro de caule (10,78%). Enquanto os maiores ganhos estimados para a reducdo da
caracteristica sdo a infestagdo de bicho-mineiro (-28,1%) e uniformidade de maturagdo (-
12,11%). Para essas duas caracteristicas, quanto menor a nota, menor infestacio de bicho-

mineiro ¢ mais uniforme a maturagao.

Selecdo assistida por marcadores para o gene Ck-1 que confere resisténcia a C. kahawae —
Loco A

Com o objetivo de realizar o melhoramento preventivo para a doenga CBD,
marcadores moleculares foram utilizados para detectar cafeeiros contendo alelo do gene de
resisténcia Ck-1. A identificacdo de cafeeiros contendo esse alelo do gene no Brasil s ¢
possivel por meio de marcadores moleculares ligado ao gene, pois esta doenca ainda nao foi
detectada no pais, apesar de ser uma preocupacao caso seja introduzida. Para facilitar a
descri¢ao da genotipagem, o loco do gene Ck-1 foi aqui denominado de loco A e sua presenca
foi monitorada pela presenga dos marcadores moleculares CBD-Sat 207 e CBD-Sat 235
(Gichuru et al. 2008; Alkimim et al. 2017).

Analisando a populagdo com os dois marcadores, observou-se que 82 cafeeiros
(64,06%) apresentam o alelo de resisténcia para ambos os marcadores. Esses marcadores sdo
codominantes, permitindo identificar os cafeeiros homozigotos e heterozigotos. Observou-se
que todos esses 82 cafeeiros contém o gene de resisténcia em heterozigose (Aa) (Tabela 6).

Dos 46 cafeeiros restantes, 35 (27,34%) ndo apresentam o alelo de resisténcia para
ambos os marcadores (aa) e 11 (8,59%) apresentaram apenas uma das marcas, sendo, portanto,
resultantes de recombinacgdo entre os marcadores. Os cafeeiros 23, 85, 92, 96 ¢ 126 nao
apresentaram a marca de resisténcia considerando o marcador CBD-Sat 207 e para o marcador
CBD-Sat 235 foram heterozigotos. Os cafeeiros 17, 25, 42, 47, 53 e 128 ndo apresentaram a
marca de resisténcia CBD-Sat 235 e foram heterozigoto para o outro marcador CBD-Sat 207.
Como houve recombinacdo entre os marcadores que flanqueiam o gene, considerou-se que
esses cafeeiros ndo possuem o gene Ck-1 e ficaram com o gendtipo aa. Essa estratégia evita que
alelos de resisténcia que podem ter sido perdido na recombinagdo sejam erroneamente

considerados.



36

Tabela 6. Selecdo assistida por marcadores moleculares associados a resisténcia do cafeeiro a CBD (loco A), a ferrugem nos genes QTL-GL2 (loco
B) e QTL-GLS5 (loco C) as ragas I, II e patotipo 001 e Su10 (loco D).

Cafeeiro ID Campo Genotipo  Cafeeiro ID Campo Genétipo  Cafeeiro ID Campo Genotipo  Cafeeiro ID Campo  Genotipo
3 11B12P1  AaBbC D 27 11B12P25 AaBbC D 51 11B13P12 aaBBC dd 75 11B13P36 aabbcedd
4 11B12P2 AaBBC D_ 28 11B12P26 AabbC D 52 11B13P13 aabbccdd 76 11B14P1 AaBbC D
5 11B12P3  AaBbC D 29 11B12P27 AabbC_dd 53 11B13P14 aaBbC dd 77 11B14P2 AaBbC D
6 11B12P4  aabbC dd 30 11B12P28 AaBbC dd 54 11B13P15 AaBbC D 78 11B14P3  aaBBccD
7 11B12P5  AabbC D 31 11B12P29 aaBbC dd 55 11B13P16 AabbC dd 79 11B14P4 AaBBC D _
8 11B12P6  AabbC D 32 11B12P30 AabbC D 56 11B13P17 AaBBC dd 80 11B14P5 aaBBC D
9 11B12P7  AabbC dd 33 11B12P31 aabbC_dd 57 11B13P18 AaBbC dd 81 11B14P6  AabbceeD
10 11B12P8 AaBbC D 34 11B12P32 AaBbC dd 58 11B13P19 AaBbC D 82 11B14P7 aaBbccD
11 11B12P9 aaBBC dd 35 11B12P33 AaBbC_dd 59 11B13P20 aaBBC D 83 11B14P8 AabbC D
12 11B12P10 AaBbC D 36 11B12P34 AabbC D 60 11B13P21 aaBBccD 84 11B14P9 AaBBC dd
13 11B12P11 AaBbC D 37 11B12P35 AaBbC dd 61 11B13P22 AaBbC D 85 11B14P10 aaBBC D
14 11B12P12 AaBbC D 38 11B12P36 aaBBC dd 62 11B13P23 aabbccdd 86 11B14P11 AaBbC D
15 11B12P13 AabbC D 39 11B12P37 AaBbC dd 63 11B13P24 aaBbccedd 87 11B14P12 AaBBC D
16 11B12P14 AaBbC D 40 11B13P1 AaBbC dd 64 11B13P25 AaBbC D 88 11B14P13 aaBbC D
17 11B12P15 aabbC dd 41 11B13P2  aabbC_dd 65 11B13P26 AaBBC D 89 11B14P14 aaBbccD
18 11B12P16 aaBBC dd 42 11B13P3 aaBbC D 66 11B13P27 AaBBC D 90 11B14P15 aabbccD
19 11B12P17 AabbC dd 43 11B13P4 aaBBC D _ 67 11B13P28 aaBbC D 91 11B14P16 AaBbccD
20 11B12P18 AaBbC dd 44 11B13P5 AaBbC dd 68 11B13P29 aabbC D 92 11B14P17 aabbC D
21 11B12P19 AaBbC dd 45 11B13P6 AabbC dd 69 11B13P30 AabbceD 93 11B14P18 AaBbC D
22 11B12P20 aaBbC dd 46 11B13P7 AaBBC dd 70 11B13P31 AaBbceD 94 11B14P19 aaBbccdd
23 11B12P21 aabbC dd 47 11B13P8 aaBBC dd 71 11B13P32 AaBbcceD 95 11B14P20 aaBbccD
24 11B12P22 AaBbC D 48 11B13P9 AaBbC dd 72 11B13P33 AaBBC D 96 11B14P21 aabbC D
25 11B12P23 aaBBC dd 49 11B13P10 aabbceD 73 11B13P34 AabbC dd 97 11B14P22 Aabbccedd
26 11B12P24 AaBBC D 50 11B13P11 AaBBccD 74 11B13P35 AaBBC D 98 11B14P23 aaBbC dd
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Tabela 6. Selegdo assistida por marcadores moleculares associados a resisténcia do cafeeiro a
CBD (loco A), a ferrugem nos genes QTL-GL2 (loco B) e QTL-GLS (loco C) asracas I, [T e
pat6tipo 001 e Sy10 (loco D).

Cafeeiro Id Campo Genotipo Cafeeiro ID Campo Genotipo
99 11B14P24 aaBbC D 115 11B15P2 AaBbccedd
100 11B14P25 AabbC D 116 11B15P3 AabbC_dd
101 11B14P26 ~ AaBbC D 117 11B15P4 aaBbC dd
102 11B14P27 aabbC D 118 11B15P5 aabbccdd
103 11B14P28  AaBBC D 119 11B15P6 AaBbcedd
104 11B14P29 AabbC D 120 11B15P7 AaBbC dd
105 11B14P30  AaBbC D 121 11B15P8 AabbC_dd
106 11B14P31 AabbC _dd 122 11B15P9 AaBbC dd
107 11B14P32  AaBbC D 123 11B15P10 AaBBccdd
108 11B14P33 AaBbC dd 124 11B15P11 AaBbC_dd
109 11B14P34 AaBbC D 125 11B15P12 AaBbC dd
110 11B14P35 AaBbC D 126 11B15P13 aaBbC D
111 11B14P36 AaBbC_dd 127 11B15P14 aabbC_dd
112 11B14P37 aaBbC dd 128 11B15P15 aaBbcceD
113 11B14P38 AaBbC D 129 11B15P16 aabbccedd
114 11B15P1 AaBbC _dd 130 11B15P17 AaBbC _dd

Selecdo assistida por marcadores para gene/QTL de resisténcia as racas I, Il e patétipo 001
H. vastatrix — Loco B e Loco C

Para verificar a presenca de diferentes genes de resisténcia a H. vastatrix, foram
analisados trés locos associados a diferentes racas desse fungo. Um dos locos estd flanqueado
pelos marcadores CaRHv8 e SSR16 e corresponde a um gene/QTL presente no grupo de ligagao
2 do mapa genético (QTL-GL2). Em trabalho anterior, verificou-se que dois locos
correspondem a genes maiores dominantes e independentes que conferem resisténcia a trés
patotipo do fungo, raga I, raca Il e patotipo 001 (Pestana et al., 2015; Almeida et al. 2021). Um
desses locos, 0 QTL-GL2, ficou aqui denominado de loco B.

O marcador SSR16 apresenta padrdo de bandas codominante; enquanto o CaRHvS8
comporta-se como marcador dominante em repulsdo, ou seja, a presenca da marca identifica o
alelo recessivo e a auséncia da marca caracteriza o gen6tipo como resistente homozigoto.
Portanto, a caracterizacdo dos cafeeiros quanto a presenca do alelo de resisténcia no loco B foi
realizada com base na associagao do marcador CaRHv8 com o SSR16. Dessa forma, observou-
se que 26 cafeeiros (20,3%) apresentam a marca de resisténcia em homozigose (BB), 62
(48,44%) em heterozigose (Bb) e 36 (28,13%) ndo possuem a marca de resisténcia (bb) (Tabela

6). Quatro cafeeiros apresentaram recombinac¢do para esse loco (13, 17, 20 e 118). Os cafeeiros
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17 e 118 ndo apresentaram a marca de resisténcia para o SSR16, porém apresentaram a marca
de resisténcia em homozigose para CaRHv8. Para evitar erros de recombinagdo, esses cafeeiros
foram genotipados como bb. O cafeeiro 20, apresentou o alelo de resisténcia em heterozigose
para SSR16 e em homozigose para CaRHvVS, sendo, portanto, atribuido o genétipo Bb. O
cafeeiro 13, apresentou o alelo de resisténcia em homozigose para SSR16, no entanto, para
CaRHvV8, apresentou um alelo recessivo, ficando também com o genotipo Bb.

O outro QTL identificado no mapa genético e localizado no Grupo de Ligacao 5, QTL-
GLS5 (Pestana et al., 2015; Almeida et al. 2021), ficou denominado de loco C. O marcador
CaRHV9 associado a esse QTL se comporta como dominante em acoplamento. Portanto, ndo
permitiu diferenciar os cafeeiros homozigotos dos heterozigotos.

Na analise molecular dos cafeeiros, identificou-se que 103 cafeeiros (80,47%) sao
portadores da marca de resisténcia (C ) e os 25 cafeeiros restantes ndo apresentam a marca de

resisténcia (cc) (Tabela 6).

Selecdo assistida por marcadores para gene Sul0 de resisténcia a H. vastatrix — Loco D

Para verificar a presenga do terceiro loco de resisténcia a H. vastatrix, utilizou-se o
marcador CARF005. Esse marcador amplifica um RGA (Resistance Gene Analog), contendo
dominios conservados de genes de resisténcia a patégenos (Alvarenga et al., 2010; Barka et al.,
2020) e foi localizado em loco distinto dos dois QTL no mapa genético (Almeida et al. 2021).
Esse marcador se comporta como dominante, permitindo a identificacao de cafeeiros D e dd.
Com base nos dados moleculares, observou-se que 68 cafeeiros apresentaram a marca de
resisténcia (D ), ndo sendo possivel distinguir os cafeeiros homozigotos dos heterozigotos

(Tabela 6).

Piramidacdo dos genes dos locos A, B, C e D

Considerando a andlise conjunta dos trés locos de resisténcia a ferrugem, e
considerando como tendo o alelo de resisténcia apenas os cafeeiros que nao apresentaram
recombinacao entre os marcadores, observou-se que 122 cafeeiros (95,31%) F» sdo portadores
de pelo menos um dos locos de resisténcia. Os locos de resisténcia a H. vastatrix estao presentes
isoladamente ou em associagao (Tabela 6). Observou-se que 41 cafeeiros possuem os trés locos
de resisténcia piramidados.

Analisando todos os locos de resisténcia a doencas, identificou-se 32 cafeeiros

contendo os quatro locos piramidados (A B C D ), sendo trés para resisténcia a ferrugem e

38



39

um para a resisténcia ao CBD (Tabela 6). Trés locos de resisténcia foram observados em 44
cafeeiros (Tabela 6), sendo, 22 portadores dos alelos dos genes Ck-1 e os dois QTL
(A_B C dd); nove cafeeiros apresentaram os alelos dos genes Ck-1, QTL-GLS5 e Sul0
(A_bbC_D ); outros nove os alelos dos dois QTL e Sy10 (aaB_C D ); e quatro, os alelos dos
genes Ck-1, QTL-GL2 e Sul0 (A B ccD ). Piramidag¢dao de dois locos de resisténcia foi
observado em 36 cafeeiros, nos quais 12 apresentam os dois QTL de resisténcia a H. vastatrix
(aaB_C _dd); nove os alelos dos genes Ck-1 e QTL-GL5 (A_bbC dd); seis os alelos dos genes
QTL-GL2 e Sul0 (aaB_ccD ); quatro os alelos dos genes QTL-GL5 e Sy10 (aabbC D ); trés
os alelos dos genes Ck-1 e QTL-GL2 (A B ccdd) e dois os alelos dos genes Ck-1 e Sul0
(A _bbcceD ). Ressalta-se que os cafeeiros 52, 62, 75, 118 e 129 nao apresentaram nenhum dos
genes de resisténcia analisado pelos marcadores.

Os dados de piramidacao dos alelos dos genes de resisténcia e o indice de sele¢ao com
base nas caracteristicas morfoagronomicas estao apresentados na Tabela 5. Observa-se que o
cafeeiro que ficou na primeira posi¢ao do rank (87) apresentou os quatro alelos piramidados,
além de ter ficado bem ranqueado para as caracteristicas BM e P. O cafeeiro 16, que ficou na
segunda posi¢do do rank, também possui os quatro genes de resisténcia. Além disso, dos 38
cafeeiros selecionados, apenas dois (75 e 118) na genotipagem nao apresentaram nenhum alelo
de resisténcia avaliado. Nos cafeeiros selecionados, observou-se que 84,2% apresentaram mais
de um alelo de resisténcia, sendo 10 cafeeiros com quatro alelos, 11 com trés alelos e 11 com

dois alelos.

DISCUSSAO
Andlises fenotipicas

A diferenca estatistica observada para as caracteristicas VIG, UM, CE, FE, BM, CM
e DCA indica existéncia de variabilidade genética entre os cafeeiros da populagdo F.. A
existéncia de variabilidade genética entre os genotipos € indispensavel para o progresso
genético (Rocha et al., 2018). Segundo Capistrano et al. (2021), a existéncia de variabilidade
genética, indica possibilidade de selecionar plantas.

Os resultados dos parametros genéticos revelaram, para algumas caracteristicas (VIG,
P, UM, DCO, DCA, FE, CE e BM), superioridade da variancia genotipica sob a residual,
indicando que a expressdo da caracteristica ¢ de predominancia genética. Esse resultado foi

confirmado para a caracteristica FE, onde a maioria dos cafeeiros foram resistentes no campo
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e apresentaram alelos de resisténcia, isolados ou piramidados, quando analisados com os
marcadores moleculares.

Associado a esses resultados, a herdabilidade tem um papel importante nessa selecao.
A herdabilidade individual no sentido amplo para as caracteristicas P, DCA, UM e BM foram
altas e moderadas para as demais caracteristicas, segundo a classificagdo de Resende (2002).
Isso significa que caracteristicas com herdabilidade alta esta principalmente sobre controle
genético e a selecdo com base no desempenho fenotipico pode ser eficiente (Bitew 2016). A
caracteristica BM apresentou alta herdabilidade e diferenca estatistica entre os cafeeiros. Isso
sugere que para esta populagdo, a selegdo com base nessa caracteristica pode resultar em plantas
resistentes a praga. O uso de cultivares resistentes reduz o uso de produtos quimicos e,
consequentemente, promove uma reducdo dos custos de producdo e da polui¢do ambiental,
além de tornar o alimento mais seguro (Abreu et al. 2017).

Herdabilidade alta também foi verificada para a caracteristica produgao. Valores altos
de herdabilidade no sentido amplo foram relatados por Silva et al. (2018a) em clones de C.
canephora, indicando a predominancia do componente genético na expressao do rendimento.
Esta caracteristica ¢ quantitativa, amplamente influenciada pelas condi¢des do ambiente
(Carvalho et al. 2019) e, normalmente, os valores encontrados sao baixos. Os altos valores de
herdabilidade no estudo, pode estar relacionado a idade das plantas, pois a avaliagdo em idade
precoce ¢ insuficiente para manifestar a expressao total do fenodtipo. Segundo Resende et al.
(2001), o tamanho reduzido das plantas mascara diferencas que sdo significativas entre os
genotipos, levando os dados a valores de baixa variabilidade genética, evidenciadas no
coeficiente de variacdo genotipica e na herdabilidade ampla das caracteristicas.

Por meio dos resultados da caracterizacdo morfologica, nota-se que, em média, a
populagdo € vigorosa, produtiva, resistente a ferrugem, com baixa incidéncia de cercosporiose
e baixa infestagdo de bicho mineiro, ciclo de maturacdo média para precoce e porte baixo e a
maturacdo dos frutos medianamente desuniforme. Santiago-Salazar et al (2021) demonstram
em seus estudos que a espécie C. arabica com resisténcia a ferrugem, pode comprometer o
desempenho do bicho mineiro por prolongar a duracdo do estdgio de desenvolvimento pupal e
reduzir o tamanho dos adultos. Como consequéncia, a pulpa ficard exposta por mais tempo a

fatores de mortalidade e a larva serd influenciada na densidade populacional.
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Correlagcdo

A andlise de correlacdo genética ¢ uma técnica util que elabora o grau de associagdo
entre caracteristicas, pois, conhecer essa associacdo ¢ importante para selecionar plantas
desejaveis no programa de melhoramento (Ahmed et al., 2020). A andlise de correlagdo
realizada nesse trabalho revelou que as caracteristicas DCO e CRP estdo altamente
correlacionadas (correlagao proximo de 1,0). Portanto, quanto maior o comprimento dos ramos
plagiotropicos, maior sera o diametro de copa. Os ramos plagiotropicos sao os responsaveis
pela produgdo de frutos, portanto, deve-se observar o comprimento desse ramo e na implicagao
direta na defini¢cdo do espacamento adequado para implantagdo da cultura.

A producdo de café apresenta a maior correlagdo positiva entre DCA e AL. Essas
correlagdes positivas sugerem que quanto maior o didmetro do caule e altura da planta, maior
a produtividade do café. Beksisa et al. (2017) relataram correlagdes positivas entre essas
mesmas caracteristicas. Porém, a producao da planta ¢ uma caracteristica complexa, herdada
quantitativamente e influenciados por efeitos genéticos, bem como pela interagdo genotipo x
ambiente. Por essas razdes, as selecdes para melhorar diretamente a producdo podem ser
dificeis e demoradas, especialmente para culturas perenes com um longo periodo juvenil, como
o café¢ (Adepoju et al., 2020). Dessa forma, a identificagdo e o uso de caracteristicas
positivamente correlacionadas sdo apropriados.

Observou-se correlagdo negativa de baixa magnitude entre P x VIG (-0,05),
normalmente este tipo de correlagdo € positiva, pois plantas produtivas tendem a ser plantas
vigorosas. Dias et al. (2020) também encontraram correlacao genética negativa entre essas duas
caracteristicas. Em virtude de a caracteristica producdo apresentar uma complexidade de
fatores, nem sempre existe correlagdo significativa com parametros produtivos.

A correlagdo negativa entre duas caracteristicas implica que, na selecdo, a melhoria de
uma caracteristica causara diminui¢do na outra caracteristica, especialmente se for de alta
magnitude. Neste estudo, nota-se correlacdo entre o VIG com CE (-0,65) e FE (-0,41), portanto
o aumento do vigor das plantas ficou correlacionado com a diminui¢do da incidéncia a
cercorpora e ferrugem. Segundo Carvalho et al. (2017), plantas vigorosas refletem em plantas
com maior tolerancia as pragas e doencas. Além disso, por meio da andlise molecular observou-
se que 95,3% dos cafeeiros dessa populagdo sdo portadores de genes de resisténcia a H.

vastatrix isoladamente ou em associagao, refletindo assim na resposta da planta.
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A auséncia de correlagdo entre as caracteristicas CE X DCA, DCO x BM e CRP x UM
indica que a variacdo genética foi independente. Portanto, a selecdo independente deve ser

realizada para melhorar cada uma dessas caracteristicas.

Indice de selecdo

Para o melhoramento de plantas, mais de uma variavel ¢ medida durante a selecdao dos
individuos. Assim, visando aumentar a confiabilidade dos resultados obtidos, foi utilizado
indice com base na média de ranques. Bizari et al. (2017) avaliaram diferentes indices de
selecdo para as caracteristicas agrondmicas em populacdo de soja e concluiram que o de
Mulamba e Mock proporcionou melhores ganhos em seu estudo, portanto, esse mesmo indice
foi utilizado no presente trabalho. Se tratando da intensidade de sele¢do, assumimos 30%
devido ao tamanho populacional, a geracdo da populagdo e a superioridade das plantas em
relagdo as testemunhas. Foram também adotados pesos diferenciados para algumas
caracteristicas. Os pesos foram definidos segundo o objetivo do melhoramento da populagao
em estudo e o grau de importancia das diferentes caracteristicas.

Analisando o ranqueamento obtido e a piramidacdo de genes de resisténcia a doengas,
observou-se cafeeiros com diferentes numeros de genes distribuidos ao longo do rank (Tabela
5). Na andlise de piramidagdo génica, foi monitorada a presenca de genes de resisténcia a
ferrugem e ao CBD, enquanto no ranqueamento outras caracteristicas foram observadas.
Portanto, na sele¢do de plantas no melhoramento, essas duas estratégias sio complementares e
devem ser consideradas em conjunto para selecao eficiente de cafeeiros para compor a nova
geracao.

Usando as duas estratégias em conjunto, observou-se que a maioria dos cafeeiros
carregam alelos importantes de resisténcia a doencas. Dessa forma, a selecdo recorrente
intrapopulacional torna-se uma oportunidade, pois as caracteristicas ligadas a doenca sdo de
alta herdabilidade e a populagdo se encontra em geragdo F.. Com isso, ¢ possivel ter um
aumento da frequéncia de alelos favoraveis (Ramya, et al., 2016), podendo ser assistido por
marcadores moleculares. Essa estratégia pode ser aplicada também para avanco de geragao, por
meio de método genealdgico. Nesse caso, a manutencao dos genes de resisténcia a ferrugem e
ao CBD podem ser monitorados por marcadores moleculares.

Os ganhos negativos observados, referem-se as caracteristicas que sao selecionadas
com base em sua reducdo em relagdo a média; o que reflete em plantas com menor incidéncia

de cercosporiose, bicho mineiro e ferrugem, e plantas mais precoces e uniformes. Esse tipo de
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resultado ¢ satisfatorio para o melhoramento de plantas, especialmente para o café por se tratar
de uma cultura perene. Nesse caso, o desenvolvimento de uma nova variedade leva mais de 25
anos, e, portanto, espera-se que as caracteristicas melhoradas perdurem por mais tempo,
principalmente para resisténcia a doengas que normalmente ¢ suplantada por novas racas do
patdgeno (Melese & Kolech, 2021). Nesse contexto, a piramidacdo de genes ¢ a melhor forma
de se obter resisténcia duravel, pois varios locos que conferem resisténcia a diferentes ragas e
patogenos sao combinados, dificultando a suplantagdao dos varios genes (Cui et al., 2020).

As caracteristicas producdo e didmetro de caule apresentaram os maiores ganhos
genéticos positivos, demonstrando o desempenho geral da planta. Além disso, essas
caracteristicas tiveram correlacdo positiva, portanto, a selecao visando o aumento do didmetro
do caule, favorecera a producdo da planta. De acordo com Tassone et al. (2019), plantas com
caule de maior didmetro contribui para reduzir a tendéncia das plantas a tombar, melhorando

assim a conduc¢ao de arvores de café.

Selecdo assistida por marcadores para resisténcia a C. kahawae (CBD)

A estratégia de identificar gendtipos contendo o gene de resisténcia a CBD via
marcadores moleculares, permite o melhoramento preventivo em regides como América Latina
e Asia, onde o CBD ainda ndo ocorre (Gichuru et al. 2008). O Brasil apresenta condigdes
climaticas favoraveis ao desenvolvimento da doenga, portanto, a busca pelo controle preventivo
¢ justificada (Silva et al., 2018Db).

No melhoramento preventivo, a utilizagdo de marcadores moleculares associados ao
gene de resisténcia ao CBD pode auxiliar no direcionamento de cruzamentos e selecdo de
gendtipos com a presenca do alelo. Essa estratégia pode ser utilizada também para o descarte
de plantas, que ndo apresentam os alelos de resisténcia, em etapas futuras do processo de
melhoramento. No entanto, para que a SAM seja eficaz na sele¢do de plantas contendo os
genes-alvo, € necessario identificar marcadores moleculares ligados a esses genes (Vigano et
al., 2018). Além disso, usar mais de um marcador molecular, preferencialmente flanqueando o
gene, aumenta a eficiéncia e confiabilidade da sele¢do assistida (Alkimim et al., 2017).
Portanto, no presente trabalho, foram usados dois marcadores e considerou-se a presenca do
alelo de resisténcia quando as marcas de resisténcia estavam presente nos dois marcadores. Essa
estratégia evita que sejam selecionados cafeeiros considerando a presenca do gene, mas que
foram perdidos devido a recombina¢do da marca e o alelo, aumentando assim a eficiéncia de

selecdo (Silva et al., 2018b).
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Alguns dos individuos analisados apresentaram bandas ligadas ao alelo de resisténcia
de apenas um dos dois marcadores, devido a recombinacdo genética entre eles. A recombinacao
observada para CBD-Sat 207 pode ter ocorrido provavelmente porque esta ligado ao gene de
resisténcia a uma distancia de 17,2 cM (Gichuru et al., 2008). Uma explicacdo para o evento de
recombinacgdo entre o marcador CBD-Sat 235, que co-segrega com o gene de interesse Ck-1
(Gichuru et al., 2008), pode estar relacionada a diferencas das populagdes nas quais esses
marcadores foram desenvolvidos e a populagdo usada no presente trabalho.

Usando a estratégia de considerar apenas portador do gene de resisténcia as plantas
contendo marcas de resisténcia para os dois marcadores, 82 cafeeiros da populagdo analisada
foram identificados como contendo o gene Ck-1 (A ). A presenga dessa marca pode ser
derivada do progenitor feminino, pois veio de um cruzamento entre Catuai Amarelo IAC 86 x
HdT UFV 440-10. O acesso HAT UFV 440-10 foi caracterizado via marcadores moleculares
como resistente contendo o gene Ck-1, gene esse responsavel pela resisténcia ao CBD (Silva et

al., 2018b).

Selecdo assistida por marcadores para resisténcia as racas I, 1l e patétipo 001 H. vastatrix

Marcadores moleculares ligados a dois QTL (aqui denominados de loco B e C), que
correspondem a genes de efeito maior que conferem resisténcia as ragas I, II e ao patotipo 001
de H. vastatrix foram utilizados na triagem da populagdo para selecionar as plantas que
carregam as marcas de resisténcia. A presenca das marcas dos QTL nos cafeeiros pode ser
derivada do HAT UFV 440-10. Silva et al. (2018b), trabalhando com acessos de HAT da colecao
de germoplasma da UFV, caracterizaram fenotipicamente este material como resistente a raca
II e a raga XXXIII de H. vastatrix.

A mesma estratégia de SAM usada para selecionar plantas resistentes ao CBD foi
utilizada para a resisténcia a ferrugem, ou seja, apenas cafeeiros contendo marcas de resisténcia
para os dois marcadores usados para analisar o loco B foram considerados contendo o alelo de
resisténcia. Foram identificados apenas quatro individuos que apresentaram recombinagdo. O
pequeno numero de recombinantes pode ser explicado pela menor distancia entre os marcadores
que flanqueiam esse QTL. Segundo Almeida et al. (2021), os marcadores SSR16 e CaRHvS8
estdo a uma distancia de 1,5 cM.

A grande quantidade de individuos resistentes por meio da analise conjunta dos dois
QTL se deve a resisténcia dos cafeeiros as ragas I, Il e patotipo 001 de H. vastatrix ser conferida

por dois locos dominantes e independentes (Pestana et al. 2015). Ou seja, a presenga de um
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alelo dominante em um dos dois locos ¢ suficiente para que o individuo seja resistente e possa
ser selecionado para avancar geracdo (Almeida et al. 2021). Dessa forma, na populagdo
analisada, foram identificados 118 cafeeiros que possuem pelo menos um dos QTL (Tabela 5)
e, portanto, € resistente aos trés patotipos de H. vastatrix. No entanto, deve-se priorizar cafeeiros
que contenham os dois locos de resisténcia, pois a piramidagdo génica aumenta a durabilidade
da resisténcia da cultivar em desenvolvimento. Sendo assim, tanto o espectro de protegao contra
diferentes ragas de patdgenos, quanto o grau de resisténcia pode ser aumentado pela

combinag¢do ou piramide de genes de resisténcia na mesma planta (Guo et al., 2015).

Selecao assistida por marcadores para gene Sul0 de resisténcia a H. vastatrix

Para obter resisténcia durdvel e identificar outro loco de resisténcia a ferrugem, os
cafeeiros também foram analisados com o marcador CARF005. Apesar desse gene ja ter sido
clonados e caracterizado, ndo se tem conhecimento de quais ragas ele confere resisténcia. No
entanto, esse marcador ¢ eficiente em distinguir cafeeiros resistentes dos suscetiveis a ferrugem
(Almeida et al., 2021; Alvarenga et al., 2011; Barka et al., 2020). Além disso, Almeida et al.
(2021) comprovaram, por meio de mapeamento, que esse gene esta localizagdo em regido
distinta dos QTL (loco B e C), sendo, portanto, loco distinto dos demais locos de resisténcia a
ferrugem. Foram identificados 68 cafeeiros da populagdo analisada contendo esse gene, isolado

ou em combinag@o com os outros locos de resisténcia a ferrugem e CBD (Tabela 5).

Piramidacdo de genes de resisténcia

Para confirmar a resisténcia ao C. kahawae e a H. vastatrix, a populagdo F> de 128
cafeeiros foi desenvolvida e analisada molecularmente. A analise da resisténcia a doenga por
meio da utilizacdo de marcadores moleculares, revelou que 112 cafeeiros apresentam genes
piramidados com diferentes combinagdes.

A piramidagdo de genes de resisténcia pode melhorar o espectro de resisténcia,
portanto, os genes com espectro de resisténcia complementar podem ser selecionados de tal
forma que as piramides de genes proporcionam resisténcia a um amplo conjunto de ragas de
patogenos (Nelson et al., 2018). Isso devido a baixa probabilidade do patogeno ser capaz de
reunir genes de viruléncia raros e multiplos por mutagdo ou recombinagdo (Qi e Ma, 2020).
Estudo realizados por Saifert et al. (2018) afirmam que plantas de videira contendo resisténcia
combinada ao mildio (Plasmopara viticola), apresentavam menor infestagao do que as plantas

com apenas um dos genes de resisténcia.
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Segundo Prakash et al. (2011), o acumulo de genes em um genétipo ¢ limitado e
dificultado por meio da utilizagdo de métodos tradicionais de melhoramento. Assim, uma
ferramenta eficiente que pode auxiliar neste procedimento ¢ a utilizacdo de marcadores
moleculares, que permitem rapida e eficiente inferéncia da presenca de mais de um gene de
resisténcia em um genotipo hospedeiro (Alkimim et al., 2017). Além disso, quanto mais
proximo esse marcador estiver do loco de resisténcia, maior a eficiéncia da sele¢ao por diminuir
a possibilidade de recombinacdo entre o marcador e o gene de interesse (Almeida et al., 2021).

Os cafeeiros analisados neste trabalho, contendo piramidacdo de genes representam
um importante recurso genético, no qual podem ser utilizadas como fonte de resisténcia
multipla em programas de melhoramento para obtengdo de cafés com resisténcia duradoura a
ferrugem do cafeeiro, juntamente a resisténcia preventiva a CBD e fenotipicamente com menor
incidéncia de cercosporiose e infestagao de bicho mineiro. Vale ressaltar, que as plantas de café
no campo estao expostas a uma grande variedade de racas de H. vastatrix que frequentemente
superam a resisténcia, portanto, elas ndo sao imunes ao fungo. Assim, ¢ importante estabelecer
uma piramide de genes para resisténcia a patdgenos para garantir resisténcia durdvel (Alkimim

etal., 2017).

CONCLUSOES

A populagdo segregante de café ardbica apresenta variabilidade genética, com
potencial para selecao de materiais genéticos com baixa infestacao ao bicho mineiro, contendo
piramidacao de genes (H. vastatrix e C. kahawae) e ganho de selecdo para todas as
caracteristicas avaliadas. A piramidagdo de genes ndo afeta a produ¢@o, no entanto, nem todos
os melhores cafeeiros ranqueados sdo os mais produtivos e piramidados para os genes de
resisténcia. Além disso, a selecao recorrente intrapopulacional torna-se uma oportunidade para

dar continuidade ao programa de melhoramento na populagao.
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CAPITULO 2: DIVERSIDADE GENETICA EM POPULACAO DE CAFE ARABICA
COM GENES PIRAMIDADOS

RESUMO

A crescente demanda do mercado mundial de café instigam os melhoristas no
desenvolvimento de materiais genético produtivos e resistentes as principais pragas ¢ doengas
da cultura. Para o desenvolvimento de variedades melhoradas e com resisténcia multipla, a
existéncia de variabilidade genética ¢ de primordial importancia para auxiliar na definicao de
estratégias de trabalhos e para aumentar o ganho genético na selecdo. Nesse contexto,
objetivou-se determinar a diversidade genética por meio de caracteristicas morfologicas em
cafeeiros de populagdo em melhoramento desenvolvida para obtengdo de cultivares contendo
resisténcia multipla a ferrugem (Hemileia vastatrix), CBD (Coffee Berry Disease -
Colletotrichum kahawae) e bicho-mineiro (Leucoptera cofeella). Marcadores moleculares
foram utilizados como ferramenta auxiliar para monitorar diferentes locos de resisténcia a
ferrugem e ao CBD. Dos 127 cafeeiros analisados, dois sdo testemunhas (Topazio MG1190 e
Catuai Vermelho IAC 144) e 125 sdo originados de cruzamentos envolvendo hibridos naturais
provenientes de trés espécies de Coffea (C. arabica, C. canephora e C. racemosa). A analise
de divergéncia genética baseada na distancia generalizada de Mahalanobis foi utilizada para
avaliar a variabilidade entre os cafeeiros. Os resultados revelaram que os cafeeiros foram
alocados em 15 grupos, indicando presenga de variabilidade genética. As testemunhas se
comportaram de maneira diferente dos demais cafeeiros, ficando em um grupo separado. A
variacdo encontrada pode ser devido a origem da populagdo, ja que envolve em sua genealogia
trés espécies distintas. Por meio do uso de marcadores moleculares associados a alelos que
conferem resisténcia aos fungos C. kahawae e H. vastatrix foi possivel observar piramidacao
de genes com diferentes combinagdes nos cafeeiros. Os dados obtidos permitiram concluir que
a populacdo ¢ divergente, podendo ser eficientemente explorada pelos melhoristas. A analise
complementar com os marcadores moleculares possibilitou, ainda, identificar cafeeiros com
resisténcia multipla e cafeeiros que podem ser hibridizados para aumentar o numero de locos

de resisténcia.

INTRODUCAO
A cafeicultura ¢ um setor do agronegocio que se consolidou como uma das principais

commodities brasileiras, sendo o cafeeiro ardbica (Coffea arabica L.) uma das principais
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espécies de café¢ cultivadas no mundo. Atualmente, 138 cultivares de C. arabica estdo
registradas no Registro Nacional de Cultivares (RNC) do Ministério da Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento (MAPA) (Brasil 2022).

Apesar de nimero expressivo de cultivares disponivel, o melhoramento genético ¢ um
processo continuo que deve ser desenvolvido para atender as demandas crescentes do mercado
(Sousa et al., 2017). Nesse contexto, cultivares contendo resisténcia multipla as principais
pragas e doengas tem sido um dos objetivos dos programas de melhoramento, em virtude da
producdo ser afetada pelos estresse bidticos, bem como a busca de diminui¢do de uso de
defensivos agricolas. Um dos principais problemas enfrentados pelos cafeicultores no mundo
sao a ferrugem do cafeeiro (Hemileia vastatrix), Coffee Berry Disease (CBD — Colletotrichum
kahawae) e bicho-mineiro (Leucoptera cofeella).

A ferrugem do cafeeiro estd presente em todas as regides produtoras de café, e no
Brasil j& foram identificadas 16 ragas do fungo (Zambolim, 2016; Zambolim & Caixeta, 2021).
Diferentes genes de resisténcia a H. vastatrix ja foram identificados e tém sido utilizados nos
programas de melhoramento genético. Os genes Sul, 2, 4 e 5 foram identificados em gendtipos
de C. arabica, no entanto, esses genes ja foram suplantados pelas ragas existentes no Brasil.
Fontes de resisténcia contendo genes de outras espécies cafeeiras tém sido usadas no
melhoramento, por meio de hibridos interespecificos. Sy3 foi encontrado em gendtipos
derivados de C. liberica; Su6, 7, 8 ¢ 9 identificados em hibridos originados de C. canephora
(Zambolim & Caixeta, 2021). Além disso, Barka et al. (2020) e Almeida et al. (2021)
caracterizaram molecularmente dois genes Sy candidatos de resisténcia a H. vastatrix, um gene
denominado de Syl0 (Zambolim & Caixeta, 2021) e um gene Receptor LRR Kinase (RLK),
respectivamente.

O fungo C. kahawae (Waller & Bridge) ¢ uma das principais doengas que limita a
produgdo de cafeeiros na Africa (Hindorf & Omondi, 2011; Van Der Vossen et al., 2015; Vieira
etal., 2019). Essa doenca, apesar de ainda estar restrita a Africa, constitui em um risco iminente
a cafeicultura no mundo. Dessa forma, pesquisadores trabalham no melhoramento preventivo
de cultivares resistentes para, caso a doenca chegue a América Latina, cultivares resistentes ja
estejam disponiveis (Alkimim et al., 2017; Alemu et al., 2020; Gimase et al., 2021). A
resisténcia ao CBD ¢ governada por pelo menos trés genes identificados nas variedades Rume
Sudao (genes R), Hibrido de Timor (gene T) e K7 (gene k). Os genes R e T sdo dominantes,

enquanto k ¢ recessivo (Van Der Vossen e Walyaro, 1980). O gene denominado Ck-1 foi
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identificado em cafeeiros do germoplasma Catimor (Gichuru et al., 2008), no entanto, ele
corresponde ao gene T previamente identificado.

Se tratando de insetos que causam prejuizos econdomicos a produgdo de café, o bicho-
mineiro (Leucoptera cofeella) se destaca como uma das principais espécies de praga do cafeeiro
(Pantoja-Gomez et al., 2019). Em geral, cultivares de C. arabica sdo suscetiveis a essa praga,
exceto cultivares obtidas a partir do cruzamento interespecifico entre C. racemosa e C. arabica,
que apresentam resisténcia ou tolerancia (Cardoso et al., 2014).

A utilizagdo de cultivares resistentes ¢ uma técnica econdmica e ecologicamente
correta para o controle de doengas e pragas (Setotaw et al., 2020; Melese & Kolech, 2021).
Nesse contexto, a utilizagdo de diferentes fontes de resisténcia associado a exploragdo da
variabilidade genética consiste em estratégia eficiente para o sucesso nos programas de
melhoramento do cafeeiro (Rocha et al., 2013).

No melhoramento, o estudo da diversidade genética ¢ de primordial importancia,
principalmente, em inicio de programas para definicdo de estratégias de trabalhos e de
cruzamentos. Informagdes de diversidade genética permitem a sele¢do de gendtipos superiores
e a maximizagdo dos ganhos de selecdo (Sousa et al., 2017), uma vez que genodtipos com
maiores distancias genéticas podem ser selecionados, evitando cruzamentos de acesso
relacionados (Pailles et al., 2017; Spinoso-Castilho et al., 2020).

Aliado ao conhecimento da diversidade genética, marcadores moleculares podem ser
utilizados para identificar € monitorar locos especificos presentes nas plantas da populacao de
melhoramento. Marcadores moleculares associados a resisténcia a ferrugem e ao CBD estao
disponiveis e sendo usados para auxiliar os programas de melhoramento do cafeeiro (Alkimim
et al., 2017, Almeida et al., 2021).

Nesse sentido, objetivou-se determinar a diversidade genética com base em
caracteristicas agrondmicas em cafeeiros derivado de plantas resistentes a ferrugem, ao CBD e
ao bicho-mineiro e utilizar marcadores moleculares para verificar a presenga e piramidagao de

locos de resisténcia a ferrugem e ao CBD.

MATERIAL E METODOS
Material genético

Um total de 127 cafeeiros foram analisados neste estudo (Tabela 1). Destes, dois
cafeeiros correspondem as testemunhas Topazio MG1190 e Catuai Vermelho IAC 144 e 125

sdo cafeeiros em geracdo F», obtidos a partir da autofecundagdo do hibrido F1 H1097-29,
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derivado do cruzamento entre H514-7-16-3-17 CMS-CEPC (9) e Siriema BM12-CEPCC (&).
O progenitor feminino (H514-7-16-3-17 CMS-CEPC) corresponde a um material em geracao
F4 derivado do cruzamento entre Catuai Amarelo IAC 86 x Hibrido de Timor UFV 440-10. O
progenitor masculino ¢ a cultivar registrada Siriema BM12-CEPCC, que apresenta em sua
genealogia a espécie C. racemosa e Catimor UFV 417, com resisténcia ao bicho-mineiro e
ferrugem, respectivamente.

Essas plantas de café fazem parte do programa de melhoramento genético do cafeeiro
desenvolvido pela Epamig e instituigdes parceiras, e foram plantadas em 19 de fevereiro de
2016, no Campo Experimental de Patrocinio/Epamig, localizado no municipio de Patrocinio,
na regido do Rio Paranaiba, no estado de Minas Gerais. O delineamento experimental foi em
blocos aumentados (4 blocos, sendo 36 plantas no bloco 1, 34 no bloco 2, 38 no bloco 3 ¢ 17
no bloco 4) com duas plantas de cada testemunha por bloco (Topazio MG1190 e Catuai
Vermelho IAC 144), no espagamento de 3,5 m entre linhas e 0,8 m entre plantas. A calagem do
solo e a adubacao do plantio foram realizadas por meio da anélise de solo e exigéncia da cultura.
Nenhum método de controle fitossanitario foi utilizado contra ferrugem, cercosporiose e bicho

mineiro.
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Tabela 1. Material genético de Coffea arabica avaliado na safra de 2019.

57

Cafeeiro Descrigdo Cafeeiro Descrigao Cafeeiro Descrigdo Cafeeiro Descrigao
campo campo campo campo
1 I\T/I‘é’f‘g‘(’) 35 11BI2P33| 70  11BI3P31| 103  11B14P28
Catuai
2 VermelhoIAC | 36  11BI2P34| 71  11BI13P32| 104  11BI14P29
144
3 11B12P1 37 11BI2P35| 72  11BI3P33| 105  11B14P30
4 11B12P2 38 11BI2P36| 73  11BI3P34| 106  11B14P31
5 11B12P3 39 11BI2P37| 74  11BI3P35| 107  11B14P32
6 11B12P4 40  1IBI3P1 | 75  11BI13P36| 108  11BI14P33
8 11B12P6 41  1IBI3P2| 76  11B14P1 | 109  11B14P34
9 11B12P7 42 1IBI3P3 | 77  11B14P2| 110  11B14P35
10 11B12P8 43 11BI3P4 | 78 11B14P3 | 111  11BI14P36
11 11B12P9 44 1IBI3PS | 79  11B14P4 | 112  11BI14P37
12 11B12P10 45 1IBI3P6 | 80  11B14P5| 113  11B14P38
13 11B12P11 46  11BI3P7 | 81 11B14P6 | 114  11BI5PI
14 11B12P12 47  1IBI3P8 | 82  11B14P7| 115  11BISP2
15 11B12P13 48  11BI3P9 | 83 11B14P8 | 116  11BI5P3
16 11B12P14 49  11BI3P10| 84  11B14P9 | 117  11BI5P4
17 11B12P15 50 11BI3P11| 85  11B14P10| 118  11BISPS
18 11B12P16 51 11BI3P12| 86  11BI4P11| 119  11BISP6
19 11B12P17 52 11BI3P13| 87  11BI4P12| 120  11BISP7
20 11B12P18 53 11BI3P14| 88  11BI4P13| 121  11BISPS
21 11B12P19 54 11BI3P15| 89  11BI4P14| 122  11BISPY
22 11B12P20 55 11BI3P16| 90  11BI4P15| 123  11BI5PI10
23 11B12P21 56  11BI3P17| 91  11BI4P16| 124  11BI5PI1
24 11B12P22 57 11BI3PI8| 92  11BI4P17| 125  11BI5PI2
25 11B12P23 58 11BI3P19| 93  11BI4P18| 126  11BI5PI3
26 11B12P24 60  11B13P21| 94  11BI4P19| 127  11BI5P14
27 11B12P25 62 11BI3P23| 95  11B14P20| 128  11BISPIS
28 11B12P26 63  11BI3P24| 96  11BI4P21| 129  11BI5PI6
29 11B12P27 64  11BI3P25| 97  11B14P22| 130  11BI5P17
30 11B12P28 65  11B13P26| 98  11B14P23| - -
31 11B12P29 66 11B13P27| 99  11B14P24| - -
32 11B12P30 67  11B13P28| 100  11B14P25| - -
33 11B12P31 68  11B13P29| 101  11B14P26| - -
34 11B12P32 69  11BI3P30| 102  11B14P27| - -
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Avaliagoes moleculares

Folhas jovens e totalmente expandidas dos 125 cafeeiros F» foram coletadas e 0o DNA genomico foi extraido usando a metodologia descrita
por Diniz et al. (2005). A concentragdo de DNA foi verificada no NanoDrop 2000 e sua qualidade foi avaliada em gel de agarose a 1%. A
concentracio de DNA das amostras foi padronizada em 25 ng.uL™! e armazenadas a -20°C. Para as avaliagdes moleculares, foram utilizados seis

marcadores moleculares (Tabela 2), permitindo a avaliagdo da presenca de alelos de resisténcia para os fungos C. kahawae e H. vastatrix.

Tabela 2. Descricao dos marcadores moleculares utilizados na genotipagem, que estdo ligados a genes que conferem resisténcia a H. vastatrix € a
C. kahawae.

Fungo Loco Gene Marcador Sequéncia T (°C) Referéncia
CBD-Sat F: GAAGCCGTTTCAAGCC
; 207 :
Colletotrichum A Ck-1 R:CAATCTCTTTCCGATGCTCT 50 Gichuru et al. (2008)
kahawae CBD-Sat  F:TCGTTCTGTCATTAAATCGTCAA

235 R:GCAAATCATGAAAATAGTTGGTG
R: CCACACAACTCTCCTCATTC

SSR16 FACCCGAAAGAAAGAACCAAG Combes et al. (2000)

B QTL-GL2 ' AL 65
CaRHVS F: CCTTCTAGTGTTACCGAGGA
Hemileia R: CTTAGCGCCATGAATAGCCA Almeida et al. (2021)
vastatrix .

C  QTL-GL5 CaRHy9 |- TOATGAAGAAGAGCGCATAGC Almeida et al. (2021)

R:GTCTAAGACCAGAATCAGATGG 65
NB-ARC e F:GGACATCAACACCAACCTC Alvarenga et al. (2011);
D CARF005 60
LRR R:ATCCCTACCATCCACTTCAAC Barka et al. (2020)

SSR: Simple sequence repeat; F: Primer Forward; R: Primer Reverse
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Para o gene de resisténcia ao C. kahawae, foram utilizando dois marcadores SSR
identificados e mapeados por Gichuru et al. (2008), CBD-Sat235 e CBD-Sat207. Como
controle foram utilizados trés genotipos fenotipados quanto ao CBD pelo CIFC, ou seja,
sabidamente portadores do gene Ck-1 (HAT UFV 377-15 e UFV 440-10 e a cultivar MGS
Catigua MG3) e dois genotipos suscetiveis (Caturra Vermelho - CIFC 19/1 e Catuai Amarelo
IAC 64 - UFV 2148-57). A amplificagdo por PCR foi realizada em um volume total de 25 uL
contendo 50 ng de DNA gendmico; 1 X tampao da Taq DNA polimerase; 2,0 mM de MgCly;
0,1 mM de dNTPs; 0,4 uM de cada primer, ¢ 0,5 U da enzima Taq DNA polimerase. As reacdes
foram realizadas usando termocicladores PTC-200 (MJ Research) e Veriti (Applied
Biosystems). O programa de PCR consistiu em uma etapa inicial de desnaturac¢ao a 95°C por 5
minutos, seguida de 35 ciclos a 95°C por 45 segundos, anelamento a 50°C por 45 segundos,
extensdo a 72°C por 45 segundos e uma extensao final a 95°C por 10 minutos (Alkimin et al.,
2017). As amostras de PCR foram analisadas em gel de poliacrilamida desnaturante 6% e
visualizados por meio de coloragdo com nitrato de prata (Brito et al., 2010).

Para a analise da resisténcia a H. vastatrix, utilizou-se quatro marcadores, sendo
SSR16, CaRHv8 e CaRHV9 (Almeida et al., 2021) ligados aos dois QTL que conferem
resisténcia as racgas I, II e patotipo 001 de H. vastatrix e o marcador CARF 005 ligado a um
terceiro loco (Alvarenga et al., 2011 e Barka et al., 2020). Os marcadores moleculares SSR16
e CaRHvVS estdo ligados ao QTL do grupo de ligagdao 2 (QTL-GL2) e o CaRHV9 ao QTL do
grupo de ligacdo 5 (QTL-GLS). Os genotipos Hibrido de Timor UFV 443-03 e Catuai Amarelo
IAC 64 UFV 2148/57 foram utilizados como controles resistente e suscetivel, respectivamente.
Esses genotipos foram utilizados por constituirem os parentais da populacdo na qual foram
identificados os QTL associados a resisténcia a H. vastatrix (Almeida et al., 2021).

A amplificacao por PCR do primer SSR16 foi realizada em um volume final de 20 pl,
contendo 50 ng de DNA gendmico, tampao de rea¢do de PCR 1X, 1,0 Mm de MgCl,, 0,15 Mm
de cada ANTP, 0,1 uM de cada primer, 0,6 U da enzima Taq DNA polimerase, completando o
volume com dgua milli-Q. Para a amplifica¢do, foi utilizado o procedimento “touchdown PCR”,
que consistiu em uma etapa de desnaturagdao a 94°C por 2 minutos; 10 ciclos de fouchdown
PCR a 94°C por 30 segundos, temperatura de anelamento decrescendo 1°C a cada ciclo (de
66°C até 57°C) durante 30 segundos, e extensdo a 72°C por 30 segundos; seguidos por mais 30
ciclos de desnaturagdo a 94°C, anelamento a 57°C e extensdo a 72°C, com 30 segundos cada

etapa. A extensdo final foi realizada a 72°C por 8 minutos. Os produtos de PCR foram
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visualizados em gel poliacrilamida desnaturante 6% corado com nitrato de prata (Brito et al.,
2010).

Para amplificagdo dos marcadores CaRHv8 ¢ CaRHV9, a reacdo foi realizada em um
volume final de 20 pl, contendo 50 ng de DNA gendémico, tampao de reacdo de PCR 1X, 2,0
mM de MgClo, 0,15 mM de cada dNTP; 0,1 uM de cada primer, 1 U da enzima Taq DNA
polimerase, completando o volume com agua milli-Q. A amplificagdo consistiu em uma etapa
de desnaturacao a 94°C por 5 minutos; 32 ciclos de 94°C 30 segundos, 65°C 30 segundos e
72°C 1 minuto; extensao final de 72°C por 10 minutos. Os produtos de PCR resultante da reagao
com o CaRHvS8 foram analisados em gel de poliacrilamida desnaturante 6% e visualizados por
meio de coloragdo com nitrato de prata (Brito et al., 2010). Os fragmentos amplificados com o
marcador CaRHvV9 foram visualizados em gel de agarose e corados em brometo de etideo.

A amplificagdo do DNA por PCR do marcador CARF 005 foi realizada em volume final
de 20 pL, contendo 50 ng de DNA genomico, tampao de reacdo de PCR 1X, 1 mM de MgCl>,
0,15 mM de cada dANTP; 0,1 uM de cada primer, 1 U da enzima Taq DNA polimerase,
completando o volume com agua milli-Q. A amplificacdo consistiu em: etapa de desnaturagao
inicial de 95°C por 5 minutos, seguida de 35 ciclos de 94°C por 30 segundos, 60°C por 30
segundos e 72° C por 1 minuto; extensdo final de 72°C por 10 minutos. Os fragmentos
amplificados foram analisados por eletroforese capilar em sequenciador ABI 3130x1 Genetic
Analyzer — AppliedBiosystems.

As marcas que correspondem aos alelos de resisténcia foram identificadas com base no
padrao apresentado pelos gendtipos controles, resistentes e suscetiveis. Para os marcadores

codominantes foram avaliados genotipos homozigotos e heterozigotos.

Diversidade genética

No estagio de maturacdo dos frutos, em 28 de maio de 2019, os dados de 11
caracteristicas agronomicas (Tabela 3) relacionadas a producdo e sanidade das plantas, foram
coletados. A variabilidade entre os cafeeiros da populacao foi realizada considerando os valores
genéticos estimados por BLUP. Desta forma, foi calculada a matriz de dissimilaridade entre as

caracteristicas, baseada na distancia generalizada de Mahalanobis.

D’p = (Xi — Xj)S - 1(Xi - Xj).
Onde: D?p = a distancia entre quaisquer dois cafeeiros; Xi e Xj = os p vetores médios

dos cafeeiros i e j, respectivamente; S-1 = o inverso da matriz de covaridncia combinada.
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A matriz obtida foi usada para construir um dendrograma pelo método de grupos de

pares nao ponderados usando médias aritméticas (UPGMA), para a delimitacdo de genotipos

de similaridade. A andlise foi processada pelo software R (R Core Team, 2018).

Tabela 3. Caracteristicas fenotipicas analisadas em cafeeiros arabica na safra 2019 em

Patrocinio - MG.

Caracteristicas Sigla Descricao
Vigor vegetativo ~ VI Avaliado por notas de 1 a 10. 1: Planta totalmente depauperada.
10: Planta considerada com vigor maximo.
Produgao P Litros de café recém colhido por planta.
Ciclo de maturagdo CM 1 = precoce; 2 = média para precoce; 3 = média; 4 = média para
tardia; 5 = tardia.
Uniformidade de Notas de 1 a 4. 1 = uniforme; 2 = medianamente uniforme; 3 =
maturacao dos UM  medianamente desuniforme; 4 = desuniforme.
frutos
Diametro de DCO Medido no sentido transversal a linha de plantio, medindo- se a
copa (cm) maior projecdo da "saia" do cafeeiro.
Diametro de DCA Medido com auxilio de um paquimetro digital, na regido do
caule (cm) coleto da planta, a aproximadamente 5 cm da superficie do solo.
Comprimento
do ramo CRP Comprimento de um Ramo Plagiotrépico Representativo da
plagiotropico Planta.
Altura de Medida da ramificagdo ortotropica mais desenvolvida, do nivel
Planta (cm) AL  do solo até o ultimo ponto apical do cafeeiro com o auxilio de
uma trena métrica afixada em uma haste de madeira.
Notas de 1 a 5. 1 = auséncia de pustulas e reagdes de
hipersensibilidade; 2 = poucas folhas com pustulas sem esporos
(“flecks”) e com reagdes de hipersensibilidade; 3 = poucas
Severidade FE  pustulas por folha com alta producdo de esporos e pouco
Ferrugem distribuidas; 4 = média quantidade de pustulas por folha,
distribuidas na planta com alta produgao de esporos;
5 = alta quantidade de pustulas com alta producdo de esporos e
alta desfolha da planta. OBS: Plantas com nota 1 ou 2 =
Resistentes; 3 a 5 = Suscetiveis.
Severidade CE Notas de 1 a 5. Nota 1: sem cercéspora; 2 a 5: folhas com
Cercosporiose cercospora. OBS.: 2 = baixa incidéncia e 5 =alta incidéncia.
Infestacao de BM  Notas de 1 a 5. Nota 1: sem Bicho-Mineiro; 2 a 5: com Bicho-

Bicho Mineiro

Mineiro.

RESULTADOS

Caracterizagdo fenotipica da populagdo

Valores de maximo, minimo e média de 11 caracteristicas morfoldgicas de 125

cafeeiros sdo apresentados na Tabela 4, além disso, foi realizado a analise de boxplot para as
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caracteristicas quantitativas (Figuras 1 e 2). Analisando a caracteristica produgdo (P), apenas
25% dos cafeeiros produziram menos de 2 L e 50% mais de 4 L (Figura 1), apresentando uma
faixa ampla de variagdo de 0,1 a 8 L, com média de 3,56 L. A caracteristica diametro de caule

ndo apresentou grande variacdo (Figura 1), com uma variagao de 3,3 a 6,5 cm e média 4,7 cm.

Tabela 4. Caracterizagdo fenotipica da populagdo de cafeeiros arabica safra 2019 em Patrocinio
- MG.

Vi P CM UM CE FE BM AL DCO DCA CRP
Maximo 9 8 4 4 5 4 5 182 246 6,5 90
Média 6,93 3,56 2,03 2,63 2,19 1,31 2,75 138,83 127,05 4,66 63,20
Minimo 2 0,1 1 1 1 1 1 89 86 33 43
Caracteristicas: vigor vegetativo (VI); producao (P); ciclo de maturagdo dos frutos (CM);
uniformidade de maturagdo dos frutos (UM); severidade de cercosporiose (CE); severidade de
ferrugem (FE); infestacdo de bicho mineiro (BM); altura de planta (AL- cm); didmetro de copa
(DCO - cm); diametro de caule (DCA - cm) e comprimento de ramo plagiotropico (CRP - cm).

Boxplot de cafeeiros F2

O B N W & U1 OO N

P DCA

Box1 EBox2 EBox3

Figura 1. Boxplot das caracteristicas producdo (P) e didmetro de caule (DCA — cm).

Com relagdo ao diametro de copa (DCO), observa-se uma grande variagdo de 86 a 246
cm (Tabela 4), no entanto 75% da populacdo mediram menos que 150 cm (Figura 2). Enquanto
que a altura das plantas (AL), 25% das plantas atingiram mais 149 cm (Figura 2), no entanto
com uma média de 138,8 cm (Tabela 4). Analisando o comprimento de ramo plagiotropico
(CRP), 25% das plantas apresentaram comprimento superior a 71 cm (Figura 2), mas a média

foi de 63,2 cm (Tabela 4).
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250
220
190
160
130

100
7 #
40
DCO AL CRP
Box1 HEBox2 HEBox3

Figura 2. Boxplot das caracteristicas didmetro de copa (DCO — cm), altura de plantas (AL —
cm) e comprimento de ramo plagiotropicos (CRP — cm).

Com relacdo as caracteristicas relacionadas a sanidade da planta, observou-se que para
a cercosporiose e bicho-mineiro a nota variou de 1 a 5, com média 2,2 e 2,8, respectivamente.

Enquanto que para a ferrugem houve uma variagao de nota de 1 a 4, com média de 1,3.

Diversidade genética

Com base nos dados fenotipicos e no método de agrupamento hierarquico UPGMA,
utilizando a distancia generalizada de Mahalanobis como medida de dissimilaridade genética,
foi obtido o dendrograma que ilustra a distancia genética entre os cafeeiros estudados (Figura
3). O coeficiente de correlagdo cofenética entre os valores da matriz de dissimilaridade e os
correspondentes da matriz cofenética foi de 0,93, indicando grande acuracia na representagao
grafica das distancias no dendrograma.

Por meio do dendrograma observou-se a formagao de 15 grupos (Figura 3). O cafeeiro
75 (individuo 11B13P36) ficou distante de todos os demais, sendo alocado separadamente no
Grupo 1. As duas testemunhas Topazio MG1190 (1) e Catuai Vermelho IAC 144 (2) também
foram agrupados separadamente dos cafeeiros da populagdo, ficando no Grupo 2. Os cafeeiros
23 (11B12P21) e 45 (11B13P6) ficaram no Grupo 3 e o 78 (11B14P3) sozinho do Grupo 4 e
foram os mais distantes dos demais individuos da populacdo F». Os Grupos 5 e 6 ficaram com
trés cafeeiros cada um, o Grupo 7 com quatro e os demais grupos com numeros maiores de

individuos distribuidos conforme mostrado na Figura 1.
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Figura 3. Dendrograma obtido pela técnica UPGMA com base na matriz de dissimilaridade da
populacao composto por 125 cafeeiros F» e duas testemunhas Topazio (1) e Catigua 3 (2), safra
2019 em Patrocinio - MG.G 1: Grupo 1, G 2: Grupo 2, G 3: Grupo 3, G 4: Grupo 4, G 5: Grupo
5, G 6: Grupo 6, G 7: Grupo 7, G 8: Grupo 8, G 9: Grupo 9, G 10: Grupo 10, G 11: Grupo 11,
G 12: Grupo 12, G 13: Grupo 13, G 14: Grupo 14, G 15: Grupo 15.

A média de cada um dos 15 grupos, considerando cada caracteristica morfologica
(Tabela 5), revelou que a produtividade variou de 1,25 L (Grupo 3) a 5,87 L (Grupo 15).
Observou-se que os Grupos 1, 6, 7 e 12 apresentaram caracteristicas morfoldgicas semelhantes,
com cafeeiros vigorosos, produtivos, medianamente uniforme na maturagdo dos frutos,
resistentes a ferrugem a nivel de campo, baixa incidéncia de cercosporiose e baixa infestagao
de bicho-mineiro. Os cafeeiros dos grupos 4, 8 e 10 sdo produtivos e resistentes a ferrugem, no

entanto, de baixo vigor, alta incidéncia de cercosporiose e alta infestagdo de bicho-mineiro.
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Esses grupos foram os que mais se assemelharam ao grupo das testemunhas (Grupo 2), a
diferenca se deu na suscetibilidade a ferrugem apresentado pelas testemunhas.

Os cafeeiros dos grupos 3 e 13, apesar de ndo serem produtivos, sao vigorosos, com
baixa incidéncia de cercosporiose e ferrugem, baixa infestacdo de bicho-mineiro e
medianamente uniforme na maturagdo dos frutos. Os individuos dos grupos 11 e 14 se
assemelham com esses grupos, porém apresentam uma alta infestagdo de bicho-mineiro. Os
cafeeiros dos grupos 5, 9 e 15, apesar de serem produtivos, vigorosos, com baixa incidéncia de

cercosporiose e ferrugem, apresentam alta infestagdo de bicho-mineiro.
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Tabela 5. Média dos cafeeiros resultantes do agrupamento da andlise de diversidade.

Grupo VI P CM UM CE FE BM AL DCO DCA CRP

1 8,00 4,00 2,00 3,00 2,00 1,00 1,00 166,00 246,00 5,27 82,00
2 3,50 3,91 2,81 3,81 4,13 3,44 3,31 144,06 114,63 4,27 57,31
3 7,50 1,25 2,00 2,00 2,00 1,00 1,00 175,00 127,00 4,11 63,50
4 4,00 4,00 2,00 4,00 4,00 1,00 3,00 106,00 140,00 4,50 70,00
5 8,33 3,00 2,00 3,00 2,00 1,33 3,00 131,00 126,00 6,01 63,00
6 7,33 3,20 3,67 2,67 1,67 1,33 2,33 116,00 119,33 4,12 59,67
7 8,00 4,38 2,00 3,50 1,50 1,25 2,00 146,00 109,50 4,86 54,75
8 5,38 4,69 2,00 3,00 3,88 1,00 3,88 143,88 110,75 4,61 55,38
9 7,30 4,10 1,50 2,60 2,10 1,60 4,00 152,70 155,20 5,37 77,60
10 4,25 3,50 2,00 3,50 3,13 1,63 2,50 134,50 130,50 3,94 65,25
11 7,67 1,47 3,07 3,13 1,40 1,00 3,27 131,67 124,00 4,02 62,00
12 7,88 4,28 2,38 2,81 1,63 1,00 1,19 145,88 140,63 5,15 70,31
13 7,00 2,27 1,53 2,47 1,80 1,53 2,20 121,13 112,80 4,65 56,40
14 6,65 2,75 1,55 1,95 2,15 1,30 2,65 137,85 123,00 4,24 61,50
15 7,26 5,87 1,79 2,05 2,58 1,32 3,53 145,21 123,58 5,06 61,79

66

Caracteristicas: vigor vegetativo (VI); producdo (P - Litros); ciclo de maturacao dos frutos (CM); uniformidade de maturagdo dos frutos (UM);
severidade de cercosporiose (CE); severidade de ferrugem (FE); infestacao de bicho mineiro (BM); altura de planta (AL- cm); didmetro de copa
(DCO - cm); didmetro de caule (DCA - cm) e comprimento de ramo plagiotropico (CRP - cm).
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Selecdo assistida por marcadores moleculares

Os 125 cafeeiros fenotipados foram analisados com marcadores moleculares
previamente associados a diferentes locos de resisténcia a ferrugem e ao CBD. Na Tabela 6
encontra-se a genotipagem dos cafeeiros. Ressalta-se que os marcadores SSR16, CBD-Sat 235
e CBD-Sat 207 sdao codominantes, permitindo distinguir individuos homozigotos e
heterozigotos e os marcadores CARF005, CaRHv8 e CaRHv9 sao dominantes ndo permitindo,
portanto, fazer essa distin¢ao.

Analisando a popula¢do com os marcadores CBD-Sat 207 e CBD-Sat 235 (loco A)
que detectam e flanqueiam o gene Ck-1 de resisténcia ao CBD, verificou-se 80 cafeeiros com
a marca do alelo de resisténcia para ambos os marcadores em heterozigose (Aa). Os outros 45
cafeeiros foram caracterizados como homozigoto recessivo (sem alelo de resisténcia - aa).

Os marcadores SSR16 e CaRHvVS (loco B), associados ao QTL-GL2 que conferem
resisténcia as ragas I e II, e ao patotipo 001 de H. vastatrix, revelaram que 26 cafeeiros
apresentam o alelo de resisténcia em homozigose dominante (BB) para os dois marcadores, 62
em heterozigose (Bb) e 37 em homozigose recessiva (bb). O marcador CaRHv9 (loco C), que
estd associado ao outro QTL que confere resisténcia as ragas I e II, e ao patétipo 001 de H.
vastatrix (QTL-GLS), permitiu identificar 101 cafeeiros contendo pelo menos um alelo de
resisténcia (C ), ndo sendo possivel diferenciar homozigotos dos heterozigotos, ¢ 24 em
homozigose recessiva (cc).

O outro loco de resisténcia a ferrugem foi monitorado com o marcador CARF005 (loco
D). Foram observados 67 cafeeiros com a presenga de pelo menos um alelo de resisténcia (D )
e 58 em homozigose recessiva (dd). Como esse marcador ¢ dominante, também ndo permitiu
diferenciar cafeeiros resistentes homozigotos dos resistentes heterozigotos.

Analisando conjuntamente os dados para os quatro locos em estudo, 31 cafeeiros
apresentaram pelo menos um alelo de resisténcia em cada loco (A B C D ), ou seja,
apresentam os quatro locos de resisténcia piramidados e estdo distribuidos em sete grupos
(Grupos 6, 9, 11, 12, 13, 14 e 15). Em 42 cafeeiros observou-se a presenca de trés alelos de

resisténcia e em 36, dois alelos de resisténcia.

DISCUSSAO
Caracterizacdo fenotipica e diversidade genética da populagdo
De acordo com as caracteristicas fenotipicas, em geral, a populacao ¢ vigorosa, de

porte baixo, com ciclo de maturagdo médio para precoce, matura¢ao dos frutos medianamente
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desuniforme, resistente a ferrugem, com baixa incidéncia de cercosporiose ¢ baixa infestacao
de bicho-mineiro. Com rela¢do a produtividade, a média da populagdo estudada foi de 3,56 L o
que corresponde a 26,48 scs/ha. De acordo com dados da Conab (2020), o rendimento médio
da produtividade de C. arabica em 2019, ano de avaliagdo da populacdo, foi de 27,2 scs/ha.
Dessa forma, a populacdo, apesar de estar em geracao inicial de melhoramento (F>) e as plantas
serem novas (primeira colheita), obteve resultados semelhante a média de produtividade
nacional, mostrando o seu potencial produtivo.

A presenga de variagdo entre os valores minimos € maximos para cada caracteristica
morfologica analisada demostra a existéncia de variagdo entre os cafeeiros da populagdo em
melhoramento. Essa variabilidade foi, também, comprovada no estudo de diversidade genética,
onde 15 grupos foram formados na andlise de agrupamento. Presenca de variabilidade na
populacdo cafeeira ¢ de grande importancia para os melhoristas, pois pode ser usada para
selecionar cafeeiros com as caracteristicas de interesse ou recombinar gendtipos desejaveis.
Dessa forma, acessar a variabilidade genética das populagdes em melhoramento tem
implicacdes significativas na selecdo e no desenvolvimento de cultivares (Ahmed, 2013;
Akpertey et al., 2018).

Os estudos de diversidade genética de populagdes sdao importantes para o
conhecimento da estrutura, distribuicdo da variagdo dentro da populagdo e direcionar
cruzamentos promissores. Nesse sentido, no processo de selecdo de plantas voltadas para o
melhoramento ¢ muito importante selecionar materiais bons para que possam ser selecionados
para avanco de geragdo ou hibridacdo. A andlise da diversidade usando caracteristicas
morfologicas ¢, portanto, relevante para avaliacdo de recursos genéticos no contexto de
programas de melhoramento (Akpertey et al., 2018).

Na analise de agrupamento, observou-se que as testemunhas foram alocadas em um
grupo a parte, demonstrando que os cafeeiros da populagdo de melhoramento sdo diferentes das
testemunhas. Os grupos 1, 6, 7 e 12 se destacaram por apresentarem caracteristicas favoraveis,
em especial a baixa infesta¢do por bicho-mineiro, um dos principais objetivos do melhoramento
nessa populagdo estudada. Dessa forma, o avango de geracoes de alguns desses cafeeiros pode
ser considerado no programa de melhoramento. Outros grupos apresentaram apenas algumas
caracteristicas importantes e podem ser utilizados em cruzamentos, considerando a
complementariedade das caracteristicas e divergéncia entre individuos e grupos, pois, o

cruzamento de individuos divergentes pode levar ao aumento de ganho de selecao.
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A obtencdo de variabilidade genética e, consequentemente, o sucesso do
melhoramento genético reside na identificacdo e incorporagdo eficiente da diversidade de varias
fontes genéticas de plantas, incluindo cultivares atualmente cultivadas, material genético
selvagens e proximos das cultivares e colegdes de germoplasma (Swarup et al., 2021). A
populacdo analisada no presente trabalho envolve diferentes materiais genéticos em sua
genealogia, justificando, portanto, a variacdo observada. A populacdo foi obtida por
cruzamentos entre acessos de Catuai (C. arabica), acessos de Hibrido de Timor (derivado de
C. canephora) e a cultivar Siriema (derivado de C. racemosa).

O grupo Catuai consiste em cafeeiro contendo apenas a espécie C. arabica em sua
genealogia e apresenta menor variabilidade. No entanto, o Hibrido de Timor ¢ derivado de
cruzamento natural entre C. arabica e C. canephora, apresentando, portanto, maior
variabilidade. Silva et al. (2018) caracterizaram molecularmente o germoplasma de Hibrido de
Timor e verificaram consideravel variabilidade desses materiais. Setotaw et al. (2013) relataram
que a introdug@o do Hibrido de Timor no melhoramento de cultivares brasileiras desempenhou
importante fungdo na diversificacdo da base genética das cultivares. Além disso, para a
formacao da populagdo em estudo, foi realizado cruzamento com a cultivar Siriema. Essa
cultivar foi desenvolvida por meio do cruzamento de uma planta derivada de hibrido natural
entre C. arabica e C. racemosa retrocruzada com C. arabica. Na sua genealogia também tem
cruzamento com Hibrido de Timor (Carvalho et al., 2008).

A escolha de qual método de melhoramento a ser utilizado vai depender do objetivo
do melhorista, portanto, para auxiliar o avanco de geracao e escolha de novos cruzamentos,
além de fornecer a informacdo de diversidade genética, no presente trabalho, os cafeeiros
fenotipados foram analisados com marcadores moleculares ligados a resisténcia a doengas. Essa

analise complementar permite a selecao de cafeeiros assistida por marcadores.

Selegdo assistida por marcadores moleculares

A selecdo assistida por marcador (SAM) compreende a selecdo indireta de
caracteristicas agronOmica importantes por meio de marcadores ligados aos genes associados a
caracteristica (Dormatey et al., 2020). Nesse sentido, marcadores moleculares foram utilizados
para avaliar a combinacdo de multiplos genes de resisténcia a H. vastatrix e C. kahawae em
cafeeiros.

Esforc¢os de melhoramento sao continuamente necessarios para introduzir varios genes

de resisténcia a doencas em um unico gendtipo (piramidacido génica), visando reduzir o
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desenvolvimento de novas ragas do patégeno (Khannetah et al., 2021) e aumentar a
durabilidade da resisténcia. A andlise de diversidade juntamente com resultados da SAM,
permite selecionar individuos e grupos contrastantes a serem usados em futuros cruzamentos,
bem como eliminar individuos. O cafeeiro 75 (Grupo 1) é o mais divergente de acordo com
analise de diversidade, produtivo, resistente a bicho-mineiro, ferrugem e baixa incidéncia de
cercosporiose. No entanto, nao apresentou nenhum alelo de resisténcia para os locos analisados.
Nesse sentido, para explorar as caracteristicas desse material, ele pode ser cruzado com outros
cafeeiros que apresentam essas mesmas caracteristicas, mais os alelos de resisténcia, como por
exemplo, o cafeeiro 12 (Grupo 12). Cafeeiros pertencentes a grupos distintos e que possuem
complementariedade de alelos podem ser selecionados para novos cruzamentos, como 0s
cafeeiros 105 (Grupo 6) e 113 (Grupo 14). Uma outra forma de explorar a populagdo, € por
meio do avango de geragdo de cafeeiros promissores. O cafeeiro 87 ¢ um material promissor
pois ¢ produtivo, vigoroso, com baixa incidéncia de cercosporiose, resistente a ferrugem e
bicho-mineiro e ainda apresenta os quatro genes piramidados. Segundo Nonato et al. (2021),
no cafeeiro, o bicho-mineiro e a ferrugem sao considerados os problemas fitossanitarios mais

importantes e, existem dois cultivares resistente as duas doencas.

CONCLUSOES

Os resultados obtidos nesse trabalho demonstram a variabilidade e potencial da
populagdo para melhorar diferentes caracteristicas morfoagrondmicas de interesse para o setor
cafeeiro. Além disso, os dados fenotipicos associados aos moleculares (SAM) revelam que a
populacao pode servir como fonte potencial de genes de resisténcia para as principais doengas

do cafeeiro.
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CAPITULO 3: CARACTERIZACAO MOLECULAR DE CAFEEIROS PORTADORES
DO GENE Su3 DE RESISTENCIA A HEMILEIA VASTATRIX EM POPULACOES DE
MELHORAMENTO

RESUMO

O café arabica por ser uma cultura perene hospeda uma grande variedade de patogenos,
em que os causadores da ferrugem e da antracnose dos frutos (CBD) sdo os que trazem maiores
prejuizos. O controle ¢ feito pelo método quimico, porém gera custos, prejuizos ao meio
ambiente ¢ a0 homem. Assim, o uso de cultivares resistentes ¢ o método adequado para o
controle e, com auxilio de marcadores moleculares, ¢ possivel selecionar e descartar plantas,
diminuindo o tempo de obtengdo da cultivar melhorada. Dessa forma, objetivou-se, por meio
da selecdo assistida por marcadores, identificar plantas portadoras de genes de resisténcia para
as principais doengas do café. Foram avaliados 313 individuos (24 grupos de cruzamentos de
cafés arabica x sele¢des indianas) e quatro cultivares comerciais, com 11 marcadores
moleculares associados a cinco locos diferente de resisténcia a ferrugem e ao CBD. Foram
identificados individuos portadores dos alelos de resisténcia para os cinco locos avaliados, além
de individuos contendo a piramidac¢do de genes com diferentes combinagdes para os locos. As
informagoes geradas neste trabalho sdo uteis para o melhoramento genético do cafeeiro no
desenvolvimento de cultivares com multipla resisténcia, em especial para o melhoramento

preventivo para CBD.

INTRODUCAO

O café ¢ a segunda principal commodity no mercado mundial depois do petréleo. O
género Coffea apresenta mais de 124 espécies caracterizadas (Davis et al., 2011). Apesar da
diversidade deste género, apenas duas espécies, Coffea arabica L. e Coffea canephora sao de
importancia econdmica, contribuindo com cerca de 70 e 30% da participacao total do mercado
mundial, respectivamente (Setotaw et al., 2020). Por ser uma cultura perene, o cafeeiro hospeda
uma grande variedade de patogenos e pragas.

A ferrugem do cafeeiro causada pelo fungo Hemileia vastatrix Berk. & Br. consiste
em uma séria ameaga para a sustentabilidade da lavoura de café arabica (Avelino et al., 2015;
Talhinhas et al., 2017) e ¢ uma das doencas que tem causado maiores perdas na cultura. Caso
nenhum método de controle para essa doenca seja utilizado e cultivares suscetiveis sejam

plantadas, perdas de produgdo de mais de 50% podem ocorrer (Zambolim & Caixeta, 2021).
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A antracnose dos frutos (Coffee Berry Disease - CBD), causada pelo fungo
Colletotrichum kahawae (Waller & Bridge) (Waller et al., 1993), ¢ uma doenca extremamente
importante, pois em epidemias pode destruir 50 a 80% (Van Der Vossen e Walyaro, 2009; Diniz
etal., 2017) e as vezes até 100% (Giddisa, 2016) da lavoura. Esta doenca esta restrita a Africa,
no entanto, o risco de sua introdu¢do nos principais paises produtores de Arabica (na América
e na Asia) faz com que este seja um patogeno de quarentena (Cabral et al., 2020).

O controle mais comum de ambas doengas ¢ realizado por meio da utilizacao de
fungicidas; no entanto, produtos quimicos devem ser aplicados racionalmente para evitar danos
as culturas e ao meio ambiente (Zambolim, 2016). Assim, o uso de cultivares resistentes ¢ o
método mais adequado para o controle dessas doengas (Gimase et al. 2021; Talhinhas et al.,
2017).

Algumas fontes genéticas de resisténcia a ferrugem ja foram identificadas. Pelo menos
nove genes dominantes presentes em diferentes espécies de café foram caracterizados (Sul a
SH9) (Talhinhas et al. 2017; Bettencourt & Noronha-Wagner, 1971; Bettencourt & Rodrigues,
1988). Os genes de resisténcia Sul, 2, 4 ¢ 5 foram identificados em C. arabica; Su6, 7, 8 € 9
em C. canephora; e Su3 em C. liberica. Além disso, Barka et al. (2020) e Almeida, et al. (2021)
clonaram e caracterizaram molecularmente dois genes candidatos de resisténcia a H. vastatrix,
um gene Nucleotide Binding site-ARC (NB-ARC) denominado de Su10 (Zambolim & Caixeta,
2021) e um gene Receptor LRR Kinase (RLK), respectivamente. A resisténcia ao CBD ¢
governada por pelo menos trés genes, os quais foram identificados nas variedades Rume Sudan
(genes R), Hibrido de Timor (T gene) e K7 (gene k) onde R e T sdo dominantes, enquanto k ¢
recessivo (Van Der Vossen & Walyaro, 1980). Em um estudo realizado por Gichuru et al.
(2008), o loco identificado como responsavel pela resisténcia a C. kahawae foi denominado
Ck-1, podendo ser o mesmo loco T, previamente identificado no Hibrido de Timor.

Para viabilizar a introgressao de genes de outras espécies em cafeeiros de C. arabica,
hibridos interespecificos tém sido utilizados nos programas de melhoramento genético. Nesse
sentido, acessos de Hibrido de Timor e Sele¢des Indianas, que sao hibridos naturais e plantas
tetraploides, sdo usados para facilitar a introgressao de genes de interesse de espécies com
niveis de ploidia (C. canephora e C. liberica) que diferem do de C. arabica (Alkimim et al.,
2017).

Apesar da importancia do melhoramento genético e uso de hibridos interespecificos
nos cruzamentos, a obtencao de cultivar contendo resisténcia a doengas pode levar até 30 anos,

devido as caracteristicas de ciclo longo e perenidade do cafeeiro. Esse longo periodo pode ser
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reduzido significativamente utilizando a seleg@o assistida por marcadores moleculares (SAM)
(Gimase et al, 2020). Marcadores moleculares ligados a genes de resisténcia a H. vastatrix e C.
kahawae foram desenvolvidos e tem auxiliado na selecdo e descarte de plantas (Alkimim et al.,
2017; Almeida et al., 2021). Para resisténcia a H. vastatrix, Mahé¢ et al. (2008) desenvolveram
quatro marcadores associado ao gene Su3 (gene originado de C. liberica) e Almeida et al.
(2021) desenvolveram marcadores ligados a dois genes\QTL de efeito maior que conferem
resisténcia as racas I, Il e patotipo 001 de H. vastatrix, identificados em Hibrido de Timor (gene
de C. canephora). Outro marcador, CARFO005, associado a gene presente no Hibrido de Timor
foi desenvolvido (Alvarenga et al., 2011; Barka et al., 2020) e o gene caracterizado. Além disso,
esse gene corresponde a um loco distinto dos dois genes maiores identificados por Almeida et
al. (2021). Para o CBD, Gichuru et al. (2008) identificaram marcadores ligados e flanqueando
o gene de resisténcia Ck-1. Assim, esses marcadores podem ser usados em SAM para monitorar
e piramidar genes de resisténcia, com diferentes espectros de resisténcia contra um unico
patogeno ou multiplos patogenos (Jaber et al., 2020).

O objetivo desse estudo foi identificar e selecionar cafeeiros portadores de diferentes
genes de resisténcia a H. vastatrix e C. kahawae por meio de marcadores moleculares em
populagdes derivadas de cruzamentos envolvendo hibridos interespecificos de C. arabica x C.

liberica.

MATERIAL E METODOS
Material genético

Foram analisadas 313 plantas de café, correspondentes a 24 cruzamentos (tratamentos)
e quatro cultivares (Catigua MG2, MGS Ametista, Catuai Vermelho — IAC 144 e MGS Paraiso
2) (Tabela 1). As plantas dos cruzamentos foram obtidas de cultivares de porte baixo e de porte
alto de interesse agrondmico cruzadas com cafeeiros potencialmente resistentes contendo o
gene Su3. As fontes do gene Su3 utilizadas incluiu as Seleg¢des Indianas S.333, S.353 e S.795.
Os cafeeiros S.333 e S.353 sdo derivadas dos hibridos interespecificos (C. arabica x C. liberica)
tetraploides S.26 e S.31 retrocruzados ou ndo com Kent ou Coorg e carregam além do Su3 os
genes Sy2 e Su5 (Alkimim et al., 2017). Essas plantas correspondem a geracdes avangadas de
cafeeiros que estdo plantados no campo de adaptacao e selegdo da area experimental do Fundao,
Universidade Federal de Vigosa, em Vigosa-MG. As geracdes anteriores dessas plantas foram
submetidas a sele¢do fenotipica, e algumas por SAM por Alkimim et al. (2017). Esses materiais

estdo instalados no Campo Experimental de Trés Pontas, Epamig em MG.



Tabela 1. Genealogia dos 313 individuos de café analisados no estudo.
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Material

Trat  ID campo " Cruzamento de origem G
genetico
L BAI-SPB* UFV409-47 CIFC H315/4=Mundo Novo CIFC 1535/181 x S.795 CIFC 1344/19 F
2 B4-II-5PB+ ) Hndo Tove S )
3 B9-1I-5PB  UFV315-08 CIFC H315/2 = Mundo Novo (CIFC 1535/181) x S.795 (CIFC 1344/19) F4
4  BI10-I-1PB  UFV480-11 CIFC H101/? = S.333 (CIFC 254/14) x Dilla & Alghe (CIFCX 128/2) Fy
5 1-11-6PB UFV337-29 )
6 6-1-6PB CIFC H526 = Catuai Vermelho (CIFC 2481/1) x CIFC H257/3 [Caturra Vermelho CIFC 19/1 x Fs
F -1 S.795 (CIFC 1344/19
7 6-11-1PB UFV337-18 ( )
CIFC 524 = Caturra Amarelo (CIFC 1637/48) x CIFC H.W.3/5 [Blue Montain (CIFC 187/8) x
8  7-1lI-5-PB  UFV336-28 S.353-4/5 (CIFC 34/13)] F3
9 9-11-1PB
10 9-11-2PB
11 9-II-5PB+
7 9IILIPB UFV313-133 CIFC H275/7 = Caturra Vermelho (CIFC 19/1) x S.795 (CIFC 1344/19) F4
13 9-1II-2PB
14 9-1II-5PB
CIFC H512 = Caturra Vermelho (CIFC 1640/28) x CIFC H239/11 [Villa Lobos (CIFC 954/1) x
15 10-1I-5PB  UFV316-70 $.333 (CIFC 254/14)] F3
16 11-1-6PB
UFV 314-19 CIFC H275/13 = Caturra Vermelho (CIFC 19/1) x S.795 (CIFC 1344/19) F4
17  11-11I-2PB
Catigua
18 MG2 i
19  15-11-3PB- UFV317-02 CIFC H525 = Caturra Vermelho (CIFC 1640/28) x [CIFC H257/7 (Caturra Vermelho CIFC 19/1) F
20 15-11-5PB- x S.795 (CIFC 1344/19)] 3
Araponga
21 MG2 )
22 17-1-2PB
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Continuagao
Tabela 1. Genealogia dos 313 individuos de caf¢ analisados no estudo.
Trat  ID campo Mat’er.1a1 Cruzamento de origem G
genetico
23 17-1-4PB
UFV311-59 CIFC H227/1 = Caturra Amarelo (CIFC 426/2) x S.333 (CIFC 254/14) F4
24 17-11-4PB
25 19-1I-2PB UFV336-05 CIFC 524 = Caturra Amarelo (CIFC 1637/48) x CIFC H.W.3/5 [Blue Montain (CIFC 187/8) x r
26  19-11I-3PB S.353-4/5 (CIFC 34/13)] 3
Catuai
27 Verm.IAC --—- -
144
MGS
B paraiso2 T i

Trat: nimero do tratamento; ID Campo: identificagdo do tratamento no campo; Material genético: nome dado a planta gerada ap6s o cruzamento;

G: geracao dos individuos avaliados.
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Selecdo assistida por marcadores para resisténcia miiltipla a doencas

Folhas jovens e totalmente expandidas das 313 plantas de café foram coletadas e o
DNA foi extraido usando a metodologia descrita por Diniz et al. (2005). A qualidade do DNA
foi avaliada em gel de agarose (1%) e quantificada usando o espectrofotdmetro NanoDrop 2000
(Thermo Fisher Scientific). As amostras de DNA foram padronizadas a 25 ng-uL! e
armazenadas a —20°C at¢ a analise.

O DNA extraido foi amplificado com 10 marcadores moleculares (SP-M16-SH3, BA-
48-210-f, BA-124-12K-f, Sat244, CaRHv8, SSR16, CaRHv9, CARF005, CBD-Sat 207 e
CBD-Sat235) para inferir a presenga de diferentes genes de resisténcia a H. vastatrix e C.
kahawae (Tabela 2). Para andlise de resisténcia a H. vastatrix utilizou-se os marcadores SP-
M16-SH3, BA-48-210-f, BA-124-12K-f e Sat244 (loco A) ligados ao gene Sy3 (Mahé et al.,
2008), os SSR16, CaRHv8 (loco B) e CaRHV9 (loco C) ligados aos dois QTL que conferem
resisténcia as racas I, II e patotipo 001 de H. vastatrix (Almeida et al., 2021) e CARF005 (loco
D) ligado a outro loco (Alvarenga et al., 2011 e Barka et al., 2020). Para andlise de resisténcia
ao gene Ck-1 de C. kahawae, utilizou-se os marcadores CBD-Sat235 e CBD-Sat207 (Loco E)
identificados e mapeados por Gichuru et al. (2008).

A reagao de PCR para os marcadores do loco A consistiu em um volume final de 25
ul, contendo 50 ng de DNA, tampao de reagcdo de PCR 1X, 2,0 mM de MgCl,, 0,1 mM de cada
dNTP, 0,4 uM de cada primer, 0,5 U de Taq DNA polimerase, completando o volume com
agua milli-Q estéril. As amplificagdes foram realizadas com desnaturacao inicial a 95°C por 5
minutos; 35 ciclos a 94°C por 45 segundos, temperaturas de anelamento especifico para cada
primer (Tabela 2) por 45 segundos, extensdo de 72°C por 45 segundos e extensdo final a 72°C
por 10 minutos. Os acessos CIFC H147/1, CIFC H153/2 e S.288/23 foram os controles
portadores do alelo de resisténcia, e as cultivares Caturra Vermelho CIFC 19/1 e Catuai

Amarelo TAC 64 (UFV 2148/57) os controles negativos.
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Tabela 2. Descri¢ao dos marcadores moleculares utilizados na genotipagem, que estdo ligados a genes que conferem resisténcia a H. vastatrix € a

C. kahawae.
Fungo Loco Gene Marcador Sequéncia T (°C) Referéncia
BA-48-210-f R:ACTTGGCAGGCGTAATTGAA 52
F:ACAGTGAATTCCCCAAGCAC
Hemileia vastatrix SP-M16- SH3 R:ATCTAGCTTTGGAACATCGT 49
F:-TTAACTGGAAACTTGGCTTG
R:GCATACTAAGGAATTATCTGACT
A Su3 Sat244 GCT 52 Mahé et al. (2008)
F:GCATGTGCTTTTTGATGTCGT
BA-124-12KF R:.TGCAGATTGATGGCACGTTA 56
F: TGATTTCGCTTGTTGTCGAG
SSR 016  R:CCACACAACTCTCCTCATTC 65 Combes et al. (2000)
F:ACCCGAAAGAAAGAACCAAG
B QTL-GL2 CaRHvS8 F:CCTTCTAGTGTTACCGAGGA 65
R:CTTAGCGCCATGAATAGCCA
C QTL-GL5 CaRHV9 F:-TGATGAAGAAGAGCGCATAGC 65 Almeida et al. (2021)
R:GTCTAAGACCAGAATCAGATGG
NB-ARC e Alvarenga et al. (2011); Barka
D LRR CARF005 F:GGACATCAACACCAACCTC 60 et al. (2020)
R:ATCCCTACCATCCACTTCAAC
Colletotrichum
kahawae E Ck-1 CBD-Sat 207 F:GAAGCCGTTTCAAGCC Gichuru et al. (2008)
R:CAATCTCTTTCCGATGCTCT 50
CBD-Sat 235 F:TCGTTCTGTCATTAAATCGTCAA

R:GCAAATCATGAAAATAGTTGGTG

SSR: Simple sequence repeat; F: Primer Forward; R: Primer Reverse
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Os marcadores do loco B, CaRHv8 e SSR16, estao ligados ao QTL presentes no Grupo
de Ligacao 2 (QTL-GL2) que conferem resisténcia as ragas I e Il e ao patdtipo 001 de H.
vastatrix (Almeida et al., 2021). A anélise desses marcadores se complementa na genotipagem
das plantas, pois, o SSR16 ¢ codominante, identificando-se os individuos BB, Bb e bb; ¢ o
CaRHv8 dominante, ligado em repulsdo, marcando s6 um dos alelos (b). Para o loco B, utilizou-
se o marcador CaRHV9, que esta ligado no QTL do grupo de ligagao 5 (QTL-GLS5). O gendtipo
Hibrido de Timor UFV 443-03 foi o controle resistente a H. vastatrix, a cultivar Catuai Amarelo
IAC 64 (UFV 2148/57) a suscetivel. A PCR para os marcadores CaRHv8 e CaRHv9 foi
realizada em um volume final de 20 pl, contendo 50 ng de DNA, tampao de reacdo de PCR 1X,
2,0 mM de MgCl,, 0,15 mM de cada dANTP; 0,1 uM de cada primer, 1 U de Taq DNA
polimerase, completando o volume com dgua milli-Q estéril. As amplificagdes foram realizadas
com desnaturagdo inicial a 94°C por 5 minutos; 32 ciclos de 94°C 30 segundos, 65°C 30
segundos e 72°C 1 minuto; extensdo final de 72°C por 10 minutos. A reagdo para o marcador
SSR16 foi semelhante ao CaRHv8 e 9, s6 difere por utilizar 0,6 mM de MgCl,. A amplificagao
consistiu em desnaturacdo inicial a 94°C por 2 minutos; 10 ciclos de fouchdown PCR a 94°C
por 30 segundos, temperatura de anelamento decrescendo 1°C a cada ciclo (de 66°C até 57°C)
durante 30 segundos, e extensdo a 72°C por 30 segundos; seguidos por mais 30 ciclos de
desnaturacdo a 94°C, anelamento a 57°C e extensdo a 72°C, com 30 segundos cada etapa e
extensdo final a 72°C por 8 minutos.

O marcador CARFO005, representado pelo loco D, amplifica um gene correspondente
a um Resistance Gene Analog (RGA), que compartilha sequéncias conservadas com outros
genes SH e expressa um alelo polimoérfico caracteristico que confere fenotipos de resisténcia
distintos (Barka et al., 2020). A PCR foi realizada em uma mistura de reacao de 20 pL contendo
50 ng de DNA, 0,1 uM de cada primer, 0,15 mM de cada ANTP, 1,0 mM de MgCl,, 1 U de Taq
DNA polimerase e 1 X tampao de reagdo de PCR. A amplificagdo consistiu com desnaturagao
inicial a 94°C por 5 minutos, seguido de 35 ciclos de amplificagdo de desnaturagdo a 94°C por
30 segundos, anelamento a 61°C por 30 segundos e extensdo a 72°C por 1 minuto, e final
extensao a 72°C por 10 min. O Hibridos de Timor CIFC 832/2 e Caturra Vermelho CIFC 19/1,
foram utilizados como controle resistente e suscetivel, respectivamente.

Os marcadores do loco E, CBD-Sat207 e CBD-Sat235, estdo ligados ao gene Ck-1 que
confere resisténcia a CBD (Gichuru et al., 2008). A PCR consistiu em um volume final de 25
uL, contendo 50 ng de DNA, tampao de reagdo de PCR 1X, 2,0 mM de MgCl», 0,1 mM de cada
dNTP, 0,4 uM de cada primer e 0,5 U de Taq DNA polimerase, completando o volume com
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agua milli-Q estéril. A amplificagdo consistiu em desnaturacdo inicial a 95°C por 5 minutos;
35 ciclos a 94°C por 45 segundos, com temperatura de anelamento 50°C por 45 segundos e
extensdao a 72°C por 45 segundos; e a extensao final a 72°C por 10 minutos.

Os produtos resultantes da reagdo de PCR para os marcadores de Su3, QTL-GL2 e Ck-
1 foram separados por eletroforese em gel de poliacrilamida desnaturante 6% e visualizados
por meio de coloragdo com nitrato de prata (Brito et al. 2010). O marcador CaRHvV9 foi
visualizado em gel de agarose (1,5%). A eletroforese do CARFO005 foi em capilar em

sequenciador ABI 3130x1 Genetic Analyzer — AppliedBiosystems.

RESULTADOS
Amplificacdo de marcadores ligados ao gene Su3 de resisténcia a H. vastatrix (Loco A)

Foram analisadas 313 plantas de café (24 grupos de cruzamentos e quatro cultivares)
para quatro marcadores ligados ao gene Su3 de resisténcia a H. vastatrix. Os marcadores SP-
M16-SH3, BA-48-210-f e Sat244 foram codominantes, possibilitando a diferenciagdao dos
individuos homozigotos e heterozigotos. E o BA-124-12K-f, foi dominante, identificando os
gendtipos A_ e aa.

Na Tabela 3 encontra-se a genotipagem das 313 plantas para cada marcador analisado
nesse estudo. Com o marcador BA-48-210-f, identificou-se 159 individuos (50,80%) com o
alelo do gene Su3 em homozigose (AA), 69 heterozigotos (Aa), 66 recessivos (aa) e 19
apresentaram dados perdidos (F). O marcador SP-M16-SH3 apresentou 200 individuos
(63,90%) com o gendtipo AA, 61 heterozigotos (Aa), 51 recessivos (aa) e um com dado perdido
(F). Analisando o Sat244, observou-se 190 individuos (60,70%) com gendtipo AA, 70
heterozigotos Aa, 51 recessivos (aa) e dois com dados perdidos (F). Por tltimo, o marcador
BA-124-12K-f permitiu identificar 258 individuos (82,43%) A _, 53 recessivos (aa) e dois com
dados perdidos (F).



Tabela 3: Genotipagem das 313 plantas para 10 marcadores envolvidos na resisténcia de ferrugem e CBD em cafeeiros arabica.

Trat Indiv. BA48 BA124 SPM16 SAT244 Su3 CaRHv8 SSR16 QTL2 CaRHv9 - QTL5S CARF005 SAT207 SAT235 Ck-1

1 aa aa aa aa aa b bb bb cc dd ee ee ee
2 Aa A- Aa Aa Aa b bb bb C dd ee ee ee
3 Aa A- AA AA RE b bb bb C dd ee ee ee
4 Aa A- Aa Aa Aa b bb bb cc dd ee ee ee
5 Aa A- Aa Aa Aa b bb bb cc dd ee ee ee
| 6 Aa F AA AA ? b bb bb cc dd ee ee ee
7 Aa A- Aa Aa Aa b bb bb C dd ee ee ee
8 aa aa aa aa aa b bb bb cc dd ee ee ee
9 Aa A- AA AA RE b bb bb C dd ee ee ee
10 Aa A- Aa Aa Aa b bb bb C dd ee ee ee
11 AA A- AA AA  AA b bb bb C dd ee ee ee
12 aa aa AA AA RE b bb bb cc dd ee ee ee
13 F A- Aa Aa ? b bb bb cc dd ee ee ee
14 aa A- Aa Aa RE b bb bb C dd ee ee ee
15 F A- AA Aa ? b bb bb C dd ee ee ee
16 F aa aa aa ? b bb bb cc dd ee ee ee
17 F A- AA AA ? b bb bb cc dd ee ee ee
) 18 F A- Aa Aa ? b bb bb C dd ee ee ee
19 F A- Aa Aa ? b bb bb C D ee ee ee
20 F A- Aa Aa ? b bb bb C dd ee ee ee
21 aa A- Aa Aa RE b bb bb cc dd ee ee ee
22 aa aa aa aa aa b bb bb cc dd ee ee ee
23 aa A- Aa Aa RE b bb bb cc dd ee ee ee
24 F A- Aa Aa ? b bb bb cc dd ee Ee RE
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Loco A: gene Su3; Loco B: QTL do grupo de ligagdao 2; Loco C: QTL do grupo de ligagdo 5; Loco D: gene Sul0; Loco E: gene Ck-1; RE:

recombinagdo observada para o individuo; F: dado perdido; ?: ndo ¢é possivel afirmar o gendtipo.



Tabela 3: Genotipagem das 313 plantas para 10 marcadores envolvidos na resisténcia de ferrugem e CBD em cafeeiros arabica.

Trat Indiv. BA48 BA124 SPM16 SAT244 Su3 CaRHv8 SSR16 QTL2 CaRHv9 - QTL5 CARF005 SAT207 SAT235 Ck-1

25

AA

b

bb

bb

dd

F Aa ? cc ee ee ee

26 AA A- AA AA  AA b bb bb C dd ee ee ee

27 F A- AA AA ? b bb bb C dd ee ee ee

28 aa Aa aa aa aa BB BB BB C D ee ee ee

29 F A- AA AA ? b bb bb cc dd ee ee ee

3 30 aa Aa aa Aa RE b bb bb C dd ee ee ee
31 aa Aa aa aa aa b bb bb C dd ee ee ee

32 F Aa aa aa ? b F ccC dd ee ee ee

33 F A- Aa Aa ? BB F ? cc dd ee ee ee

34 aa A- Aa Aa RE b bb bb C dd ee ee ee

35 F A- Aa Aa ? b F ? cc dd ee ee ee

36 aa A- AA Aa RE b bb bb cc dd ee ee ee

37 F F F aa ? BB F cc dd F ee ?

38 F A- AA aa ? b F . cc dd ee ee ee

39 aa Aa aa Aa RE BB BB BB cc dd ee ee ee

40 AA A- AA AA  AA b BB RE cc dd ee ee ee

4 41 aa Aa aa aa aa BB bb RE C D Ee Ee Ee
42 AA A- AA AA  AA b bb bb C dd ee ee ee

43 AA A- AA AA  AA b bb bb C dd ee ee ee

44 aa A- AA AA RE b F ? C dd ee ee ee

45 F A- AA AA ? b bb bb cc dd ee ee ee

46 Aa A- Aa Aa Aa b bb bb cc dd ee ee ee

47 Aa A- AA AA RE BB Bb RE cc D ee ee ee

5 48 aa A- AA AA RE b bb bb cc dd ee ee ee
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Loco A: gene Su3; Loco B: QTL do grupo de ligagdo 2; Loco C: QTL do grupo de ligagdao 5; Loco D: gene Sul0; Loco E: gene Ck-1; RE:

recombinagao observada para o individuo; F: dado perdido; ?: ndo € possivel afirmar o genotipo.



Tabela 3: Genotipagem das 313 plantas para 10 marcadores envolvidos na resisténcia de ferrugem e CBD em cafeeiros arabica.

Trat Indiv. BA48 BA124 SPM16 SAT244 Su3 CaRHv8 SSR16 QTL2 CaRHv9 - QTL5 CARF005 SAT207 SAT235 Ck-1

49 AA A- AA AA  AA b bb bb cc dd ee ee ee
50 F A- AA AA ? b bb bb C dd ee ee ee
51 AA A- AA AA  AA b bb bb cc dd ee ee ee
52 AA A- AA AA AA b bb bb cc dd ee ee ee
53 AA A- AA AA  AA b bb bb C dd ee ee ee
5 54 AA A- AA AA  AA b F ? C dd ee ee ee
55 AA A- AA AA  AA b bb bb C dd ee ee ee
56 AA A- AA AA AA b bb bb ccC dd ee ee ee
57 AA A- AA AA AA b bb bb cc dd ee ee ee
58 AA A- AA AA  AA b bb bb C dd ee ee ee
59 Aa A- AA AA RE b bb bb C dd ee ee ee
60 aa Aa aa aa aa b bb bb cc dd ee ee ee
61 AA A- AA AA AA b bb bb C dd ce ee ee
62 Aa A- Aa Aa Aa b bb bb C dd ee ee ee
63 aa A- Aa Aa RE b bb bb C dd ee ee ee
64 aa A- aa Aa RE b bb bb cc dd ee ee ee
6 65 aa A- Aa Aa RE b bb bb cc dd ee ee ee
66 aa Aa aa aa aa b bb bb cc dd ee ee ee
67 Aa A- Aa Aa Aa b bb bb C D ee ee ee
68 AA A- AA AA  AA b bb bb C D ee ee ee
69 aa Aa aa aa aa b bb bb C dd ee ee ee
70 Aa A- Aa Aa Aa b bb bb C dd ee ee ee
71 Aa A- Aa Aa Aa b bb bb C dd ee ee ee
. 72 Aa A- AA AA RE b bb bb C dd ee ee ee
73 AA A- AA AA  AA b bb bb C dd ee ee ee
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Loco A: gene Su3; Loco B: QTL do grupo de ligagao 2; Loco C: QTL do grupo de ligagdo 5; Loco D: gene Su10; Loco E: gene Ck-1; RE:

recombinagdo observada para o individuo; F: dado perdido; ?: ndo ¢€ possivel afirmar o gendtipo.



Tabela 3: Genotipagem das 313 plantas para 10 marcadores envolvidos na resisténcia de ferrugem e CBD em cafeeiros ardbica.

Trat Indiv. BA48 BA124 SPM16 SAT244 Su3 CaRHv8 SSR16 QTL2 CaRHv9 - QTL5S CARF005 SAT207 SAT235 Ck-1

74 AA A- AA AA  AA b bb bb cc dd ee ee ee
75 AA A- AA AA AA b bb bb cc dd ee ee ee
76 Aa A- AA AA RE b bb bb C dd ee ee ee
77 Aa A- AA AA RE b F ? C dd ee ee ee
7 78 AA A- AA AA  AA b bb bb C dd ee ee ee
79 aa A- AA AA RE b bb bb C dd ee ee ee
80 AA A- AA AA  AA b bb bb C dd ee ee ee
81 AA A- AA AA  AA b bb bb C dd ee ee ee
82 AA A- AA AA  AA b bb bb cc dd ee ee ee
83 AA A- AA AA AA b bb bb C dd ee ee ee
84 Aa A- AA AA RE b bb bb cc dd ee ee ee
85 Aa A- Aa Aa Aa b bb bb C dd ee ee ee
86 aa A- Aa Aa RE b bb bb cc D ee ee ee
87 AA A- AA AA  AA b bb bb C dd ee ee ee
88 Aa A- AA Aa RE b bb bb C dd ee ee ee
g 89 AA A- Aa AA RE b bb bb C dd ee ee ee
90 Aa A- Aa Aa Aa b bb bb C dd ee ee ee
91 Aa A- AA AA RE b bb bb cc D ee ee ee
92 AA A- AA AA  AA b bb bb C D ee ee ee
93 Aa A- Aa Aa Aa b bb bb C D ee ee ee
94 aa Aa aa aa aa b bb bb C dd ee ee ee
95 Aa A- AA AA RE b bb bb C D ee ee ee
96 Aa A- AA AA RE b bb bb C dd ee ee ee
9 97 Aa A- AA F ? b bb bb cc dd ee ee ee
98 AA A- AA AA  AA b bb bb cc dd ee ee ee
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Loco A: gene Su3; Loco B: QTL do grupo de ligacdo 2; Loco C: QTL do grupo de ligacdao 5; Loco D: gene Sul0; Loco E: gene Ck-1; RE:

recombinagdo observada para o individuo; F: dado perdido; ?: ndo ¢é possivel afirmar o genétipo.



Tabela 3: Genotipagem das 313 plantas para 10 marcadores envolvidos na resisténcia de ferrugem e CBD em cafeeiros ardbica.

Trat Indiv. BA48 BA124 SPM16 SAT244 Su3 CaRHv8 SSR16 QTL2 CaRHv9 - QTL5S CARF005 SAT207 SAT235 Ck-1

99 AA A- AA AA  AA b bb bb C dd ee ee ee
100 Aa A- AA AA RE b bb bb C dd ee ee ee
101 Aa A- Aa Aa Aa b bb bb cc dd ee ee ee
9 103 AA A- AA AA  AA b BB RE C D ee ee ee
104 AA A- AA AA  AA b BB RE C dd ee ee ee
105 AA A- AA AA  AA b BB RE C dd ee ee ee
106 Aa A- AA AA RE b BB RE C dd ee ee ee
107  AA A- AA AA  AA b BB RE cc dd ee ee ee
108 AA A- AA AA  AA b BB RE cc D ee ee ee
109 AA A- AA AA  AA b BB RE C dd ee ee ee
110 AA A AA AA  AA b BB RE C D ee ee ee
111 AA A- AA AA  AA b BB RE cc D ee ee ee
10 112 AA A- AA AA  AA b BB RE cc dd ee ee ee
113 AA A- AA AA AA b bb bb ccC dd ee ee ee
114 Aa A- Aa Aa Aa b bb bb cc dd ee ee ee
115 AA A- AA AA AA b bb bb C D ee ee ee
116 AA A- AA AA  AA b bb bb C D ee ee ee
117 AA A- AA AA AA b bb bb C F ee ee ee
118 F A- AA AA ? b bb bb cc F ee ee ee
119 AA A- AA AA  AA b bb bb cc dd ee ee ee
1 120 AA A- AA AA AA b bb bb C dd ce ee ee
121  AA A- AA AA  AA b bb bb C dd ee ee ee
122 AA A- AA AA AA b BB RE C dd ee ee ee
123 AA A- AA AA  AA b bb bb cc D ee ee ee
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Loco A: gene Su3; Loco B: QTL do grupo de ligacdo 2; Loco C: QTL do grupo de ligacdao 5; Loco D: gene Su10; Loco E: gene Ck-1; RE:

recombinagdo observada para o individuo; F: dado perdido; ?: ndo ¢€ possivel afirmar o gendtipo.



Tabela 3: Genotipagem das 313 plantas para 10 marcadores envolvidos na resisténcia de ferrugem e CBD em cafeeiros ardbica.

Trat Indiv. BA48 BA124 SPM16 SAT244 Su3 CaRHv8 SSR16 QTL2 CaRHv9 - QTLS CARF005 SAT207 SAT235 Ck-1

124 AA A- AA AA  AA b bb bb C D ee ee ee
125 AA A- AA AA  AA b bb bb C dd ee ee ee
1 126 AA A- AA AA  AA b bb bb C D ee ee ee
127 AA A- AA AA  AA b bb bb C dd ee ee ee
128 AA A- AA AA  AA b bb bb C dd ee ee ee
129 AA A- AA AA  AA b bb bb C dd ee ee ee
130 AA A- AA AA  AA b bb bb C dd ee ee ee
131  AA A- AA AA  AA b bb bb C dd ee ee ee
132 aa A- Aa Aa RE b bb bb C dd ee ee ee
133  AA A- AA AA  AA b BB RE C dd ee ee ee
134 AA A- AA AA  AA b bb bb C dd ee ee ee
12 135 AA A- AA AA  AA b bb bb C dd ee ee ee
136 AA A- AA AA  AA b bb bb C dd ee ee ee
137  AA A- AA AA AA b bb bb C dd ee ee ee
138 AA A- AA AA  AA b bb bb C dd ee ee ee
139  AA A- AA AA  AA b bb bb C dd ee ee ee
140 AA A- AA AA  AA b bb bb C dd ee ee ee
141 AA A- AA AA  AA b bb bb C dd ee ee ee
142 AA A AA AA AA b bb bb cc dd ee ee ee
143 AA A- AA AA AA b bb bb cc dd ee ee ee
144  AA A- AA AA  AA b bb bb cc dd ee ee ee
13 145 AA A- AA AA  AA b bb bb C dd ee ee ee
146  Aa A- AA AA RE b bb bb cc dd ee ee ee
147 AA A- AA AA AA b bb bb cc dd ee ee ee
148  Aa A- AA AA RE b bb bb C dd ee ee ee
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Loco A: gene Su3; Loco B: QTL do grupo de ligagdo 2; Loco C: QTL do grupo de ligacdo 5; Loco D: gene Sul0; Loco E: gene Ck-1; RE:

recombinagdo observada para o individuo; F: dado perdido; ?: ndo ¢é possivel afirmar o genotipo.



Tabela 3: Genotipagem das 313 plantas para 10 marcadores envolvidos na resisténcia de ferrugem e CBD em cafeeiros ardbica.

Trat Indiv. BA48 BA124 SPM16 SAT244 Su3 CaRHv8 SSR16 QTL2 CaRHv9 - QTL5S CARF005 SAT207 SAT235 Ck-1

149 AA A- AA AA  AA b bb bb cc dd ee ee ee
150 AA A- AA AA  AA b bb bb C dd ee ee ee
13 151 AA A- AA AA  AA b bb bb C dd ee ee ee
152  AA A- AA AA  AA b bb bb C dd ee ee ee
153  AA A- AA AA  AA b bb bb C dd ee ee ee
154 Aa A- Aa AA RE b bb bb cc dd ee ee ee
155 AA A- AA AA  AA b bb bb cc dd ee ee ee
156 AA A- AA AA  AA b bb bb cc dd ee ee ee
157 AA A- AA AA  AA b bb bb cc dd ee ee ee
158 AA A- AA AA AA b bb bb cc dd ee ee ee
14 159 AA A- AA AA  AA b bb bb cc dd ee ee ee
160 AA A- AA AA  AA b bb bb C dd ee ee ee
161 AA A- AA AA AA b bb bb cc dd ee ee ee
162 AA A- AA AA AA b bb bb ccC dd ee ee ee
163 AA A- AA AA  AA b bb bb cc dd ee ee ee
164 AA A- AA AA AA BB bb RE C dd ce ee ee
165 AA A- AA AA  AA b bb bb cc dd ee ee ee
166 aa Aa aa aa aa b bb bb C dd ee ee ee
167 Aa A- Aa Aa Aa b bb bb cc dd ee ee ee
168 aa Aa aa aa aa b bb bb cc dd ee ee ee
15 169 aa Aa aa Aa RE b bb bb cc dd ee ee ee
170  Aa A- Aa Aa Aa b bb bb C dd ee ee ee
171 Aa A- Aa Aa Aa b bb bb cc dd ee ee ee
172 AA A- AA AA  AA b bb bb cc dd ee ee ee
173  Aa A- Aa Aa Aa b bb bb cc dd ee ee ee
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Loco A: gene Su3; Loco B: QTL do grupo de ligagdo 2; Loco C: QTL do grupo de ligacdo 5; Loco D: gene Sul0; Loco E: gene Ck-1; RE:

recombinagdo observada para o individuo; F: dado perdido; ?: ndo é possivel afirmar o genotipo.
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Tabela 3: Genotipagem das 313 plantas para 10 marcadores envolvidos na resisténcia de ferrugem e CBD em cafeeiros ardbica.
Trat Indiv. BA48 BA124 SPM16 SAT244 Sy3 CaRHv8 SSR16 QTL2 CaRHv9 - QTL5 CARF005 SAT207 SAT235 Ck-1

174 AA A- AA AA  AA b bb bb cc dd ee ee ee
15 175 Aa A- Aa Aa Aa b bb bb cc dd ee ee ee
176  AA A- AA AA  AA b bb bb C dd ee ee ee
177 Aa A- Aa Aa Aa b bb bb C dd ee EE RE
178 AA A- AA AA  AA b bb bb cc dd ee ee ee
179 AA A- AA AA  AA b bb bb C dd ee EE RE
180 AA A AA AA  AA b bb bb cc dd ee ee ee
181 AA A- AA AA  AA b bb bb C dd ee ee ee
182 AA A- AA AA  AA b bb bb cc dd ee ee ee
16 183 AA A- AA AA AA b bb bb C dd ee ee ee
184 AA A- AA AA  AA b bb bb cc dd ee ee ee
185 AA A- AA AA  AA b bb bb cc dd ee ee ee
186 AA A- AA AA AA b bb bb cc dd ee ee ee
188 AA A- AA AA AA b bb bb ccC dd ee ee ee
189 AA A- AA AA  AA b bb bb cc dd ee ee ee
190 aa Aa aa aa aa b bb bb cc dd ee ee ee
191 Aa A- Aa Aa Aa b bb bb ccC dd ee ee ee
192 aa Aa aa aa aa b bb bb cc dd ee ee ee
193 Aa A- Aa Aa Aa b bb bb cc dd ee ee ee
17 194 Aa A AA Aa RE b bb bb cc dd ee ee ee
195 Aa A- Aa Aa Aa b bb bb cc dd ee ee ee
196 AA A- AA AA  AA b bb bb cc dd ee ee ee
197 aa Aa aa aa aa b bb bb cc dd ee ee ee
198 Aa A- Aa Aa Aa b bb bb cc dd ee ee ee
199 Aa A- Aa Aa Aa BB bb RE cc F ee ee ee

Loco A: gene Su3; Loco B: QTL do grupo de ligagdo 2; Loco C: QTL do grupo de ligacdo 5; Loco D: gene Sul0; Loco E: gene Ck-1; RE:
recombinagdo observada para o individuo; F: dado perdido; ?: ndo ¢é possivel afirmar o genétipo.



Tabela 3: Genotipagem das 313 plantas para 10 marcadores envolvidos na resisténcia de ferrugem e CBD em cafeeiros ardbica.
Trat Indiv. BA48 BA124 SPM16 SAT244 Sy3 CaRHv8 SSR16 QTL2 CaRHv9 - QTL5 CARF005 SAT207 SAT235 Ck-1

17 200 Aa A- Aa Aa Aa b bb bb cc dd ee ee ee
201 aa Aa aa aa aa b bb bb cc dd ee ee ee
202 aa Aa aa aa aa BB BB BB cc dd Ee Ee Ee
203 aa Aa aa aa aa BB BB BB cc dd Ee Ee Ee
204 aa Aa aa aa aa BB BB BB cc dd EE Ee RE
205 aa A- aa aa RE BB BB BB cc dd Ee Ee Ee
206 aa Aa aa aa aa BB BB BB cc dd Ee Ee Ee
18 208 aa Aa aa aa aa BB BB BB cc dd Ee Ee Ee
209 aa Aa aa aa aa BB BB BB cc dd Ee Ee Ee
210 aa Aa aa aa aa BB BB BB cc dd Ee Ee Ee
211 aa Aa aa aa aa BB BB BB cc dd Ee Ee Ee
212 aa Aa aa aa aa BB BB BB cc dd Ee Ee Ee
213 aa Aa aa Aa RE BB BB BB cc dd EE Ee RE
214  AA A- AA AA AA b bb bb cc dd ee ee ee
215  AA A- AA AA  AA b bb bb cc dd ee ee ee
216 AA A- AA AA AA b bb bb cc dd ee ee ee
217 AA A- AA AA  AA b bb bb cc dd ee ee ee
218  AA A- AA AA AA b bb bb cc dd ee ee ee
19 219 AA A- AA AA AA b bb bb cc dd ee ee ee
220  AA A AA AA  AA b bb bb cc dd ee ee ee
221 AA A- AA AA  AA b bb bb cc dd ee ee ee
222 AA A AA AA  AA b bb bb cc dd ee ee ee
223 AA A- AA AA  AA b bb bb cc dd ee ee ee
224  AA A- AA AA  AA b bb bb cc dd ee ee ee
225 AA A- AA AA AA b bb bb cc dd ee ee ee

Loco A: gene Su3; Loco B: QTL do grupo de ligagao 2; Loco C: QTL do grupo de ligagdo 5; Loco D: gene Su10; Loco E: gene Ck-1; RE:
recombinagdo observada para o individuo; F: dado perdido; ?: ndo ¢ possivel afirmar o gendtipo



Tabela 3: Genotipagem das 313 plantas para 10 marcadores envolvidos na resisténcia de ferrugem e CBD em cafeeiros arabica.

Trat Indiv. BA48 BA124 SPM16 SAT244 Su3 CaRHv8 SSR16 QTL2 CaRHv9 - QTL5S CARF005 SAT207 SAT235 Ck-1

226 AA A- AA AA  AA b bb bb cc dd ee ee ee
227  AA A AA AA  AA b bb bb cc dd ee ee ee
228 AA A- AA AA AA b bb bb cc dd ee ee ee
229  AA A- AA AA  AA b bb bb cc dd ee ee ee
230 AA A- AA AA  AA b bb bb cc dd ee ee ee
20 231  AA A- AA AA  AA b bb bb cc dd ee ee ee
232 AA A- AA AA  AA b bb bb cc dd ee ee ee
233 AA A- AA AA  AA b bb bb cc dd ee ee ee
234  AA A- AA AA  AA b bb bb cc dd ee ee ee
235  Aa A- AA AA RE b bb bb cc dd ee ee ee
236 Aa A AA AA RE b bb bb cc dd ee ee ee
237  AA A AA AA  AA b bb bb cc dd ee ee ee
238 aa Aa aa aa aa BB BB BB cc dd Ee EE RE
239 aa Aa aa aa aa BB BB BB cc dd ee Ee ee
240 aa Aa aa aa aa BB BB BB cc dd EE Ee RE
241 aa Aa aa aa aa BB BB BB cc dd EE Ee RE
242 aa Aa aa aa aa BB BB BB cc dd ee Ee RE
71 243 aa Aa aa aa aa BB BB BB cc dd EE Ee RE
244 aa Aa aa aa aa BB BB BB cc dd ee EE RE
245 aa Aa aa aa aa BB BB BB cc dd ee Ee RE
246 aa Aa aa Aa RE BB BB BB cc dd EE Ee RE
247 aa Aa aa aa aa BB BB BB cc dd Ee Ee Ee
248 aa Aa aa aa aa BB BB BB cc dd ee Ee RE
249 aa Aa aa aa aa BB BB BB cc dd ee Ee RE
22 250 AA A AA AA AA b bb bb cc dd ee ee ee
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Loco A: gene Su3; Loco B: QTL do grupo de ligacdo 2; Loco C: QTL do grupo de ligagdo 5; Loco D: gene Sul0; Loco E: gene Ck-1; RE:

recombinagdo observada para o individuo; F: dado perdido; ?: ndo ¢é possivel afirmar o genétipo.



Tabela 3: Genotipagem das 313 plantas para 10 marcadores envolvidos na resisténcia de ferrugem e CBD em cafeeiros ardbica.

Trat Indiv. BA48 BA124 SPM16 SAT244 Su3 CaRHv8 SSR16 QTL2 CaRHv9 - QTL5S CARF005 SAT207 SAT235 Ck-1

251 Aa A Aa Aa Aa b bb bb cc dd ee ee ee
252 AA A AA AA  AA b bb bb cc dd ee ee ee
253 AA A AA AA  AA b bb bb C dd ee ee ee
254  AA A AA AA  AA b bb bb cc dd ee ee ee
255 Aa A Aa Aa Aa b bb bb cc dd ee ee ee
22 256 AA A AA AA  AA b bb bb cc dd ee ee ee
257  AA A AA AA  AA b bb bb cc dd ee ee ee
258 AA A AA AA  AA b bb bb cc dd ee ee ee
259  AA A AA AA  AA b bb bb cc dd ee ee ee
260 Aa A Aa Aa Aa b bb bb cc dd ee ee ee
261  AA A AA AA AA b bb bb cc dd ee ee ee
262 AA A AA AA  AA b bb bb cc dd ee ee ee
263  AA A AA AA AA b bb bb cc dd ee ee ee
264  Aa A Aa Aa Aa b bb bb C dd Ee Ee Ee
265 AA A AA AA  AA b bb bb C dd ee ee ee
266 AA A AA AA AA b bb bb cc dd ee ee ee
” 267 AA A AA AA  AA b bb bb cc dd ee ee ee
268  Aa A Aa Aa Aa b bb bb cc dd ee ee ee
269  AA A AA AA  AA b bb bb cc dd ee ee ee
270  AA A AA AA  AA b bb bb cc dd ee ee ee
271 Aa A AA AA RE b bb bb cc dd ee ee ee
272 AA A AA AA  AA b bb bb cc dd ee ee ee
273 AA A AA AA  AA b bb bb cc dd F ee ?
24 274  AA A AA AA  AA b bb bb C dd ee ee ee
275 AA A AA AA  AA b bb bb C dd ee ee ee
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Loco A: gene Su3; Loco B: QTL do grupo de ligacdo 2; Loco C: QTL do grupo de ligacdao 5; Loco D: gene Sul0; Loco E: gene Ck-1; RE:

recombinagdo observada para o individuo; F: dado perdido; ?: ndo ¢é possivel afirmar o genétipo.



Tabela 3: Genotipagem das 313 plantas para 10 marcadores envolvidos na resisténcia de ferrugem e CBD em cafeeiros ardbica.

Trat Indiv. BA48 BA124 SPM16 SAT244 Su3 CaRHv8 SSR16 QTL2 CaRHv9 - QTL5S CARF005 SAT207 SAT235 Ck-1

276  AA A AA AA  AA b bb bb C dd ee ee ee
277 AA A AA AA  AA b bb bb C dd ee ee ee
278 AA A AA AA AA b bb bb cc dd ee ee ee
24 279  Aa A Aa Aa Aa b bb bb cc dd ee ee ee
280 AA A AA AA  AA b bb bb cc dd ee ee ee
281 AA A AA AA  AA b bb bb cc dd ee ee ee
282  AA A AA AA  AA b bb bb cc dd ee ee ee
283 AA A AA F ? b bb bb cc dd ee ee ee
284 AA A AA AA  AA b bb bb C dd ee ee ee
285 Aa A AA Aa RE b bb bb cc dd ee ee ee
286 Aa A Aa Aa Aa b bb bb cc dd ee ee ee
287 aa Aa aa aa aa b bb bb C dd ee ee ee
288 aa Aa aa aa aa b bb bb C dd ee ee ee
)5 2890  Aa A Aa Aa Aa b bb bb C dd ee ee ee
290 Aa A Aa Aa Aa b bb bb C dd ee ee ee
291 aa A aa aa RE b bb bb C dd ee ee ee
292  Aa A AA Aa RE b bb bb C dd ee ee ee
293 Aa A Aa Aa Aa b bb bb C dd ee ee ee
294  Aa A Aa Aa Aa b bb bb C dd ee ee ee
295  Aa A AA Aa RE b bb bb C dd ee ee ee
296 Aa A AA AA RE b bb bb C dd ee ee ee
297 AA A AA AA  AA b bb bb C dd ee ee ee
26 298 AA A AA AA AA b bb bb C dd ee ee ee
299  Aa A AA AA RE b bb bb C dd ee ee ee
300 AA A AA AA  AA b bb bb C dd ee ee ee
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Loco A: gene Su3; Loco B: QTL do grupo de ligagdo 2; Loco C: QTL do grupo de ligacdo 5; Loco D: gene Sul0; Loco E: gene Ck-1; RE:

recombinagdo observada para o individuo; F: dado perdido; ?: ndo ¢é possivel afirmar o genétipo.



Tabela 3: Genotipagem das 313 plantas para 10 marcadores envolvidos na resisténcia de ferrugem e CBD em cafeeiros ardbica.

Trat Indiv. BA48 BA124 SPMI16 SAT244 Su3 CaRHv8 SSR16 QTL2 CaRHv9 - QTLS

CARF005 SAT207 SAT235 Ck-1

301 AA A AA AA  AA b bb bb C dd ee ce ee
302 AA A AA AA  AA b bb bb C dd ce ee ee
303 Aa A Aa Aa Aa b bb bb C dd ee ee ee
26 304 Aa A AA AA RE b bb bb cc dd ee ee ee
305 AA A AA AA  AA b bb bb C dd ee ce ee
306 Aa A Aa Aa Aa b bb bb C dd ce Ee RE
307 AA A AA AA  AA b bb bb cc dd ee ee ee
308 aa Aa aa aa aa b bb bb cc dd ee ee ee
27 309 aa Aa aa aa aa b F C dd ce ee ee
310 aa Aa Aa aa RE b F C dd ee ee ee
311 aa Aa Aa aa RE BB F / cc dd ee ee ee
28 312 aa Aa Aa aa RE BB BB BB C dd ee ee ee
313 aa Aa Aa aa RE BB F ? C dd Ee Ee Ee
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Loco A: gene Su3; Loco B: QTL do grupo de ligagdao 2; Loco C: QTL do grupo de ligagdo 5; Loco D: gene Sul10; Loco E: gene Ck-1; RE:

recombinagdo observada para o individuo; F: dado perdido; ?: ndo € possivel afirmar o genotipo.
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Analisando em conjunto a amplificagdo para os quatro marcadores, 238 individuos
(76,04%) apresentaram genotipo confirmado a presenga do gene Su3. Do total de cafeeiros
analisados, 157 individuos (65,97%) apresentaram o alelo do gene Sy3 em homozigose (AA),
40 em heterozigose (Aa) e 41 ndo continham o alelo de resisténcia (aa). Dos 75 individuos
restantes, 53 apresentaram recombinacdo entre os marcadores e 22 apresentaram perdas de
dados para algum marcador (F).

Os individuos 3, 9, 47, 59, 72, 76, 77, 84, 91, 95, 96, 100, 106, 146, 148, 235, 236,
271, 296, 299 e 304 para o marcador BA-48-210-f foram heterozigoto (Aa) para o gene Su3 e
para os outros marcadores codominantes foram homozigotos (AA). Esse mesmo marcador para
os individuos 14, 21, 23, 34, 36, 44, 48, 63, 65, 79, 86 e 132 ndo apresentaram o alelo do gene
Su3 (aa) e os demais marcadores apresentaram pelo menos um alelo do gene.

Outra recombinag¢ao foi observada para o marcador Sat244 nos individuos 30, 39, 169,
213 e 246, no qual foram heterozigotos para o gene Su3 (Aa), enquanto os demais marcadores
o genotipo foi aa. Além disso, o individuo 154, para esse marcador, foi homozigoto (AA) e os
demais marcadores codominantes foram heterozigoto (Aa).

Recombinacao no marcador SP-M16-SH3 foi observado nos individuos 88, 194, 285,
292 e 295 que apresentaram o alelo do gene Su3 em homozigose (AA), diferindo dos outros
marcadores. Esse marcador para o individuo 89 foi heterozigoto (Aa), mas para os outros
marcadores codominantes foi homozigoto (AA). Nos individuos 310,311, 312 e 313 o genotipo
obtido com esse marcador foi Aa e para os demais aa.

Recombinagao também foi observada para o BA-124-12K-f nos individuos 205 e 291,
no qual apresentaram o alelo do gene Su3 (A ), no entanto para os demais marcadores o gene
nao se encontrava (aa).

No individuo 12, os marcadores SP-M16-SH3 e Sat244 identificaram o alelo do gene
Su3 em homozigose (AA), porém para BA-124-12K-f ¢ BA-48-210-f foi recessivo (aa).
Semelhante a esse resultado, o individuo 64 para os marcadores BA-124-12K-f e Sat244 foi
identificado o alelo do gene Su3(A ), mas para BA-48-210-f e SP-M16-SH3 foi recessivo (aa).

Analisando os grupos de cruzamento, observou-se que os tratamentos 16 ¢ 19 todos os
individuos foram homozigotos para o gene Su3 (AA). Os tratamentos 9, 10, 11, 12, 13, 14, 20,
22, 23 e 24 a maioria dos individuos pertencentes a esses grupos de cruzamentos foram A .

Entretanto, todos os individuos dos tratamentos 18, 21, 27 e 28 foram suscetiveis (aa).
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Amplificacdo de marcadores ligados aos QTL de resisténcia as ragas 1, raca Il e ao patotipo
001 de H. vastatrix (Loco B e C)

A analise do loco B foi realizada por meio de marcadores ligados ao QTL do grupo de
ligagdo 2 (QTL-GL2) CaRHv8 (Almeida et al., 2021) e SSR16 (Combes et al., 2000). O
CaRHvV8 apresenta padrao dominante, em repulsdo, marcando somente um alelo recessivo (b),
portanto, a presenca da marca identifica individuos Bb e bb, porém nao ¢ possivel diferencia-
los, enquanto a auséncia dela identifica os individuos BB. Por outro lado, o SSR16 com padrao
de banda codominante, identifica individuos homozigotos e heterozigotos (BB, Bb e bb). Nesse
sentido, a analise em conjunto desses marcadores permite a identificagao dos heterozigotos (Bb)
com maior precisao.

Dessa forma, foram identificados 256 individuos (81,79%) com genotipo bb, 27 em
homozigose (BB), 18 recombinagdo entre os marcadores e 12 dados perdidos para o marcador
SSR16 (Tabela 3). Analisando o CaRHv8, 278 individuos apresentaram um alelo b e 35 em
homozigose (BB). Avaliando os tratamentos, observou-se todos os individuos dos tratamentos
18 (Catiguda MG2) e 21 (Araponga MG2) apresentaram o alelo de resisténcia para o QTL-GL2.

A recombinag¢ao nos individuos 40, 102, 103, 104, 105, 106, 107, 108, 109, 110, 111,
112, 122 e 133 apresentaram o genotipo em homozigose (BB) com o SSR16 e para o CaRHv8
o alelo b. Os individuos 41, 164 e 199 para o SSR16 ndo apresentou o alelo de resisténcia (bb),
porém para o CaRHv8 o genoétipo foi em homozigose (BB). O individuo 47, para ambos os
marcadores apresentou o alelo de resisténcia, porém para o CaRHv8 foi homozigoto (BB) e o
SSR16 heterozigoto (Bb).

Para o loco C, o marcador CaRHV9 ligado ao QTL do grupo de ligacao 5 foi utilizado.
Esse marcador ¢ dominante em acoplamento, portanto, ndo ¢ possivel diferenciar os individuos
homozigotos dos heterozigotos. Dessa forma, a presenca do alelo de resisténcia (C ) foi
identificado em 131 individuos (41,85%) e 182 nd3o apresentaram o alelo de resisténcia (cc)

(Tabela 3).

Amplificacdo de marcador ligado ao gene SHI0 potencialmente envolvido na resisténcia a H.
vastatrix (Loco D)

Para obter resisténcia duravel e identificar varios locos de resisténcia a ferrugem, o
marcador CARF005 também foi analisado. O CARF005 ¢ um marcador de analogo de gene de
resisténcia (RGA) (Barka et al. 2020; Alzate-Marin et al. 2005) associado a outros loci que
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conferem resisténcia a H. vastatrix. Por ser um marcador dominante, permite a identificagao
dos genoétipos D e dd.

Por meio da analise de eletroforese capilar, os dados genotipicos mostraram que 290
individuos (92,65%) ndo apresentam o alelo de resisténcia (dd), 20 apresentam o alelo de

resisténcia (D ) e trés dados perdidos (Tabela 3).

Amplificacdo de marcadores ligado ao gene Ck-1 de resisténcia a C. kahawae (Loco E)

Na avaliagdo da resisténcia das plantas, os marcadores moleculares CBD-Sat207 e
CBD-Sat235 (loco E) associados a resisténcia a CBD foram incluidos na abordagem da SAM.
Esses marcadores sao codominantes, portanto, permite a identificagdo dos homozigotos e
heterozigotos.

Na genotipagem dos 313 individuos, para CBD-Sat207, 290 (92,65%) apresentaram
gendtipo ee, 15 (Ee), seis (EE) e dois dados perdidos. Para o marcador CBD-Sat235, 282, 27 e
quatro individuos apresentaram o genotipo ee, Ee e EE, respectivamente (Tabela 3). Portanto,
recombinacao entre os marcadores foram observadas em 16 individuos. Os individuos 24, 242,
245, 248, 249 e 306 apresentaram o genotipo Ee para o marcador CBD-Sat235 e ee para o
marcador CBD-Sat207. Os individuos 177, 179 e 244 apresentaram o genétipo EE (CBD-
Sat235), porém ee para CBD-Sat207. O marcador CBD-Sat207 nos individuos 204, 213, 240,
241, 243 e 246 foram EE, enquanto o CBD-Sat235 foram Ee. O individuo 238, apresentou
gendtipo Ee (CBD-Sat207) e EE (CBD-Sat235).

Avaliando os tratamentos observou-se que todos os individuos da cultivar Catigua
MG2 e 50% dos individuos da cultivar Araponga M2 apresentaram o alelo do gene Ck-1 (A ).

E em 24 tratamentos todos os individuos foram suscetiveis ao fungo.

Piramidacdo dos alelos dos genes de resisténcia de H. vastatrix e C. kahawae

O monitoramento dos alelos dos genes por meio de marcadores moleculares permitiu
a identificag¢do de piramide de genes de diferentes locos de resisténcia em um individuo. Dessa
forma, 134 individuos (42,81%) apresentaram mais de um alelo de resisténcia com diferentes
combinagdes (Tabela 4).

Os individuos 28, 41, 47, 67, 68, 92, 93, 95, 103, 110, 115, 124, 126 e 264
apresentaram piramidacao tripla, e os demais apresentaram dupla piramida¢ao. Sendo que dessa
piramidag¢ao dupla, 77,69% dos individuos sdo do genotipo (A_bbC_ddee), ou seja, apresentam

o alelo de resisténcia do gene Su3 e 0 QTL/GLS, ambos envolvidos na resisténcia a H. vastatrix.



Tabela 4. Piramidacao de alelos de genes de resisténcia para ferrugem e CBD em cafeeiros

arabica.

Ind.

Genotipo

Ind.

Genotipo

Ind.

Genotipo

Ind.

Genotipo

2
3
7
9
10
11
26
42
43
53
54
55
58
59
61
62
70
71
72
73
76
77
78
80
81
83
85
87
88
89
90
96
99

AabbC ddee
A bbC ddee
AabbC_ddee
A bbC ddee
AabbC ddee
AAbbC ddee
AAbbC ddee
AAbbC ddee
AAbbC ddee
AAbbC ddee
AA?C ddee
AADbbC ddee
AAbbC ddee
A bbC ddee
AADbbC_ddee
AabbC_ddee
AabbC_ddee
AabbC ddee
A bbC ddee
AAbbC ddee
A bbC ddee
A ?C ddee
AAbbC ddee
AAbbC_ddee
AADbbC ddee
AAbbC ddee
AabbC ddee
AAbbC ddee
A bbC ddee
A bbC ddee
AabbC_ddee
A bbC_ddee
AAbbC ddee

100 A bbC ddee

102
104
105
106
109
117
120
121
122
125
127
128
129
130
131
133
134
135
136
137
138
139
140
141
145
148
150
151
152
153
160
164
170
176

AAbbC ddee
AAbbC ddee
AADbbC ddee
A bbC ddee
AADbbC ddee
AAbbC ?ee
AAbbC ddee
AAbbC ddee
AAbbC_ddee
AAbbC_ddee
AAbbC ddee
AADbbC ddee
AAbbC ddee
AAbbC ddee
AADbbC_ddee
AAbbC_ddee
AAbbC ddee
AADbbC ddee
AADbbC ddee
AAbbC ddee
AAbbC ddee
AAbbC ddee
AAbbC_ddee
AAbbC_ddee
AADbbC ddee
A bbC ddee
AAbbC ddee
AAbbC ddee
AAbbC ddee
AAbbC ddee
AADbbC ddee
AADbbC ddee
AabbC ddee
AAbbC ddee

177
179
181
183
265
274
275
276
277
284
289
290
292
293
294
295
296
297
298
299
300
301
302
303
305
306
91
108
111
116
123
19
264
313

AabbC ddee
AADbbC ddee
AAbbC ddee
AADbbC_ddee
AADbLC ddee
AAbbC ddee
AAbbC ddee
AAbbC ddee
AADbbC_ddee
AAbbC_ddee
AabbC_ddee
AabbC_ddee
A bbC ddee
AabbC ddee
AabbC _ddee
A bbC ddee
A bbC ddee
AADbLC ddee
AAbbC_ddee
A bbC ddee
AAbbC ddee
AADbbC_ddee
AAbbC_ddee
AabbC_ddee
AADbLC ddee
AabbC ddee
A bbeeD ee
AAbbccD ee
AAbbeeD ee
AAbbceeD ee
AAbbeceD ee
bC D ee
AabbC ddEe
aa?C _ddEe

312
202
203
204
205
206
207
208
209
210
211
212
213
238
240
241
243
246
247
28
41
47
67
68
92
93
95
103
110
115
124
126

aaBBC ddee
aaBBccddEe
aaBBccddEe
aaBBccddE
aaBBccddEe
aaBBccddEe
aaBBccddEe
aaBBccddEe
aaBBccddEe
aaBBccddEe
aaBBccddEe
aaBBccddEe
aaBBccddE
aaBBccddE
aaBBccddE
aaBBccddE
aaBBccddE
aaBBccddE
aaBBccddEe
aaBBC D ee
aabbC D Ee
A B ccD ee
AabbC D ee
AAbbC D ee
AAbDbC D ee
AabbC D ee
A bbC D ee
AAbbC D ee
AAbbC D ee
AAbbC D ee
AAbbC D ee
AAbbC D ee

100

Loco A: gene Su3; Loco B: QTL do grupo de ligagdo 2; Loco C: QTL do grupo de ligacao 5;
Loco D: gene Sul0; Loco E: gene Ck-1; Ind.: Individuo analisado; ?: Genétipo ndo confirmado
para o alelo do gene correspondente.
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DISCUSSAO

Atualmente, a utilizagdo de defensivos agricolas como Unica forma de controle vem
sendo substituida por outras estratégias, dentre elas, tem-se o uso de cultivares resistentes
(Almeida et al., 2021). No caso do café, o desenvolvimento de uma nova variedade é desafiador,
pois o método tradicional leva cerca de 25 a 30 anos devido a natureza perene dessa cultura
(Moncada et al. 2016). Nesse contexto, a SAM quando adotada no processo de melhoramento
genético de novas variedades, reduz drasticamente esse tempo (Gimase et al., 2020).

Marcadores associados ao gene Su3 foram analisados nos individuos e mais de 75%
da populacdo apresentaram esse gene. No Brasil, o gene Su3 na forma dominante ¢ o Unico
gene conhecido que ainda nao foi suplantado, o que mostra a importancia de incorporar esse
gene nas cultivares melhoradas. Cultivares contendo esse gene podem ser infectadas apenas
pela raca que possui o gene de viruléncia v3, no entanto, as racas de H. vastatrix até entdo
identificadas no Brasil ainda nao possuem esse gene (Zambolim & Caixeta, 2021).

O gene Su3 foi identificado em C. liberica (Prakash et al., 2004) e introgredido em C.
arabica por hibridos naturais interespecificos. Como as popula¢des analisadas no presente
trabalho sdo derivadas desses hibridos, a presenga de individuos contendo o gene era esperado.
Além disso, alguns dos materiais genéticos analisados foram caracterizados como resistentes
em geragdes anteriores por Alkimim et al. (2017). Da mesma forma que era de se esperar, que
as cultivares comerciais ndo apresentassem o gene Su3, pois a espécie C. liberica ndo faz parte
de suas genealogias.

Alkimim et al. (2017) demonstraram a eficiéncia desses marcadores na selecao de
plantas contendo o gene Su3, por meio da identificacdo de cafeeiros em plantas derivadas de
cruzamentos com C. liberica. Gutiérrez-Calle et al. (2021) utilizando alguns desses marcadores,
ressaltaram a importancia deles no monitoramento do gene nos programas de melhoramento. O
monitoramento do gene Sy3 nos individuos, no presente trabalho, permitiu a identificacao de
recombinantes para os quatro marcadores. A recombinagao nos marcadores BA-48-210R e SP-
M16-SH3 pode ser explicada pela distancia do marcador e o gene de resisténcia Sy3. De acordo
com Mahé¢ et al. (2008), esses marcadores estao localizados a uma distancia de 0,6 cM e 1,8
cM, respectivamente. Para os marcadores Sat244 ¢ BA-124-12K-f, Alkimim et al. (2017)
explicaram que a distancia desses marcadores pode variar dependendo da populacdo em estudo
e do numero de individuos avaliados. Portanto, para evitar a perda do gene de resisténcia,
consideramos como plantas contendo o alelo de resisténcia Su3, apenas os individuos com os

quatro marcadores.
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Ao longo dos anos, varios cultivares foram desenvolvidos com resisténcia a ferrugem,
no entanto, a essa resisténcia foi suplantada devido ao surgimento de novas ragas. Atualmente
mais de 50 ragas fisioldgicas de H. vastatrix foram identificadas no mundo e a raga II ¢ a mais
comum ¢ difundida em todo o mundo (Zambolim & Caixeta, 2021). Almeida et al. (2021)
desenvolveram marcadores com alta eficiéncia de sele¢ao de café com resisténcia a H. vastatrix.
Os marcadores do QTL/GL2 identificaram poucos individuos apresentando o alelo de
resisténcia e o marcador do QTL/GLS5 permitiu a identificacdo de mais individuos com o alelo
de resisténcia. As cultivares Catigud MG2 e Araponga MG2 apresentaram o alelo de resisténcia,
devido o Hibrido de Timor fazer parte do background desses individuos. Por outro lado, a baixa
quantidade de individuos apresentando os alelos desses genes nas populagdes analisadas, pode
estar relacionado a origem desses materiais, pois ndo apresentam Hibrido de Timor em sua
genealogia. No entanto, segundo Pestana et al. (2015) e Almeida et al. (2021), a resisténcia é
controlada por dois QTL dominantes e independentes, ou seja, a presenca de um alelo
dominante em um dos locos garante a resisténcia do geno6tipo as ragas I, I e patétipo 001 de H.
vastatrix. Dessa forma, a quantidade de individuos resistentes a esses patdtipos acabam sendo
em maior quantidade. Com relagdo a recombinagao para os marcadores do QTL/GL2, pode ser
explicada pela distancia entre os marcadores para o QTL. No mapa de ligagdo a distancia entre
esses marcadores para o0 QTL ¢ de 1,5 cM (Almeida et al., 2021), apesar de ser uma distancia
pequena, pode haver uma baixa recombinagao.

O melhoramento de plantas tem buscado combinar diferentes formas de resisténcia
simultaneamente, piramidando varios genes que cobrem uma gama diversificada de
mecanismos de resisténcia (Silva et al., 2022). Nesse sentido, o marcador CARF005 foi
utilizado, pois compartilha sequéncias conservadas com outros genes de resisténcia a ferrugem
e apresenta um alelo polimorfico caracteristico que confere diferentes fenotipos de resisténcia
(Barka et al., 2020), além disso, constitui um loco diferente dos QTL (Almeida et al., 2021).
Porém, este gene de resisténcia a ferrugem foi detectado em poucos individuos. A provavel
explicagdo, seria a descendéncia desse gene, pois veio do C. canephora (Barka et al., 2020), e
os individuos estudados sao originados de cruzamentos de C. arabica x C. liberica.

Uma outra preocupagdo dos melhoristas para os cafeeiros ardbica, especialmente no
Brasil, ¢ com relacdo a doenga CBD. O fungo C. kahawae ¢ altamente agressivo e especializado
em infectar bagas de café verde (Cui et al., 2020) levando a perdas de produtividade
expressivas. Por ser restrita na Africa, a identificacio de genétipos resistentes no Brasil, se d4

por meio de marcadores moleculares desenvolvidos por (Gichuru et al., 2008) e validado por
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(Alkimim et al. 2017). O gene Ck-1 foi identificado em acessos Hibrido de Timor (Gichuru et
al., 2008; Silva et al., 2018), isso explica a presengca do gene Ck-1 em alguns individuos,
principalmente nas cultivares Catigud MG2 e Araponga MG2. Assim como Alkimim et al.
(2017), também observamos materiais genéticos originados de Sele¢do Indiana contendo esse

gene.

CONCLUSOES

Plantas de café portadoras de diferentes genes de resisténcia a ferrugem e CBD foram
identificadas neste estudo. As informagdes geradas neste trabalho sdo uteis para o
melhoramento genético do cafeeiro no desenvolvimento de cultivares com multipla resisténcia,
em especial para o melhoramento preventivo para CBD. Além disso, ¢ possivel selecionar
plantas conforme o interesse do melhorista ou descartar que foram suscetiveis. A utilizagao de
marcadores moleculares em geracdes precoces ¢ eficiente em selecionar materiais contendo

genes de resisténcia.
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Conclusées gerais

A selecdo assistida por marcadores, permitiu identificar cafeeiros resistentes a
ferrugem e ao CBD separadamente e em associa¢ao com diferentes combinagdes. No estudo de
analise de diversidade, as testemunhas foram alocadas em um grupo separado em relagdo a
populacdo F» de interesse. Nas andlises dos dados fenotipicos via modelos mistos
(REML/BLUP), o estudo apresentou resultados de grande valia para programas de

melhoramento genético do cafeeiro, identificando gen6tipos promissores.



