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RESUMO

Granados Brenes, Eduardo, M.Sc., Universidade Federal de Vigcosa, abril de 2022.
Caracterizagcao molecular e resisténcia a doengas de genétipos de cafeeiros
originarios da América Central. Orientador: Laércio Zambolim. Coorientadora: Eveline
Teixeira Caixeta.

A cultura do café tem apresentado uma série de doencas que provocam
severos danos na cafeicultura de diversos paises. Visando minimizar esses
problemas, programas de melhoramento genético tém desenvolvido cultivares com
resisténcia a fatores bidticos e abidticos. No entanto, o uso dessa cultivares associado
a autogamia e origem do cafeeiro arabica tem resultado em estreita relagao genética
entre os gendtipos e, consequentemente, maior vulnerabilidade a doengas e pragas.
Técnicas tradicionais de inoculagdo do patdégeno complementadas com a biologia
molecular permitem verificar a presenga de genes que conferem resisténcia a
ferrugem (Hemileia vastatrix), principal doenga da cultura, e ao Colletotrichum
kahawae causador da antracnose verde dos graos, além de auxiliar o estudo de
diversidade das cultivares. Marcadores ligados a genes que conferem resisténcia a
doencgas, complementam os trabalhos classicos de fenotipagem das plantas de café
na determinagcdo da resisténcia ou a susceptibilidade a patdégenos. Diante desse
panorama, esse trabalho teve como objetivo a verificagao da diversidade genética das
cultivares de café da América Central, utilizando 16 marcadores microssatélites
distribuidos aleatoriamente no genoma de C. arabica. Além disso, a resisténcia
dessas cultivares foi verificada por meio da fenotipagem com as ragas Il e XXXIIl de
H. vastatrix e genotipagem com marcadores moleculares ligados a genes de
resisténcia a H. vastatrix e a C. kahawae. As analises moleculares com marcadores
aleatorios revelaram diversidade entre e dentro das cultivares analisadas, sendo
possivel obter o padrdao molecular da maioria delas. Essas analises permitiram
também observar erros de identificagdo de cultivar, misturas ou hibridacbes nas
cultivares. Das 36 cultivares fenotipadas para resisténcia, 30 foram resistentes a raga
Il e 26 a ragca XXXIIl de H. vastatrix. Na genotipagem, os cafeeiros apresentaram
variabilidade e alelos que conferem resisténcia a H. vastatrix, complementado os
resultados fenotipicos, sugerindo uma piramidacdo de genes de resisténcia nos

cafeeiros da América Central.

Palavras-chave: Coffea arabica. Hemileia vastatrix. Colletotrichum kahawae.

Selecgédo assistida por marcadores moleculares. Diversidade genética.



ABSTRACT

Granados Brenes, Eduardo, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, April, 2022.
Molecular characterization and disease resistance of coffee genotypes
originating in Central America. Adviser: Laércio Zambolim. Co-advisers: Eveline
Teixeira Caixeta.

Several diseases can cause severe damages to coffee plants in many coffee-
producing countries. In order to minimize those problems, plant breeding has
developed plants with resistance to biotic and abiotic factors. However, the use of
Arabica coffee cultivars coupled with self-fertilization of the plant and the origin of the
crop resulted in a close genetic relationship between cultivars, leading to susceptibility
to diseases and pests. Traditional techniques complemented by molecular biology
allow the verification of genes that confer resistance to coffee leaf rust (Hemileia
vastatrix), the main disease of the crop, and to Colletotrichum kahawae (CBD), the
causal agent of green anthracnose in grains. Microsatellite markers (SSR) are
extensively employed to obtain unique molecular patterns (fingerprinting). Specific
markers linked to genes that confer resistance to diseases complement classic
phenotyping and help determine plant resistance or susceptibility to pathogens. In that
sense, this work aimed to verify the genetic diversity of coffee cultivars from Central
America using 16 SSR markers randomly distributed in C. arabica genome. Moreover,
the resistance of these cultivars was verified through phenotyping with races Il and
XXX of H. vastatrix and genotyping with molecular markers linked to resistance
genes to H. vastatrix and C. kahawae. Fingerprinting analysis also revealed cultivars
with the same molecular pattern, suggesting misidentification, mixtures, or
hybridization of the analyzed cultivars. Of the 36 cultivars phenotyped for disease
resistance, 30 were resistant to H. vastatrix race Il and 26 to race XXXII. In genotyping,
coffee plants demonstrated variability and alleles that confer resistance to H. vastatrix,

suggesting a pyramiding of resistance genes in Central American cultivars.

Keywords: Coffea arabica. Hemileia vastatrix. Colletotrichum kahawae. Marker-
assisted selection. Genetic diversity.
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Introducgao

O café é considerado cultura de importancia econdmica a nivel mundial. O
manejo inadequado do cafezal pode causar diminuicao na produg¢do e aumento na
incidéncia de doencgas (Lopez-Bravo et al., 2012), tanto no sistema de cultivo a pleno
sol quanto no sombreado.

Dentre as fontes de resisténcia a doengas disponiveis para os programas de
melhoramento genético do cafeeiro, destaca-se os Hibridos de timor (HDT). Esses
cafeeiros s&o portadores de genes que conferem resisténcia a diferentes patégenos
(Bettencourt & Lopes, 1979, 1992), entre eles Hemileia vastatrix agente causal da
ferrugem do café, Colletotrichum kahawae agente causal da antracnoses nos graos
verdes do café entre outros (Alves Pereira et al., 2005) .

No ano de 2013, na América Central e na Colédmbia, observou-se perdas na
producao de café causada pelo fungo Hemileia vastatrix Berk & Br. entre 16% e 30%.
Essas perdas ocasionaram queda na producao de café, o que resultou em grande
impacto social aos pequenos cafeicultores, pela diminuicdo no pre¢o do café e
consequentemente, ocasionando perda de emprego de muitas familias (Avelino et al.,
2015).

A maioria das cultivares de café arabica plantadas na América sao suscetiveis
a maioria das ragas de H. vastatrix, incluindo as mais difundidas no mundo (Avelino &
Anzueto, 2020; Bettencourt & Carvalho, 1968), sendo necessario obter cultivares com
resisténcia duradoura a ferrugem. Dessa forma, programas de melhoramento tém sido
desenvolvidos em varios paises produtores de café, visando a obtencao de cultivares
resistentes. O melhoramento buscam introduzir nas cultivares novos genes com
resisténcia completa ou parcial capazes de controlar a doenga, resultando na reducéo
da vulnerabilidade do cultivo a longo prazo (McDonald & Linde, 2002).

As cultivares resistentes podem ser utilizadas em resposta a mudancgas
climaticas, como aumento de temperatura e chuva que favorecem o periodo de
laténcia e incubagdo de H. vastatrix, visando uma diminuigdo na incidéncia. O
patdogeno deve superar maior quantidade de genes de resisténcia, onde vai requerer
a perda ou supressao de seus genes de aviruléncia complementares (Avelino et al.,

2015) dificultando a colonizag&o no tecido vegetal.



No café, pelo menos nove genes dominantes ja foram relatados conferindo
resisténcia a ferrugem entre as principais espécies de café, destacando Coffea
arabica que possuem genes de resisténcia Su1, SH2, SH4 e S5 (Bettencourt &
Carvalho, 1968), Coffea canephora por apresentar genes de resisténcia S46, SH7,
SH8, SHI e a espécie Coffea liberica com gene de resisténcia SH3 (Rodrigues et al.,
1975). Recentemente dos novos genes Sy candidatos a resisténcia foram clonadas e
identificados a nivel molecular, sendo denominados gene 11 (Barka et al., 2020) e
HdT_LRR_RLK2 que € um receptor de membrana (Almeida et al., 2020) conferindo
resisténcia a H. vastatrix.

Além do uso de cultivares resistentes, outras estratégias sao utilizadas para
combater a ferrugem do cafeeiro, como o controle quimico, com misturas, por exemplo
a calda bordalesa e produtos sistémicos como triazdis e estrobilurinas (Zambolim,
2016). O controle quimico pela utilizagao excessiva ou indiscriminada de fungicidas
sistémicos, geralmente causa alteragdes nos patdogenos, podendo ocasionar perda de
sensibilidade aos fungicidas. Uma vez que um patogeno tem a capacidade em ser
resistente aos fungicidas o melhoramento genético tem grande importancia, por ser
capaz de portar genes de resisténcia duravel (Parlevliet, 1979; Parlevliet & Zadoks,
1977; VALE et al., 2001), sem alterar as caracteristicas organolépticas que
caracterizam os cafeeiros da espécie C. arabica.

Marcadores moleculares tem sido utilizados para auxiliar a manipulagao e
entendimento dos genes de resisténcia presentes nas cultivares (Almeida et al., 2020;
Ferrao et al., 2015; Pestana et al., 2015; Sousa et al., 2017; Souza et al., 2013). Além
disso, marcadores moleculares do tipo AFLP (Amplified Fragment Length
Polymorphism), SCAR (Sequence Characterized Amplified region), RAPD (Random
Amplified Polymorphic DNA), SSR (Simple Seugence Repeat), entre outros, tém sido
analisados de maneira complementar aos descritores morfolégicos, permitindo a
determinacdo de padrdo molecular (Sousa et al., 2017) e o estudo da variabilidade
genética das cultivares e acesso de cafeeiros de importancia para o melhoramento
(Ferrao et al., 2015; Lino Ferreira et al., 2020; Silva et al., 2018; Sousa et al., 2017).

Apesar das ferramentas tecnoldgicas eficientes, os gendtipos de cafeeiros
cultivados nos paises da América Central hdo sido pouco explorados enquanto a
diversidade genética e presenga de alelos que conferem resisténcia a doengas. Esses

paises cultivam diferentes cultivares de café, no entanto, ndo se tem conhecimento
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da diversidade e resisténcia dos genodtipos as ragas de H. vastatrix. Por tanto a
caracterizagcao desses materiais genéticos é essencial para o desenvolvimento dos
programas de melhoramento de C. arabica, que buscam explorar genes promissores
para resisténcia a doengas. Estudos de sequenciamento feitos em espécies de Coffea
mostram uma grande divergéncia populacional entre genodtipos de diferentes
espécies, no entanto, niveis baixos de diversidade foram observados entre cafeeiros
de C. arabica, possivelmente devido a um unico evento de poliploidizagdo, que
ocorreu em tempos evolutivos recentes (Scalabrin et al., 2020). Dessa forma, o
conhecimento e manipulagcdo da variabilidade genética é especialmente importante
para o sucesso do melhoramento genético de C. arabica.

Diante desses fatos, este trabalho teve como obijetivos: identificar o perfil
molecular (fingerprinting) de cultivares de café arabica da América Central, por meio
de marcadores SSR, além de estudar divergéncia genética dos gendtipos entre e
dentro de cada pais (Capitulo I); verificar a resisténcia por meio de fenotipagem com
as ragas |l e XXXIIl de H. vastatrix e genotipagem com a utilizagdo de marcadores
moleculares ligados a genes que conferem resisténcia a H. vastatrix e Colletotrichum

kahawae.
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CAPITULOI

Caracterizagao e diversidade genética de gendétipos de Coffea arabica
provenientes da América Central por marcadores moleculares microssatélites
(SSR)
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1. Introdugao

O melhoramento genético do Coffea arabica L. visa a obtengao de plantas com
porte baixo, resisténcia a doencgas e pragas, adaptabilidade a diferentes ambientes,
aumento da produtividade, boas caracteristicas organolépticas e qualidade de bebida.
Um dos principais focos dos programas de melhoramento da América Latina e outros
paises esta na resisténcia a doengas, principalmente a ferrugem do cafeeiro (Anacafé,
2021; Caixeta et al., 2015; Oliveira et al., 2007; Petek et al., 2006). Atualmente, varias
cultivares resistentes a ferrugem estéo disponiveis e esta sendo usada em diferentes
paises.

O cafeeiro arabica € uma planta autégama, que possui em torno de 10% de
polinizagédo cruzada natural. Dessa forma, os programas de melhoramento tém sido
desenvolvidos usando métodos de hibridagdo e sele¢do, seguido de avango de
geracgoes, visando obter cultivares com os genes de interesse em homozigose. No
entanto, esse melhoramento genético constitui-se em um processo lento que pode
durar até 30 anos para obter uma cultivar promissora, o que resulta em custos altos
(Melese & Kolech, 2021).

Além do longo processo de melhoramento, o café arabica apresenta uma base
genética muito estreita atribuida a sua origem poliploide recentemente descoberta,
biologia reprodutiva, evolugao e disseminagéo no mundo (Scalabrin et al., 2020). Esse
estreitamento da base genética é ainda maior quando se analisa as cultivares
plantadas (T. . A. Setotaw et al., 2013), resultando em maior vulnerabilidade das
lavoura a problemas bidticos e abiéticos (Krishnan et al., 2021).

O emprego de técnicas de biologia molecular associada a genética classica
permite uma complementariedade de informacdes, que fornece suporte aos
programas de melhoramento genético e reduz o tempo de langamento de cultivares
(Krishnan et al., 2021). Além disso, as informagdes moleculares podem aumentar a
eficiéncia dos estudos de identidade e diversidade genética, facilitando a utilizagéo
dos recursos genéticos pelo melhorista.

Marcadores moleculares de DNA tém sido incorporados no melhoramento do
cafeeiro para obtencdo de cultivares de café com resisténcia multipla a doencgas
(Almeida et al.,, 2021; Medeiros et al., 2021), com melhores caracteristicas
bioquimicas e fisicas (Melese & Kolech, 2021), assim como detecgéo e quantificagao

da variabilidade genética (Almeida et al., 2021; Benti et al., 2020; Medeiros et al.,
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2021; Rodrigues da Silva et al., 2019; Sanchez et al., 2020; Sousa et al., 2019;
Spinoso-Castillo et al., 2021). Além disso, essa metodologia garante a identidade dos
recursos genéticos, possibilita a selecionar genétipos promissores em estagios mais
precoces e permite a redugdo do numero de geragdes no processo de melhoramento
(Benti et al., 2020; Oliveira et al., 2007). Os marcadores de DNA permitem também
avaliar a diversidade genética, inferir sobre a sistematica e filogenia molecular de
gendtipos, identificar genitores (testes de paternidade), detectar similaridades ou
dissimilaridade entre acessos e\ou cultivares, assim como diferenciar alelos que
conferem resisténcia a fatores bidticos ou abidticos que possam ser utilizados no
melhoramento de plantas (Benti et al., 2020; Pruvot-Woehl et al., 2020; Scalabrin et
al., 2020).

Diferentes tipos de marcadores moleculares estdo disponiveis atualmente.
Esses marcadores podem ser dominantes (incapacidade de distinguir diferencas
alélicas de um gene em condi¢des heterozigotas), ou codominantes (podem detectar
diferencgas alélicas) (Adhikari et al., 2017; Al-Murish et al., 2013; Silvestrini et al., 2005).
Para o cafeeiro, estudos de diversidade genética baseados em diferentes marcadores
moleculares AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism), SCAR (Sequence
Characterized Amplified region), RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA), SSR
(Simple Seugence Repeat), mostraram a eficiéncias dos marcadores SSR. A sua
eficiéncia estd associada a abundancia no genoma, codominancia, multialelismo,
especificidade de loco, rapidez e facilidade relativa de execug¢ao do ensaio, poder de
resolucao e reprodutibilidade da técnica (Anthony et al., 2002; Benti et al., 2020;
Ferrdo et al., 2013; Missio et al., 2010, 2011; Oliveira et al., 2007; T. Setotaw et al.,
2010)

A diversidade genética pode ser analisada utilizando caracteristicas
morfoldgicas, agronbmicas, geograficas e quimicas. No entanto, a discriminagao de
materiais genéticos baseados somente em caracteristicas fenotipicas pode ser
dificultada devido a influéncia do ambiente e limitagdo do numero de caracteristicas a
ser avaliada. Dessa forma, a utilizacdo de marcadores moleculares, como ferramenta
auxiliar, tem permitido aumentar a eficiéncia na identificagao da diversidade genética
e na selegdo assistida por marcadores moleculares (SAM) de cafeeiros (Alkimim et
al., 2017; Ferrdo et al., 2015; Silva et al., 2018; Sousa et al., 2017).
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Sousa et al. (2017), utilizando marcadores SSR, determinaram o perfil
molecular individual de 34 cultivares de C. arabica no Brasil e observaram diferencas
entre e dentro de cada uma das cultivares analisadas, identificando 31 perfis
moleculares unicos. Silva et al. (2018) avaliaram acessos do banco de germoplasma
do grupo Hibrido de Timor e a analise de diversidade mostrou a formacéo de 21
grupos. Esses trabalhos mostram a alta eficacia na utilizagdo de SSR, além de
identificar materiais promissores a serem utilizados nos programas de melhoramento.

Marcadores moleculares para estudo de diversidade genética em cafeeiros
também tém sido utilizados em pesquisa em outros paises produtores no mundo. Na
Costa Rica, Sanchez et al. (2020) realizaram a analise da variabilidade genética de
genotipos de C. arabica, C. canephora, C. excelsa e C. liberica, assim como hibridos
F1 intraespecificos, pertencentes ao banco de germoplasma. Nesse trabalho, o perfil
molecular de cada material foi obtido, mostrando que os gendtipos C. canephora, C.
excelsa e C. liberica apresentavam maior variabilidade genética. Além de isso
evidenciaram que os cafeeiros arabicas apresentam baixo grau de polimorfismo.
Montagnon et al. (2021), com oito marcadores SSR, discriminaram os cafés do Yemen
baseados em estudos de diversidade, foram obtidos cinco grupos, sendo um grupo
formado por cafeeiros exclusivamente originados da Etidpia, o segundo grupo
formado por cultivares de diferentes paises, dois outros grupos contendo cultivares de
outros paises e amostras do Yemen e um quinto grupo formado exclusivamente por
acessos do Yemen. Destacou-se a importancia do uso dos marcadores SSR para a
identificacdo desse grupo contendo apenas acessos do Yemen que difere dos
cafeeiros da Etiopia e das cultivares de outros paises, sendo, portanto, uma
importante fonte de genitores para o melhoramento do pais.

Além da diversidade genética, marcadores moleculares tém sido usados para
a obtencado do padrao molecular unico (Fingerprinting) dos gendtipos de cafeeiros.
Essa informagdo é de suma importancia para o melhoramento genético e para a
confiabilidade na manutencéo, preservacédo e intercambio de material genético de
gendtipos de café entre os diferentes institutos de pesquisa a nivel internacional
(Monge & Guevara, 2000). As cultivares analisadas sao, em geral, plantadas nos
diferentes paises por apresentar resisténcia a ferrugem, principal doenga da cultura
nas Ameéricas, porém algumas de essas cultivares langadas como resistentes

atualmente apresentam a resisténcia suplantada.
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Diante desses fatos, o presente trabalho tem por objetivo caracterizar e estudar
a diversidade de cultivares de café provenientes da América Central, utilizando

marcadores moleculares microssatélites (SSR).

2. Material e Métodos
O trabalho foi desenvolvido no Departamento de Fitopatologia (DFP) e no
Instituto de Biotecnologia Aplicada a Agropecuaria (Bioagro), junto ao laboratério de

Biotecnologia do Cafeeiro (BioCafé), na Universidade Federal de Vigosa (UFV).

2.1. Material genético

Nas andlises de diversidade genética, utilizou-se plantas de 36 cultivares de
Coffea arabica cultivadas em diferentes paises da América Central, plantadas por
serem resistentes a ferrugem e algumas por terem potencial para qualidade de bebida.
Cultivares do Brasil e Etidpia foram incluidas como controles nas analises. Seis
individuos foram analisados por cultivar, caso nao se tenham o total de plantas, foram
utilizadas as disponiveis (Tabela 1). As cultivares foram semeadas em vasos plasticos
individuais na casa vegetacao para obtengdo de muda para extracdo de DNA. Foram
realizadas podas de formacgé&o. As plantas foram mantidas em casa de vegetagao com

temperatura que oscilava entre 20 °C e 28 °C.

2.2. Coleta de folhas e extragdao de DNA

Para extracdo de DNA genbmico das diferentes plantas de café, foram
coletadas 208 amostras foliares apresentadas na Tabela 1. As folhas eram uniformes,
sem injurias, jovens, vigorosas, de cor verde brilhante e completamente expandidas.
Em seguida essas foram acondicionadas em tubos Falcon contendo identificagao
correspondente a cada material. Os tubos com as folhas foram colocados em caixa
de isopor para manter a umidade e evitar a oxidacao, até serem levadas ao laboratorio
Biocafé (UFV), onde foram armazenados em ultrafreezer a -80 °C.

As amostras foram liofilizadas por 72 horas e, entdo, maceradas com auxilio de
cadinho e pistilo para a extragdo do DNA gendmico. O tecido vegetal macerado foi
armazenado em microtubos de 2,0 mL. O DNA gendmico foi extraido com a seguinte
metodologia: em microtubos de 2,0 mL identificados, foram adicionados 50 mg de
tecido vegetal macerado de cada amostra. Dois tampdes foram preparados, o tampao
de lise (Sorbitol 0,35 M, Tris-HCI 0,10 M pH 8,0, EDTA 5 mM) e o de extragao (NaCl
2 M, CTAB 2%, Tris-HCI 0,2 M, EDTA 0,05 M). Os dois tampdes foram misturados e
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acrescidos de sarcosil (5%), bissulfito de sddio (1%), carvao ativo (0,1%) e PVP-40
(2%). Apos esse preparo, 1,5 mL da solugédo de extragcéo, pré-aquecida a 65°C, foi
adicionada em cada microtubo de 2,0 mL. Os tubos foram deixados em banho-maria
a 65 °C por 40 min, sendo agitados de 10 em 10 minutos. As amostras foram
centrifugadas por 10 minutos a 14.000 rpm e o sobrenadante transferido para novos
tubos, com a adigdo de 600 uL de cloroférmio-alcool isoamilico (24:1). Os tubos foram
agitados e centrifugados por 10 minutos a 14.000 rpm. Um total de 800 uL do
sobrenadante foi retirado, transferido para outro microtubo contendo 600 uL de
isopropanol e mantido overnight a 4 °C. Apds esse periodo, o material foi centrifugado
por 20 minutos a 14.000 rpm, o sobrenadante foi descartado e o pellet lavado com
etanol 70% e 95%. O DNA foi ressuspendido novamente em 200 pL de TE (Tris-HCI
10 mM pH 8,0, EDTA 0,1 mM pH 8,0), contendo RNAse na concentragao final de 80
Mg/uL e incubado em thermomixer a 37 °C por 30 minutos. O DNA foi precipitado em
40 uL de NaCl 5M e 500 pL de isopropanol 100%, incubado por 2 horas a -20 °C e
centrifugado por 20 minutos a 14.000 rpm. O sobrenadante foi descartado e logo apos
lavado com etanol 70% e 95%, sendo novamente ressuspendido em 200 yL de TE pH
8. A qualidade e quantidade do DNA foi avaliado em NanoDrop 2000. As amostras
foram padronizadas a uma concentragao de 25 ng uL-1 e armazenadas em freezer a

-20 °C até o momento de seu uso.
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Tabela 1. Gendtipos de café (Coffea arabica) provenientes de diferentes paises e
analisados com marcadores SSR.

] _ Grupo N° Plantas
Pais Nome Genealogia Genéti por
enético ]
cultivar
: Hibrido de Timor CIFC 832/1 .
. Costa Rica 95 x Caturra (Catimor T8667) Catimor !
Costa Rica - - —
San Izidro 48 Vllla.Sarchl x Hibrido de Sarchimor 6
Timor CIFC 832/2
Republica Catimor 3 - Catimor 6
Dominicana Catimor 4 - Catimor 5
Pacamara 1 Pacas x Maragogipe Bourbon-Tipica 6
Vermelho
Pacamara 2 Pacas x Maragogipe Bourbon-Tipica 6
Vermelho
Pacamara 3 Pacas x Maragogipe Bourbon-Tipica 1
Vermelho
Villa Sarchi CIFC 971/10 x
Cuscatleco 1 Hibrido de Timor CIFC 832/2 Sarchimor 6
(Sarchimor T5296)
Pacas 1 Mutacéo Bourbon Bourbon-Tipica 1
El Salvador Pacas 2 Mutacéo Bourbon Bourbon-Tipica 6
San Pacho Caturra x San Bernardo Bourbon-Tipica 1
Bourbon Bourbon Bourbon-Tipica 6
Villa Sarchi CIFC 971/10 x
Cuscatleco 2 Hibrido de Timor CIFC 832/2 Sarchimor 6
(Sarchimor T5296)
San Pacho 1 Caturra x San Bernardo Bourbon-Tipica 6
San Pacho 2 Caturra x San Bernardo Bourbon-Tipica 6
Hibrido de Timor CIFC 832/1 .
CRO5 |zalco x Caturra (Catimor T8667) Catimor 6
San Pacho 3 Caturra x San Bernardo Bourbon-Tipica 6
Sarchimor ViIIalSarchl’ x Hibrido de Sarchimor 6
Timor CIFC 832/2
Guapa Catuai x Catimor Catimor 6
Colismor Pache Colis x Catimor T5175 Catimor 6
Catimor 1 Hibrido de Timqr CIFC 832/1 Catimor 2
x Caturra (Catimor T5175)
Catimor 2 Hibrido de Timqr CIFC 832/1 Catimor 6
Guatemala x Caturra (Catimor T5175)
. Catuai x
Co Catuai Amarelo IAC 86 x .
Catigua MG2 Hibrido de Timor UFV 440-10 H'?'i”rggrde 6
. Hibrido de Timor CIFC 832/1 .
Catimor 5175 x Caturra (Catimor T5175) Catimor 2
Anacafé (Catimorg5175 x Caturra) x Catimor 6
acamara
: Hibrido de Timor CIFC 832/1 .
Catimor 8667 x Caturra (Catimor T8667) Catimor 6
Lempira 1 Hibrido dg Timor 832/1 x Catimor 6
aturra
Honduras Geisha Geisha Bourbon-Tipica 3
Villa Sarchi 971/10 x Hibrido
Parainema Apical de Timor CIFC 832/2 Sarchimor 1
(Sarchimor T5296-184)
IHCAFE 90 Hibrido de Timor CIFC 832/1 Catimor 6

x Caturra
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Tabela 1. Continuacao.

o
Pais Nome Progenitores GrL!p.o N Plan.t as
Genético por cultivar
Villa Sarchi 971/10 x Hibrido
Parainema de Timor CIFC 832/2 Sarchimor 2
(Sarchimor T5296-184)
Centroamericano_F3 Sarchimor T5296 x Rume Sarchimor 6
Sudan
Centroamericano_F2 Sarchimor T5296 x Rume Sarchimor 6
Honduras Sudan
Lempira 2 Hibrido de Timor CIFC 832/1 Catimor 6
X Caturra
Pacamara 4 Pacas x Maragogipe Vermelho B??gﬁ}c;n' 6
. Hibrido de Timor CIFC 832/1 x .
Catimor T5175 Caturra (Catimor T5175) Catimor 6
e Bourbon-
Etiopia 1 - Tipica 6
Etiépia 2 i Bourbon- 5
- ipica
Etidpia
Etipia 3 ; Bourbon- 5
Tipica
e Bourbon-
Etiopia 4 - Tipica 4
Catuai Vermelho IAC | Caturra Amarelo, IAC 476-11 x Bourbon- 1
144 Mundo Novo IAC 374-19 Tipica
Catuai Vermelho IAC 81' x .
IBC-Palma 2 Catimor UFV 353 Catimor 1
L, Catuai Amarelo IAC 86 x Catuai x
MGS Catigua MG3 | 1146 de Timor UFV 440-10 | Hibrido Timor !
IPR-103 Catuai x Icatu Catucai 1
, Caturra Amarelo, IAC 476-11 x Bourbon-
Catuai IAC 15 Mundo Novo IAC 374-19 Tipica !
Bourbon Amarelo Bourbon-
UFV-535 Bourbon Amarelo UFV-535 Tipica 1
Catucai Vermelho , , ,
Brasil 20/15 Icatu x Catuai Catucai 1
Catucai Amarelo 2SL Icati x Catuai Catucai 1
Acaui Mundo Novo IAC 388-17 x Sarchimor 1
u Sarchimor IAC 1668 !
Tupi Amarelo IAC Tupi IAC 1669-33 Vermelho x Sarchimor 1
5162 Catuai Amarelo.
Hibrido H 361/4 ('Villa Sarchi’
Tupi IAC 1669/33 x Hibrido de Timor CIFC Sarchimor 1
832/2)
, Catuai Amarelo IAC 30 x Catuai x
Paraiso MG H419 Hibrido Timor UFV 445-46 | Hibrido Timor !
Araponaa MG1 Catuai Amarelo IAC 86 x Catuai x 1
pong Hibrido de Timor UFV 446-08 | Hibrido Timor
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2.3.

Os marcadores microssatélites utilizados (Tabela 2)

Marcadores microssatélites

foram os que

apresentaram maior polimorfismo entre cafeeiros da espécie C. arabica segundo
Sousa et al., (2017).

Tabela 2. Descricao dos primers microssatélites utilizados.

Primer Sequéncia pb Cromosomo
Foward Reverse

CaEST-0012 GAAGACCAAGCACCCTCAAC ACACCAACTACGGGCAGACA 155 1e
CaEST-0022 GAAGGGACAAAGACGCCTAA CGACAGATGCAGGAATAAACTG 136 7c
CaEST-0222 GCCATTTCACAATCTCACCTC AGACCCAGCAGACAACAACA 207 6e
CaEST-024® AGATACCCACCGCCTAATCCT GCAACAACTTCTGCTCATCC 108 1e
CaEST-028? TTAACCTCCTGCCACACA GCCCAAATAAATCCCTCCA 169 6c
CaEST-029? AGGAGATGCCTGTGACGAAC GGACGGAAAGATTCTGGCTTT 191 11e
CaEST-030? CCCATGAAGACTTGCCAATA GGGAAATACAAGTGTTGCTG 186 2e
CaEST-0312 CGGAGCAAGTGAATTGAACAGA  AAAGGGAAAGGAAGAAGGAG 109 11c
CaEST-0342 GATACTTCCATGAGGATCGTTG GATCATACAATGTGGGAAGG 140 9c
CaEST-058? GTCGATGGCTGGTTGTTGTT GCCCTGAAATATGATCGCTGT 256 6e
CaEST-0712 ATGGAGAGGAAGACGCAACA CCTTATTGAAGACGCCCAAA 151 6¢C
CaEST-0722 TTGCTTGCTCCGCATCCTAC ATCGCTTCCAAGAGGCTTTC 117 7c
CaEST-0452 GCATCCTACCGAGTACATACAA TCCATCAACAACAACCGAAG 155 7c
CaEST-0482 TGAGACAAGCTATGGAGGAGGA AACCAGATCAACAGGGTAGGG 194 6e

SSR 16° ACCCGAAAGAAAGAACCAAG CCACACAACTCTCCTCATTC 112 5e

SSR 95° TAAGAAGCCACGTGACAAGTAAGG TATGGCCCTTCTCGCTTTAGTT 350 3c

2Ferrdo et al. (2015):® Combes et al. (2000); ¢ Moncada and McCouch (2004); pb= pares de bases.

Para realizacéo da reagéo de PCR, utilizou-se 50 ng de DNA, 1 U de Taqg DNA
polimerase, tampao 1X da enzima, 1 mM de MgCl>, 150 uM de cada ANTP (dGTP,
dTTP, dCTP, dATP) e 0,1 uM de cada primer, completando com agua milli-Q para um

volume final de 20 yL. As amplificagdes foram efetuadas em termocicladores PTC-

200 (MJ Research) e Veriti (Applied Biosystems). A reacdo foi iniciada com

desnaturacédo a 94 °C por 2 min, seguido por 10 ciclos de fouchdown PCR,

constituidos de 94 °C por 30 segundos (seg), temperatura de anelamento

decrescendo 1°C a cada ciclo (de 66 °C até 57 °C) por 30 seg e extensdo de 72 °C

por 30 seg. Foram realizados mais 30 ciclos de desnaturagdo a 94 °C, anelamento a

57 °C e extensédo a 72 °C, com 30 seg cada etapa. Foi incluida uma extenséo final a
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72 °C, por 20 min. Os produtos resultantes da reacdo de PCR foram separados em
eletroforese em gel de poliacrilamida desnaturante 6% e visualizados por meio de

coloragao com nitrato de prata, conforme protocolo descrito por Brito et al., (2010).

2.4. Analises da diversidade genética

Todos os marcadores utilizados foram avaliados para os 208 individuos (Tabela
1), ou seja, todas plantas de cada cultivar analisada. Para a avaliagdo dos géis, os
marcadores foram codificados como codominante. Dessa forma, os cddigos utilizados
para os alelos foram: 11, 22, 33, 44 para as formas homozigotas e 12, 13, 14, 23, 24
e 34 para as heterozigotas.

O fingerprint foi obtido de duas formas: (1) fazendo um bulk dos individuos de
cada cultivar e (2) analisando os dados de cada individuo que compdem cada cultivar.
Para a obtengédo do dendograma utilizou-se o bulk da cultivar.

Para as analises de diversidade foi utilizado o software R, com ajuda dos
pacotes Factoextra, FactoMineR e ggplot2, a partir da matriz construida de cada um
dos individuos com seus respectivos primers. O dendograma foi construido utilizando
a técnica de agrupamento UPGMA (Método de ligagdo média entre grupos), a partir
dos valores da matriz de distancia euclidiana gerada pelo complemento aritmético do

indice ndo ponderado.

2.5. Analise da estrutura populacional

O software Structure v2.3.4 (Pritchard et al., 2000) foi usado para estudar a
estrutura genética das 53 cultivares de C. arabica, baseado em 16 SSR. Para
determinar o valor de K, foram feitas corridas simuladas de 2 até 20 interagdes
individuais, utilizando os parametros de 10.000 repeticdes e 1.000.000 réplicas de
Cadena de Markov Monte Carlo (MCMC). Foram considerados os parametros de
modelo de mistura e frequéncia de alelos com 20 execug¢des cada um, para determinar
a possibilidade de mistura.

O valor étimo de k, foi identificado por STRUTURE HARVESTER software on-
line (Earl & VonHoldt, 2012), comparando os valores de K. Foi calculado o AK para

obter o numero mais provavel de populag¢des (Evanno et al., 2005).
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3. Resultados

A caracterizacado das cultivares de café foi realizada com a utilizacdo de 16
marcadores SSR. Uma analise de e-PCR foi realizada para determinar o tamanho do
amplicon esperado e identificar o cromossomo de C. arabica que estava sendo
analisado com o marcador (Tabela 2). Um total de 62 alelos foi observado nos 208
gendtipos utilizados. O numero de alelos amplificados por marcador variou entre sete
e dois, sendo sete para o marcador CaEST-001, seis para CaEST-022, cinco para
CaEST-030 e 058, quatro para CaEST-029, 031, 034 e SSR-95, trés para CaEST-
022, 024, 028, 045, 071, 072 e SSR16, e dois para CaEST-048, com uma média de
3,8 alelos por loco.

Os dados dos individuos de uma mesma cultivar foram agrupados pelo método
UPGMA (Método de ligacdo média entre grupos) e entdo realizada a analise da
diversidade das cultivares de café (Figura 1). Observou-se a discriminagdo da maioria
das cultivares e a formacéao de seis grandes grupos:

Grupo |: formado pelas cultivares MGS Catigua 3 (Brasil) e Pacamara 4
(Honduras).

Grupo lI: formado pelos quatro materiais genéticos da Etidépia e a cultivar
Catimor 3 de Republica dominicana

Grupo lll: formado pelos gendtipos Catimor 1 (Guatemala), IBC Palma 2
(Brasil), Catimor 5175 e HICAFE 90 (Honduras). Os materiais Catimor 1, Catimor 5175
e IHCAFE 90 correspondem a selegao de progénies do Catimor T-5175 (Anacafé,
2016). A cultivar brasileira IBC Palma 2 tem como progenitor o Catucai Vermelho IAC
81 e Catimor UFV 353. Esse grupo tem em comum a procedéncia de materiais
ancestrais Catimor.

Grupo |IV: ficou composta pela maioria dos materiais genéticos analisados,
sendo constituido pelas duas cultivares analisadas da Costa Rica (San Isidro- S48 e
CR-95), cinco cultivares plantadas em El Salvador; cinco da Guatemala, cinco de
Honduras e uma da Republica Dominicana. A maioria das cultivares brasileira também
ficaram nesse grupo (10 cultivares).

Grupo V: ficou formado apenas com a cultivar San Pacho (ElI Salvador),
originada do cruzamento entre caturra (mutagdo de Bourbon) e San Bernardo
(mutacao de tipica), dando origem a uma planta de porte pequeno com nés pequenos

e suscetivel a ferrugem.
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Grupo VI: a maioria das cultivares que formaram esse grupo sao plantadas em

El Salvador (sete cultivares), além de uma cultivar brasileira (Acaua), duas da

Guatemala e trés de Honduras.
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Figura 1. Diversidade dos diferentes gendtipos de Coffea arabica plantados na
Ameérica Central, analisados com 16 marcadores microssatélites, obtido pela técnica
UPGMA e baseado na matriz de dissimilaridade do complemento aritmético do indice

ponderado. Acessos da Etiopia e cultivares brasileiras foram incorporadas como

controles.
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Na analise, foram considerados os 208 genotipos (Figura 2). Foi possivel
explicar 49,8% da variabilidade total das cultivares, confirmando a divergéncia
genética entre elas. Realizou-se um agrupamento com base no pais de origem (K=7)
e o resultado obtido mostrou que apenas os gendétipos da Etiopia foram agrupados
separadamente. Os agrupamentos das cultivares brasileiras e dos paises da América
Central ficaram sobrepostos, demonstrando baixa diversidade genética entre as
cultivares plantas entre os paises (Figura 2). Apenas duas cultivares da Republica

Dominicana apresentaram similaridade com os acesso da Etiopia.
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Figura 2. Analises de PCoA (Coordenadas Principais) para os 208 individuos
avaliados com 16 marcadores microssatélites e agrupados segundo o pais de origem
das cultivares.
Na analisse de PCoA sem considerar os paises de origen o agrupamento por
similaridade genética identificou seis grupos (Figura 3), sendo a maior similaridade

entre os grupos 1, 2 e 5, que sdo compostos em sua maioria por genétipos originados
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de cruzamentos envolvendo Hibrido de Timor, Sarchimor e Bourbon-Tipica. Os grupos
3, 4 e 6, compostos na maioria por genétipos do grupo Catimor e Bourbon-Tipica,
também ficaram mais proximos geneticamente e separdos dos grupos 1, 2 € 5. Esse
resultado evidencia uma distingdo entre os cafeeiros originados do Sarchimor dos
cafeeiros Catimor. Os cafeeiros denominados Catimor tem descendencia do acesso
Hibrido de Timor CIFC832/1 e o Sarchimor do Hibrido de Timor CIFC832/2 e esses
tém sido utilizados como principais fontes de resistencia a fatores bioticos e abidticos
nos diferentes progrma de melhoramento na America Central e do Sul.

Nessa analise ontevese os siguentes agrupamentos:

Grupo 1: Anacafé E e F, Catigua MG2 E, Catimor 2A, Guapa A, B, C, D, E, e
F, Sarchimor A, B, D, F de Guatemala; Centroamericano F2 A, D, E e F,
Centroamericano F3 B, Parainema A e B, Parainema Apical de Honduras; Cuscatleco
1A B,C,D, EeF, Cuscatleco 2 A, B, D, E e F, Pacamara 3, San Pacho de El
Salvador.

Grupo 2: Pacamara 1A, B, C,D e E, Pacamara2 A, B, C, D, E e F, San Pacho
1A,B,C, EeF, San Pacho 2 A, B, C, D, E e F de El Salvador; Acaua de Brasil.

Grupo 3: Catimor 3 A, B, C, D, E e F de Republica Dominicana; e todos os
genotipos de Etiopia 1, 2, 3 e 4.

Grupo 4: Anacafé C e D, Catigua MG2 A, B, C,D e F, Catimor 2D e E, Colismor
B, C, D e E, Sarchimor E de Guatemala; Bourbon A, B, C, D, E e F, Cuscatleco 1 E,
Pacamara 1F, Pacas 2 A, B, D, E e F de El Salvador; Catimor 8667 A, B, C, D, E e F,
Catimor T5175 A, B, C, D, E e F, Centroamericano F2 B e C, Centroamericano F3 A,
C,D,EeF, Geisha A, B e C, IHCAFE 90, Lempira 1 A, B, C, D, E e F de Honduras;
Araponga MG1, Bourbon Amarelo UFV 535, Catuai IAC 15, Catuai Vermelho IAC
144, Catucai Amarelo 2SL, Catucai Vermelho 20/15, IPR 103, Paraiso MG H419, Tupi
Amarelo IAC 51, Tupi IAC 1669/3 de Brasil.

Grupo 5: Pacamara 4 A, B, C, D, E e F de Honduras; MGS Catigua 3 de Brasil.

Grupo 6: Anacafé A e B, Catimor 1 A e B, Catimor 2 B, C e F, Catimor 5175 A
e B, Colismor A e F, Sarchimor C de Guatemala; Catimor4 A, B, C, D e E de Republica
Dominicana; CR 95 IZALCO A, B, C, D, E e F, Pacas 1A, San Pacho 1 D, San Pacho
3 A, B, C, D, E eF de El Salvador; CR 95 de Costa Rica; IHCAFE 90 A, B, C,D e F,
Lempira 2 A, B, C, D, E e F de Honduras; IBC Palma 2 de Brasil.
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Figura 3. Andlises de PCoA (Coordenadas Principais) para os 208 individuos
agrupados com base no dado estadistico, avaliados com 16 marcadores

microssatélites.

O algoritmo bayesiano utilizando o modelo ADMISTURE, fez com que as 53
cultivares, incluindo as da América Central, do Brasil e da Etiopia, ficassem alocadas
em cinco subpopulagdes (Figura 4). Observou-se mistura genetica pela distribucgéo
da probabilidade L (k) e as estimativas de delta K, em varias cultivares, confirmando
que o material genético plantado nos diferentes paises da América Latina s&o
aparentados e ndo houve estruturagéo genética por pais.

Considerando os cafeeiros contendo menor proporgéo de admixture, o grupo 1
(vermelho) ficou composto, em geral, por cafeeiros Catimor (Catimor 1(45), Lempira 1
(48), Catimor 5175 (20), IHCAFE 90 (49)). O grupo 2 (verde) ficou com cafeeiros
Bourbon-Tipica (San Pacho 1 (13) e Pacamara 1 (35)). Esses gendtipos ndo possuem
introgressao de outras espécies, portando, sao considerados arabica puros e, apesar
de susceptivel a patdégenos, foram incorporados nos diferentes programas de

melhoramento por apresentarem outras carateristicas agronédmicas desejadas como
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qualidade de bebida. No grupo 3 (azul) ficaram a maioria das cultivares brasileiras
(Catuai IAC 15 (3), Bourbon Amarelo UFV 535 (30), Catucai Vermelho 20/15 (4), IPR
103 (29), Catuai Vermelho IAC 144 (1), Araponga MG (7)). O grupo 4 (amarelo)
constitui os acessos da Etiopia (Etidpia 2 (42), Etidpia 1 (15), Etidpia 3 (16), San Pacho

3 (41)). O grupo 5 (rosa) ficou formado por Sarchimor e Bourbon.

T T 1
PR R R AR A | T S L Y B 1 T V- R - R R I D T O 3 304 o=z 647 33 37 M 14 241 45 31 42 15 e H 30 Z3oko: 2 &

Figura 4. Resultado do agrupamento dos 53 gendtipos de Coffea arabica, utilizando
16 marcadores SSR. Cada barra individual representa um individuo. As barras de
cores diferentes representam grupos genéticos diferentes. Mistura de cores na barra

representa mistura (recombinagao) de material genético.

A diferenciagao genética entre populagdes foi calculada mediante os valores
de Fst (indice de diferencia¢gda genetica de Weir e Cockerham 1984). Os indices de
Fst apresentaram valores entre 0,0505 a 0,4447 (Tabela 3). Os valores indicam que
as cultivares apresentam variabilidade genetica baixa e que podem ter mistura entre
os genotipos. Os dados de Fst confirmam o resultado obtido tanto pela analise de
Structure (Figura 4), quanto o PCoA (Figura 2), mostrando que existe uma estrieta
relacdo genetica entre as cultivares plantados nos diferentes paises da América

Latina.

Tabela 3. Valores de diferenciagda genética (Fst) entre populagdes.

Populagao 1 2 3 4 5
1 0,0000
2 0,2557 0,0000
3 0,0693 0,2945 0,0000
4 0,2785 0,4447 0,2964 0,0000
5 0,0505 0,2069 0,0525 0,2023 0,0000
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Estudos de diversidade genética foram, também, realizados entre as cultivares
de cada um dos paises (Figuras 5, 6, 7, 8 e 9) e em cada grupo genético (Figuras 10,
11, 12 e 13). Os grupos genéticos os quais as cultivares pertencem sao Catimor,
Hibrido de Timor, Sarchimor e Bourbon-Tipica

Nas analises de agrupamento das cultivares de Honduras observou-se cinco
grupos (Figura 5), utilizando um coeficiente cofenético de 93,94%. Os grupos I, Il e llI
foram formados por diferentes individuos de Pacamara, evidenciando segregacgao
dessa cultivar. Esse material, além de apresentar individuos diferentes, consiste na
cultivar mais distante geneticamente das demais plantadas nesse pais. O grupo IV
ficou com quatro gendtipos Centroamericano F2, um gendétipo Centroamericano Fz e
0os materiais Parainema, que procedem do Sarchimor T5296. O grupo V € o mais
amplo, onde se encontram gendtipos de IHCAFE 90, Catimor T5175, Lempira,
Centroamericano F3 e F2 e Geisha. Os resultados mostraram que a cultivar Geisha e
a Catimor T5175 nao apresentam segregacao, pois os diferentes individuos da cultivar
nao foram diferenciados pelos marcadores. Os dados sugerem também que existem
dois materiais distintos que sao considerados Lempira, o Lempira 2, que nao
apresenta segregacgao e o Lempira 1, que apresentou segregacao, mas ficou em um
subgrupo separado no grupo V. O individuo IHCAFE 90E ficou agrupado com o
Lempira 1, sugerindo que esse genatipo foi identificado ou denominado erroneamente,

podendo ser o Lempira e ndo IHCAFE.
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Figura 5. Diversidade genética apresentada nos genotipos de Honduras, utilizando
16 marcadores SSR, obtido pela técnica UPGMA com base na matriz de

dissimilaridade do complemento aritmético do indice ponderado.

Na Figura 6 observa-se o agrupamento das cultivares de El Salvador. As

analises de agrupamento mostram sete grupos, considerando coeficiente cofenético
de 96,08%. O grupo | ficou constituido apenas com o unico individuo analisado da
cultivar San Pacho, indicando que esse é o material mais divergente plantado no pais.

Esse material é derivado do cruzamento natural de Caturra x San Bernardo, ambos
sdo genotipos de grupo de Bourbon-Tipica, suscetiveis a uma ampla gama de
patdgenos, mas com potencial para qualidade de bebida. No grupo Il ficaram todos os

individuos da cultivar Pacas, mostrando similaridade entre eles e no grupo Il ficaram
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alguns individuos San Pacho 3 e San Pacho 1. Os individuos dessa cultivar ficaram
alocados em dois grupos distinto, Il e IV. A cultivar Cuscatleco (1 e 2) apresentou
grande segregacao, de forma que os individuos ficaram em 3 grupos (IV, VI e Vll) e
dentro do grupo ficaram em subgrupos distintos. CR-95 |zalco, apesar de apresentar
distingao entre os individuos, ficaram em um subgrupo do grupo IV, evidenciando
similaridade genética existente entre os individuos da cultivar. Bourbon plantado em
El Salvador ndo apresentaram segregacao. Nao discriminagao também foi observada
entre a maioria dos individuos das cultivares Pacamara 1, Pacamara 2, San Pacho 1,

San Pacho 2 (grupo V), demonstrando grande similaridade genética dentro e entre
essas cultivares.
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Figura 6. Diversidade genética apresentada nos genétipos do El Salvador, utilizando
16 marcadores SSR, obtido pela técnica UPGMA com base na matriz de

dissimilaridade do complemento aritmético do indice ponderado.
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No agrupamento das cultivares da Guatemala, verificou-se a formacao de dois
grandes grupos com um coeficiente cofenético de 88,57% (Figura 7). O resultado
obtido sugere grande segregacgao das cultivares usadas no pais ou mistura de material
plantado. O grupo | ficou composto pelos materiais Guapa A, B, C, D, E e F; Sarchimor
A, B, F, D e Catimor. O grupo Il ficou composto por Catimor 5175, Catigua MG2,
Anacafé e Colismor. Maior similaridade genética foi observada para os individuos da
cultivar Catigua MG2, em que alguns individuos nédo foram discriminados e outros

ficaram em um mesmo subgrupo.
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A Figura 8 mostra a andlises de agrupamento das cultivares da Costa Rica.
Apesar da separacao dos individuos analisados, nao foi possivel agrupar com base
no coeficiente cofenético de 92,39%. Esse resultado sugere similaridade genética das
cultivares e segregacao (discriminagéo) de individuos dentro de uma mesma cultivar.
A cultivar San Isidro S48 originou-se da selecédo de cafeeiro Sarchimor T5296, com
avancgo de geracao até Fe e consiste em material genético promissor para resisténcia
a nematoides. Apesar de langamento da cultivar em geragdo mais avancada, a
segregacao dentro da cultivar foi observada pelos marcadores moleculares. Costa
Rica 95 é considerado Catimor do cruzamento de caturra CIFC 19/1 x Hibrido de Timor

CIFC832/2 que apresenta resisténcia a ferrugem.
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Figura 8. Diversidade genética nos gendtipos de Costa Rica, utilizando 16
marcadores SSR, obtido pela técnica UPGMA com base na matriz de dissimilaridade
do complemento aritmético do indice ponderado.
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A nao formacgao de grupos também foi observada para as duas cultivares da
Republica Dominicana, apresentando um coeficiente cofenético de 98,97% (Figura 9).
As duas cultivares analisadas sao Catimor e apresentam segregacao dentro da

cultivar.

Catimor
Figura 9. Diversidade genético dos gendtipos de Republica Dominicana, utilizando 16
marcadores SSR, obtido pela técnica UPGMA com base na matriz de dissimilaridade

do complemento aritmético do indice ponderado.

A outra analise de diversidade foi realizada com base no grupo ao qual a cultivar
pertence. Com base na Tabela 1, observa-se que as cultivares da América Central e
as cultivares brasileiras e da Etiopia pertencem aos grupos Catimor, Sarchimor,

Bourbon-Tipica ou Hibrido de Timor.
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O estudo dos materiais genéticos pertencentes ao grupo Bourbon-Tipica esta
apresentado na Figura 10. Esses cafeeiros tém potencial para qualidade de bebida e
outras caracteristicas agronbmicas de interesse. No entanto, sao suscetiveis as
principais pragas e doengas. Foram obtidos seis grupos, considerando o coeficiente
cofenético de 93,50%. Maior diversidade genética foi observada para a cultivar
Pacamara de Honduras, que ficou separada de todos os demais grupos e a
segregacao dentro da cultivar resultou na presenca de individuos formando dois
grupos (I e Il). O Grupo Il também ficou separado dos demais e ficou constituido pelos
gendtipos de Etiopia. O grupo IV ficou composto apenas pelo San Pacho oriundo do
cruzamento de Caturra x San Bernardo. No Grupo V foram alocados os individuos de
Geisha que tem origem de Etiopia e chegou no banco de Germoplasma na Costa Rica
e, posteriormente, foi levado a Honduras. Nesse grupo ficaram também os gendtipos
San Pacho, Bourbon e Pacas, além das cultivares brasileiras Bourbon Amarelo UFV
535, Catuai IAC 15, Catuai Vermelho IAC 144. O Grupo VI ficou com os genotipos
San Pacho e Pacamara. Em geral observou-se similaridade genética entre os
gendtipos de América Central e do Brasil, 0 que pode ser explicado pelo fato de que
muitos desses gendtipos foram levados de Brasil para os diferentes paises, para ser
utilizados em programas de melhoramento ou ser utilizado como cultivares

comerciais, em fungao da boa adaptabilidade e aceitagao dos cafeicultores.
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Figura 10. Analises de Diversidade do grupo genético Bourbon-Tipica dos paises de
Brasil, El Salvador, Etiopia e Honduras, utilizando 16 marcadores SSR, obtido pela
técnica UPGMA com base na matriz de dissimilaridade do complemento aritmético do

indice ponderado.

As analises de agrupamento dos cafeeiros do grupo Catimor estdo na Figura
11, sendo obtidos sete grupos com um coeficiente cofenético de 92,43%. Observou-
se que os cafeeiros Catimor apresentam, em geral, maior diversidade genética
quando comparado como os Bourbon-Tipicas. O Grupo | ficou separado dos demais,
indicando que sdo compostos pelos individuos mais divergentes. O Grupo |V ficou
com Catimor 5175 A, B e IHCAFE 90 A, B, D. Essas duas cultivares sao gendétipos

considerados similares, por serem originadas do mesmo cruzamento, e diferiram na
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selecao feita nos diferentes paises. O Grupo V (Catimor 2 B, C, D, E, F, Anacafé A,
B, C, D) também s&o aparentados por serem originados de mesmo cafeeiro que foram
selecionados nos diferentes paises. Maior numero de gendtipos ficou alocado no O
Grupo VI, sendo eles Lempira, Catimor T5175, Catimor 8667, IHCAFE 90 (Honduras),
Colismor (Guatemala), Catimor 4 (Republica Dominicana) e CR95 lzalco (El
Salvador). Os gendtipos Lempira e CR 95 sao provenientes de selegao e avango de
geracdbes do mesmo cruzamento entre Caturra x Hibrido de Timor CIFC832/1.
Catimor, IHCAFE 90, Colismor e Catimor 4 sdo derivados de um mesmo cafeeiro, o
Catimor T5175, por isso sdo geneticamente mais similares e formam um grande

subgrupo.
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Figura 11. Andlises da diversidade genética do grupo Catimor dos paises Brasil,
Costa Rica, El Salvador, Etiépia, Guatemala, Honduras e Republica Dominicana,
utilizando 16 marcadores SSR, obtido pela técnica UPGMA com base na matriz de
dissimilaridade do complemento aritmético do indice ponderado.

A andlises de agrupamento na Figura 12 mostra os genétipos Sarchimor, que
formam quatro grupos com um coeficiente cofenético de 95,68%. Sarchimor sao
cafeeiros originados do cruzamento do Hibrido de Timor CIFC 832/2 com Villa Sarchi.
Derivados desse cruzamento foram levados para diferentes paises da América do Sul

e tem sido usado como importante fonte para obtengao de cultivares com resisténcia
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a ferrugem, nematoides e outras doengas de importancia no cultivo do café. O Grupo
| ficou formado por Sarchimor C (Guatemala); Grupo |l pelas cultivares brasileiras Tupi
IAC 1669/33 e Tupi Amarelo IAC 5162, bem como Cuscatleco 1 E e Cuscatleco 2 C
(El Salvador), San Isidro S48 A, B, C, D, E, F (Costa Rica), Sarchimor E (Guatemala)
e Centroamericano F3 A, C, D, E e F, Centroamericano F2 B e C (Honduras) o grupo
Il ficou apenas formado pela cultivar brasileira Acaua, mostrando que as cultivares
atualmente plantadas na América Central sao mais distintas dessa brasileira. O Grupo
IV ficou com Cuscatleco 2A, B, D, E, F e Cuscatleco 1 A, B, C, D, F (El Salvador),
Parainema, Parainema Apical e Centroamericano F2 A, B, D, E e F (Honduras) e
Sarchimor A, B e D, F (Guatemala).
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Figura 12. Analises da diversidade genética do Grupo Sarchimor, utilizando 16
marcadores SSR, obtido pela técnica UPGMA com base na matriz de dissimilaridade

do complemento aritmético do indice ponderado.

A Figura 13 consiste na analise das cultivares derivadas de outros Catuai x

Hibridos de Timor.
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Brasil ® /Guatemala
Figura 13. Analises da diversidade do grupo genético Catuai x Hibrido de Timor,
utilizando 16 marcadores SSR, obtido pela técnica UPGMA com base na matriz de

dissimilaridade do complemento aritmético do indice ponderado.

Com base na caracterizagcdo molecular realizada, foi obtido o perfil molecular
(fingerprinting) de cada cultivar da América Central analisada no presente estudo.
Quando se observou segregagao dos individuos dentro de uma cultivar, o
fingerprinting foi obtido a partir do bulk dos individuos (Tabela 4) e o fingerprinting
considerando todos os alelos dos diferentes individuos da cultivar (Tabela 5). Na
Tabela 4 pode-se verificar um padrdao molecular unico para as cultivares Guapa e
Cuscatleco, IHCAFE9Q0 e Catimor 5175, CR95 e Lempira 2, San Pacho 1, 2 e
Pacamara 1, 2, Bourbon e Catimor T5175, que no dendograma (Figura 1) n&o foram

discriminados.
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A segunda analises de fingerprinting foi verificada a partir dos dados individuais
de cada cafeeiro, considerando a segregacgao dentro de cada cultivar (Tabela 5). O
fingerprinting constitui-se em uma ferramenta auxiliar aos descritores recomendados
para a espécie, sendo extremamente util nos testes de distinguibilidade,
homogeneidade e estabilidade, exigidos no processo de registro e protegdo de
determinada cultivar (Sousa et al., 2017).

A Tabela 6 mostra a disténcia genética obtida entre as diferentes cultivares,
mostrando as cultivares que apresentam maior e menor dissimilaridade baseado na

distancia genética.
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Tabela 4. Perfil molecular de 36 cultivares plantadas na América Central, obtidos do bulk dos dados dos individuos de cada cultivar

de Coffea arabica.

Pais Nome CaEST SSR
001 002 022 024 028 029 030 031 034 045 048 058 071 072|016 095
Costa Rica CR 95 2 2 2 1
San Isidro S48 1 2 2 1 1 2 1
Bourbon 2 1 2 2 1 1
CR-95lzalco 2 1 2 2 1 1 2 1
Cuscatleco 1 1 2 2 1 23 2 2 2 1
Cuscatleco 2 1 2 2 1 23 2 2 2 A1
Pacamara1 1 2 1
Pacamara2 | 1 2 1
El Salvador ~ Pacamara 3 2 2 2 2 1 23 2 2 2 A1
Pacas 1 2 2 2 1 1
Pacas 2 2 1 2 1 1 1 2 1
San Pacho 2 2 2 1 2 2 1
San Pacho 1 | 1 2 1
San Pacho2 | 1 2 1
San Pacho3 2 1
Anacafé 1 2 2 1 23 2 2 2 1
Catimor 5175 2 2 2 1 1 2 2 1
Colismor 2 2 2 2 1 h 1
Guatemala Sarchimor 1 2 2 1 23 2 2 2 A1
Catigud MG2 2 1 1 2 1
Catimor 1 1 2 1 1 2 2 2
Catimor 2 1 2 2 1 23 2 2 2 1
Guapa 1 2 2 1 23 2 2 2 1
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Tabela 4. Continuagao.

Pais Nome CaEST i)
001 002 022 024 028 029 030 031 034 045 048 058 071 072 | 016 095

Catimor 8667 2 1 2 1
Catimor T5175 2 2 1
Centroamericano F2 2 2 1
Centroamericano F3 2 2 1
IHCAFE 90 1 2 2 1
Lempira 1 1 2 2 1
Honduras Lempira 2 2 2 2 1
Pacamara 4 4 2 2
Parainema 1 1
Parainema 1 1

Apical

Geisha 2 1 1
Republica Catimor 3 1 2 1
Dominicana Catimor 4 - 2 1

Identificagéo da presenca de alelos em cada um dos marcadores moleculares utilizados 1= A'A", 2 = A2A2, SISIASAS, 12=ATAZ,

BRI 23 = A%A3, 4= A*A*,
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Tabela 5. Perfil molecular obtido das 36 cultivares plantadas na América Central considerando os dados individual dos cafeeiros de

C. arabica.
Pais Nome Marcador Molecular
001 002 022 024 028 029 030 031 034 045 048 058 071 072 016 095
CR-95 22 33 11 12 22 12 13 13 22 22 1 13 12 22 22 13
Costa Rica . 1 3 1 12 2 2 13 1 2 1 1 13 1 2 2 1
San Isidro S48 12 12
2 2
Bourbon 2 3 2 12 2 2 13 1 2 2 1 13 2 12
2 2 2 12 2 1 13 1 2 2 13 1 2 2
CR-95 lzalco 3 12 12
Cuscatleco 1 1 3 2 12 2 2 13 13 2 2 1 13 1 2 2 1
3 23 2
Cuscatleco 2 3 2 12 2 1 13 1 2 2 1 13 12 2 12 1
3 23 2 2
Pacamara 1 1 2 2 12 2 1 13 1 12 12 1 13 1 2 12 1
3 2 3 2 2
El Salvador Pacamara 2 1 2 2 12 2 1 13 1 12 12 1 13 1 2 12 1
3 2 3 2 2
Pacamara 3 2 2 2 12 2 2 13 3 2 2 1 23 2 2 2 1
Pacas 1 22 33 12 12 22 12 13 11 22 22 1 13 11 22 12 11
2 3 1 12 2 2 13 1 2 1 1 13 13 2 1 1
Pacas 2 12

San Pacho 22 33 11 12 22 22 33 33 22 22 11 13 12 22 22 11

1 2 2 12 2 1 13 1 12 2 1 13 1 2 12 1
San Pacho 1 5 >3 3
San Pacho 2 1 2 2 12 2 1 13 3 12 2 1 13 1 2 12 1




Tabela 5. Continuacao

Marcador Molecular

Pais Nome 001 002 022 024 028 029 030 031 034 045 048 058 071 072 016 095
21 Sulvador SonPachos 128 2 12 2 12 13 13 122 2 1 13 1 2 12 1
, 1 3 2 12 2 1 13 1 2 2 1 23 2 2 2 1

Anacafé 5 3
Catimorgi7s 28 1 12 2 1 3 1 2 2 1 13 112 2 2 1
1 2 2 12 2 12 13 1 2 2 1 13 1 2 12 1

Colismor 2 23 2 2
3
Sarchimor 1 3 1 12 2 1 12 1 2 2 1 13 1 2 12 1
2 2 3 3 23 2 13
Guatemala 1 3 1 12 2 2 13 1 12 2 2 13 1 1 2 1
Catigua MG2 2 12 13 2

3
Catimor 1 1 3 1 12 12 1 13 1 12 2 1 13 1 2 2 1
2 2> 2 3 2 2
1 3 1 12 2 1 13 1 2 2 1 23 2 2 2 1

Catimor 2 23 12 13

2 3
Cunon 1 3 12 12 2 1 13 3 12 12 1 23 2 2 2 1

P 2 2 2 2
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Tabela 5. Continuacgao.

Marcador Molecular

Pais Nome 001 002 022 024 028 029 030 031 034 045 048 058 071 072 016 095

Catimor 8667 2 3 2 12 2 2 13 11 2 2 1 13 1 2 2 1

Catimor T5175 2 3 2 12 2 2 13 1 2 2 1 13 1 2 12 1
Cent ) 1 3 2 12 2 2 13 13 2 1 1 13 1 1 12 1
entroamericano 12 3 5 12 2 5
F» 5
) 1 3 12 12 2 2 13 1 2 2 1 23 1 2 1 1
Centroamericano
13 3 12
Fs
2
IHCAFE 90 2 3 1 12 2 ; 133 1 2 2 1 13 1 2 2 1
Honduras Lemira 1 2 3 1 12 2 2 13 1 2 1 1 13 1 2 12 1
P 12 2 2
Lempira 2 2 3 2 12 2 1 13 1 2 2 1 13 1 2 2 1
1 2 2 1 1 23 1 3 12 12 1 12 2 12 12 2
Pacamara 4 12 4 12 12 13 2 2 2 2
2 42 2 42
41
Parainema 1 3 1 12 2 2 13 3 2 2 1 23 2 1 2 1
Parainema Apical 11 33 11 12 22 22 13 33 22 22 11 23 12 22 22 11
Geisha 2 1 12 2 2 12 1 2 2 1 13 1 12 1 1
. 2 1 2 12 2 12 1 1 2 2 1 13 2 2 2 1
Catimor 3
2 13
Republica Dominicana 12 3 2 12 2 1 13 1 2 2 1 13 2 2 2 1
Catimor 4 13 2 12 12
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Tabela 6. Matriz de distancia

ento aritmético do indice ponderado.
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21.52

31.13 37.55
15.56 21.52
10.00 23.73
11.00 18.49
15.56 21.52
11.18 18.60
36.21 28.39
10.30 18.08
23.75 23.30
18.06 23.39
10.20 18.63
18.76 18.25
18.52 23.32
30.81 29.77
30.81 29.77
30.79 30.12
30.79 33.90
14.21 20.07
15.59 26.19
34.18 31.13
1.41 20.57
32.70 32.06
30.81 29.77
30.81 29.77
15.59 14.21
14.35 20.17
30.81 29.77
30.46 29.41
36.73 35.86
36.73 35.86
34.50 33.90
32.70 32.06
11.09 17.38
30.41 26.94
26.57 25.79
23.75 27.66
28.35 19.05
21.54 25.79
11.05 17.97
15.59 21.07
30.81 33.91
28.35 19.05
34.50 37.30
38.12 46.24
18.08 27.75
26.59 30.13
15.59 14.21
1.41 20.57
18.49 23.73
26.96 21.07
19.08 17.97

26.55
29.14
33.02
34.48
32.74
35.92
31.38
38.87
32.45
32.76
34.80
35.92
26.98
26.98
30.45
30.45
34.19
31.14
33.87
31.13
32.37
26.98
26.98
34.50
29.41
38.13
37.85
43.06
43.06
34.19
32.37
33.02
43.27
40.66
28.41
41.84
37.56
32.70
34.50
30.46
41.84
30.45
23.45
34.76
26.19
34.50
31.13
33.03
40.91
36.21

18.49
19.05
15.56
11.18
28.76
16.79
23.75
18.06
18.60
17.55
18.52
26.17
26.17
21.54
21.54
20.54
22.02
26.15
14.90
24.19
26.17
26.17
15.59
19.54
34.19
33.88
39.61
39.61
26.57
24.19
18.52
30.41
26.57
23.75
28.35
21.54
11.05
15.59
21.56
28.35
26.57
34.48
2291
14.93
15.59
14.90
24.17
26.96
19.08

14.87
18.49
15.00
37.56
14.35
25.77
20.64
14.28
21.26
21.05
32.39
32.39
3237
3237
17.38
18.52
35.61
10.10
34.19
3239
32.39
18.52
17.49
28.79
28.43
35.06
35.06
35.92
34.19
14.93
32.02
28.39
21.07
30.07
23.75
14.90
18.52
32.39
30.07
32.71
36.78
20.66
28.41
18.52
10.10
15.56
28.76
21.54

19.05
15.68
30.79
2.65
21.05
21.14
2.24
21.75
21.54
28.77
28.77
28.76
32.70
17.97
19.08
35.90
11.09
34.50
28.77
28.77
19.08
18.08
24.21
23.77
31.40
31.40
36.21
34.50
1.41
32.34
28.76
26.17
30.41
24.19
15.59
19.08
3271
30.41
36.21
42.61
21.17
28.77
19.08
11.09
14.87
19.08
22.02

11.18
36.21
18.06
23.75
18.06
18.60
10.49
10.05
34.19
34.19
30.79
30.79
14.21
15.59
30.43
14.90
32.70
34.19
34.19
15.59
20.64
34.19
33.88
39.61
36.43
30.79
32.70
18.52
26.13
21.54
18.55
23.71
21.54
11.05
1.00
26.59
23.71
30.79
40.90
18.68
26.59
15.59
14.90
18.49
26.96
19.08

34.50
14.46
21.14
14.18
14.87
15.07
15.03
32.43
32.43
28.83
28.83
17.46
19.18
32.42
10.25
30.85
32.43
32.43
11.22
17.58
32.43
3211
38.11
38.11
32.76
30.85
15.03
27.64
24.27
21.14
26.21
18.63
2.24
11.22
28.84
26.21
32.76
38.88
21.26
24.29
11.22
10.25
21.61
24.70
15.72

29.44
30.81
37.30
3116
33.30
34.81
18.00
18.00
23.77
28.79
35.65
39.42
35.62
35.93
26.61
18.00
18.00
32.71
34.45
38.60
3239
43.47
40.87
28.79
26.61
30.46
41.86
36.24
40.41
40.39
36.24
34.51
36.22
28.81
40.39
32.73
47.52
36.47
24.66
3271
35.93
34.19
28.77
34.51

21.17
20.74
3.16
20.69
20.66
27.29
27.29
27.28
31.05
17.49
18.68
34.12
10.30
32.94
27.29
27.29
18.08
17.38
24.76
24.33
32.45
32.45
34.73
32.94
2.65
31.76
28.46
25.46
29.80
23.83
14.35
18.08
31.06
29.80
34.73
41.32
21.10
26.51
18.08
10.30
15.10
19.26
21.17

20.64
21.17
25.53
21.56
32.08
32.08
24.21
24.66
27.28
28.41
38.31
23.32
27.00
32.08
32.08
23.77
27.35
31.38
23.32
31.38
27.66
29.15
27.00
20.57
32.05
19.13
29.77
33.56
11.14
21.07
23.77
28.79
33.56
29.15
42.58
21.19
28.41
23.77
23.32
25.77
17.97
21.07

20.54
20.64
20.66
32.45
32.45
28.46
28.46
22.49
23.85
35.36
17.49
30.51
32.45
32.45
18.08
17.61
35.09
34.79
35.09
35.09
32.43
30.51
20.66
31.06
23.83
21.17
29.80
18.06
14.35
18.08
28.83
29.80
32.43
36.21
21.24
28.09
18.08
17.49
25.85
28.09
20.64

21.17
21.14
28.86
28.86
28.84
32.43
17.49
18.63
35.67
10.30
34.25
28.86
28.86
18.63
17.61
24.76
24.33
31.83
31.83
35.97
34.25
2.65
31.38
28.46
25.85
30.13
23.83
15.03
18.63
32.45
30.13
35.97
41.63
20.76
28.48
18.63
10.30
15.03
19.77
21.63

14.46
31.13
31.13
30.76
30.76
10.49
18.73
30.07
18.17
29.10
3113
31.13
11.45
18.06
35.43
35.13
40.68
37.59
26.94
29.10
21.24
26.59
18.17
21.26
20.25
23.45
15.17
10.44
26.93
20.25
30.76
40.58
21.14
26.93
11.45
18.17
21.26
28.51
15.17

3237
3237
3236
28.76
17.35
18.49
31.38
17.92
30.79
3237
3237
18.49
2291
38.57
3236
43.45
37.76
28.76
30.79
21.02
22.85
18.52
21.05
24.92
18.52
14.87
10.00
24.21
24.92
28.76
42.10
15.10
24.62
18.49
17.92
21.05
28.74
21.52

0.00
25.75
25.75
30.45
34.50
32.94
30.77
23.28

0.00

0.00
30.43
25.36
40.64
34.19
45.30
42.54
25.75
23.28
28.74
39.60
33.87
35.90
38.04
33.87
32.36
34.18
25.77
38.04
30.08
38.65
30.72
21.07
30.43
30.77
32.39
34.18
32.36

25.75
25.75
30.45
34.50
32.94
30.77
23.28
0.00
0.00
30.43
25.36
40.64
34.19
45.30
42.54
25.75
23.28
28.74
39.60
33.87
35.90
38.04
33.87
32.36
34.18
25.77
38.04
30.08
38.65
30.72
21.07
30.43
30.77
32.39
34.18
32.36

15.56
33.56
34.48
29.02
30.43
19.05
25.75
25.75
30.77
32.28
33.87
33.56
33.87
33.87
22.00
19.05
28.37
39.86
31.11
35.61
38.31
26.94
28.74
30.77
21.52
38.31
22.00
35.06
31.03
20.52
30.77
30.43
32.37
26.55
28.74

33.56
34.48
29.02
30.43
11.00
25.75
25.75
30.77
32.28
43.28
37.28
43.28
40.39
15.56
11.00
32.36
36.70
26.94
35.61
38.31
22.00
28.74
30.77
14.87
38.31
15.56
31.42
26.85
14.18
30.77
30.43
35.92
34.48
28.74

14.93
32.95
14.14
32.05
30.45
30.45
14.18
14.28
33.87
33.56
39.33
36.43
30.46
32.05
17.92
29.03
21.07
23.28
2241
25.34
17.32
14.18
30.12
2241
33.88
40.88
18.08
29.75
14.18
14.14
18.00
30.08
17.94

33.57
15.59
36.19
34.50
34.50
22.00
21.14
31.14
30.81
37.01
33.59
34.48
36.19
19.08
29.73
26.55
24.19
27.62
26.55
19.05
15.56
30.79
27.62
34.48
38.39
18.65
30.79
22.00
15.59
18.52
3111
24.60

33.26
31.03
32.94
32.94
33.57
34.96
45.07
44.83
49.31
46.79
29.02
31.03
35.03
26.96
36.41
35.04
24.62
36.41
31.72
29.75
24.92
24.62
29.02
39.59
33.81
24.92
33.57
33.26
35.61
39.86
35.01

32.36
30.77
30.77
14.87
14.28
30.77
30.43
36.70
36.70
34.18
32.36
11.00
29.38
26.15
23.28
27.24
21.02
10.00
14.87
30.45
27.24
34.18
38.09
18.08
26.17
14.87
0.00
18.55
26.55
18.49

23.28
23.28
28.74
30.71
44.65
38.87
44.65
41.86
11.00
0.00
34.18
38.31
24.60
37.27
36.70
24.60
30.77
32.68
18.49
36.70
19.05
33.62
29.02
17.94
28.74
32.36
37.56
36.19
26.55

0.00
30.43
25.36
40.64
34.19
45.30
42.54
25.75
23.28
28.74
39.60
33.87
35.90
38.04
33.87
3236
34.18
25.77
38.04
30.08
38.65
30.72
21.07
30.43
30.77
3239
34.18
3236

30.43
25.36
40.64
34.19
45.30
42.54
25.75
23.28
28.74
39.60
33.87
35.90
38.04
33.87
32.36
34.18
25.77
38.04
30.08
38.65
30.72
21.07
30.43
30.77
32.39
34.18
32.36

14.32
34.18
33.87
39.60
39.60
30.77
28.74
18.49
29.73
21.52
23.73
22.83
21.52
11.00
15.56
30.79
22.83
34.48
41.16
23.83
26.57
0.00
14.87
24.19
26.94
11.00

33.93
33.62
39.38
39.38
32.62
30.71
18.03
32.66
25.85
23.37
26.94
25.42
17.44
20.62
32.30
26.94
35.83
37.24
22.87
28.30
14.32
14.28
23.41
30.15
18.06

21.00
20.00
25.34
45.99
44.65
24.17
45.30
40.39
35.31
41.10
37.27
32.36
34.18
45.76
41.10
43.28
47.12
38.65
42.78
34.18
30.77
24.23
21.02
32.36

29.00
24.92
40.40
38.87
23.73
39.61
33.88
35.01
40.84
30.10
32.03
33.87
40.14
40.84
37.28
46.89
31.80
37.27
33.87
30.43
23.79
20.52
32.03

15.56
45.99
44.65
31.37
49.52
40.39
40.58
45.71
37.27
38.04
39.60
45.76
45.71
43.28
47.54
38.65
47.22
39.60
36.70
31.42
29.02
38.04

40.39
41.86
31.37
44.36
33.87
37.78
42.98
33.87
38.04
36.41
40.12
42.98
37.27
47.54
32.12
44.83
39.60
36.70
27.29
29.02
38.04

11.00
35.90
36.70
22.00
35.92
35.01
26.94
32.68
30.77
14.87
35.01
15.56
35.37
27.26
21.05
30.77
34.18
35.92
37.83
28.74

34.18
38.31
24.60
37.27
36.70
24.60
30.77
32.68
18.49
36.70
19.05
33.62
29.02
17.94
28.74
32.36
37.56
36.19
26.55

31.37
28.37
25.75
29.38
23.73
14.87
18.49
3237
29.38
35.90
42.59
21.17
28.39
18.49
11.00
14.93
18.49
21.52

29.38
31.38
19.05
29.38
27.62
25.34
33.26
19.05
36.70
45.52
27.35
33.59
29.73
29.38
32.02
36.99
31.70

28.39
27.24
15.56
24.17
21.52
26.55
27.24
26.94
41.65
18.63
30.45
21.52
26.15
28.39
30.77
18.49

29.39
28.00
21.02
18.52
32.39
29.39
32.37
36.48
26.25
32.05
23.73
23.28
21.59
32.36
26.15

31.37
25.34
22.83
35.03
0.00
38.31
47.06
29.48
35.03
22.83
27.24
30.07
35.31
25.34

18.49
21.52
26.55
3137
26.94
38.35
18.03
26.17
21.52
21.02
28.39
26.55
18.49

11.00
28.76
25.34
32.68
39.38
21.14
24.19
11.00
10.00
21.54
24.60
15.56

*Catuai Vermelho IAC 144 (1), IBC Palma 2 (2), MGS Catigua MG3 (3), IPR 103 (4), Catuai IAC 15 (5), Bourbon Amarelo UFV 535 (6), Catucai Vermelho 10/15 (7),
Tupi Amarelo IAC 5162 (10), Tupi IAC 1669/33, Paraiso MG H419 (12), Araponga MG1 (13), CR95 (14), San Isidro S48 (15), Pacamara 1 (16), Pacamara 2 (17), Pacamara 3 (18), Cuscatleco 1 (19),
Pacas 1 (20), Pacas 2 (21), San Pacho (22), Bourbon (23), Cuscatleco 2 (24), San Pacho 1 (25), San Pacho 2 (26), CR 95 lzalco (27), San Pacho 3 (28), Etiépia 1 (29), Etiépia 2 (30), Etiépia 3 (31),
Etiopia 4 (32) , Sarchimor (33), Guapa (34), Colismor (35), Catimor 1 (36), Catimor 2 (37), Catigua MG2 (38), Catimor 5175 (39), Anacafé (40), Catimor 8667 (41), Lempira 1 (42), Parainema Apical (43),
IHCAFE 90 (44), Parainema (45), Pacamara 4 (46), Centroamericano F3 (47), Centroamericano F2 (48), Lempira 2 (49), Catimor T5175 (50), Geisha (51), Catimor 3 (52) e Catimor 4 (53). Os numeros

em vermelho correspondem ao menor valor e azul ao maior valor estimado de disténcia genética nos individuos.
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26.57
22.83
30.77
40.89
18.65
26.57
15.56
14.87
18.52
26.94
19.05

35.03
14.87
34.76
22.85
14.90
30.79
30.45
32.39
37.55
32.36

38.31
47.06
29.48
35.03
22.83
27.24
30.07
35.31
25.34

31.76
27.26
21.05
34.48
34.18
3271
37.83
32.68

38.57
33.85
41.16
38.09
42.86
48.97
39.66

26.87
23.83
18.08
21.19
32.09
25.83

26.57

26.17 14.87

32.39 24.19 1855

34.18 26.94 26.55 24.19
28.37 11.00 18.49 26.57 24.60

Catucai Amarelo 2SL (8), Acaua (9),



4. Discussao

Os alelos identificados pelos 16 SSR utilizados variaram de 2 a 7, com uma
média de 3,8 alelos por loco, indicando diversidade entre os gendtipos analisados.
Dados similares (3,17 alelo\loco) foram reportados por Silva et al. (2018) em acessos
de germoplasma de cafeeiros do grupo Hibrido de Timor. Medeiros et al. (2021), em
um estudo de cultivares e acessos elite do programa de melhoramento brasileiro de
C. arabica, reportou 2,3 alelos por loco e Sousa et al. (2017) encontraram 2,35 alelos
por loco na discriminacdo de cultivares brasileiras, isso evidencia a estreita relacao
genética que existe entre os materiais de café, tanto nos grupos genéticos como nos
paises onde é cultivado na América.

No presente trabalho foi possivel conhecer a diversidade genética das
cultivares atualmente plantadas na América Central, por meio da utilizacdo dos 16
SSR. Essas cultivares, em geral, sdo plantadas pelos cafeicultores por serem
resistentes a ferrugem. Algumas delas ja tiveram a resisténcia suplantada e outras,
apesar de suscetiveis a ferrugem, sao utilizadas devido ao potencial para qualidade
de bebida. Cultivares brasileiras e acessos da Etidpia foram incluidos na analise para
auxiliar no entendimento da diversidade genética. Observou-se que os genoétipos
procedentes da Etidpia ficaram em um mesmo grupo (Figura 1, grupo Il), diferindo dos
demais gendtipos. Esse resultado indica que as cultivares da América Central e do
Brasil sdo geneticamente distintas dos acessos da Etidpia. Pesquisa realizada com
42 variedades comerciais da Etiopia, utilizando 14 marcadores SSR, mostrou elevado
numero de alelos polimaérficos por loco (7,5) (Benti et al., 2020). Essa alta diversidade
genética das variedades da Etiopia foram confirmadas no presente trabalho, sendo
ainda demonstrado que as cultivares das Ameéricas sao distintas dos acessos da
Etidpia avaliados. Os resultados obtidos sugerem que cafeeiros da Etiopia podem ser
considerados em programas de melhoramento, para aumento da diversidade genética
e na procura de carateristicas agronémicas complementares de interesse.

No grupo Il (Figura 1), além dos acessos da Etiopia, ficou alocado a Cultivar
Catimor_3 da Republica Dominicana. A separagao desse gendtipo das demais
cultivares derivadas de Catimor e sua grande similaridade com acessos da Etidpia
sugerem que esse material genético ndo seja Catimor, como considerado pelos

produtores.

51



As cultivares de café analisadas (Tabela 1), apesar de terem sido discriminadas
com os marcadores moleculares (Figura 1), sdo derivadas das mesmas fontes de
resisténcia a ferrugem. Dessa forma, elas sao progénies originadas de cruzamentos
comuns. Com base nessa origem, os cafeeiros tém sido considerados e agrupados
geneticamente como: Catimor, Sarchimor, Hibrido de Timor e Bourbon-Tipica.
Cafeeiros do grupo Catimor sdo, em geral, derivados do cruzamento de Caturra CIFC
19/1 x Hibrido de Timor CIFC 832/1 (fonte de resisténcia para ferrugem). Sarchimor
sao originados do cruzamento Villa Sarchi x Hibrido de Timor CIFC 832/2 (fonte de
resisténcia). O grupo Hibrido de Timor sdo provenientes de outros Hibridos de Timor
que nao sao CIFC 832/ e CIFC 832/2. Hibrido de Timor, sao hibridos naturais entre C.
arabica e C. canephora encontrados na llha de Timor em 1917, apresentam genes de
resisténcia a diferentes pragas e doengas de importancia no café. Sua chegada na
Ameérica data de 1976, no Brasil, enviado pelo CIFC e posteriormente incorporado nos
programas de melhoramento da América Latina, e utilizados até hoje, por ser fonte de
resisténcia a pragas e doengas. Nos programas de melhoramento € utilizado como
doador para o gene de resisténcia. Utilizar os Hibridos de Timor tem potencial alto na
incorporagao de variabilidade do café, considerando a base genética estrita do C.
arabica, e que a permitido ter diferentes cultivares de C. arabica lancadas nos
diferentes paises (T. A. Setotaw et al., 2010, 2020).

A identificacdo e caraterizagdo dos Hibridos de Timor foi feita pelo CIFC em
Portugal, onde realizaram a selegéo e a Hibridagao dos Hibridos de Timor (CIFC 832/1
e 832/2), principais fontes de genes para resisténcia a ferrugem do café, quando
cruzados com cultivares suscetiveis com alta aceitagdao no comercio, como Caturra e
Vila Sarchi. Posteriormente foram distribuidas para os paises produtores de café,
como resposta ao problema do ataque do patégenos (Hemileia vastatrix), que causava
prejuizos econdmicos na cafeicultura mundial. Esa selec¢ao de individuos promissérios
com resisténcia a doencgas e pragas é utilizada até hoje na procura de cultivares que
portem genes de resisténcia a fatores bidticos e abidticos (Talhinhas et al., 2017,
Zambolim & Caixeta, 2021)

Para o grupo V (Figura 1) ficou formado somente pelo gendtipo San Pacho,
ficando separado de San Pacho_1 e San Pacho_2 (grupo VI). Em El Salvador, a
cultivar San Pacho foi coletada em trés fazendas diferentes e os dados moleculares

sugerem que San Pacho_1 e San Pacho_2 sdo a mesma cultivar, mas a terceira pode
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ser uma cultivar diferente que recebeu a denominagao errada ou é resultante de
hibridagao natural ou mistura de sementes ou plantas. Ressalta-se que segregacao
dentro da cultivar e selegcao inconsciente, realizada em diferentes regides de El
Salvado ndo podem ser descartadas, uma vez que se observou segregagao, mesmo
de poucas plantas, dentro dessa cultivar (Figura 6). Esse resultado evidencia que
entre fazendas pode ocorrer mistura de cultivares, hibridagées naturais ou
identificacao errbnea, o que dificulta a rastreabilidade do material plantado.

No caso do grupo VI ficaram alocados tanto cultivares resistentes a ferrugem
do grupo genético Sarchimor quanto algumas cultivares suscetiveis como San Pacho
e Pacamara. A cultivar brasileira Acaua (Sarchimor) ficou nesse grupo. Com relagao
a cultivar Guapa, também presente nesse grupo, nada se conhece sobre seus
progenitores. Trata-se de um cultivar selecionada por um produtor particular na
Guatemala que vem sendo cultivada por mais de dez anos e que apresenta resisténcia
a ferrugem. Pelo fato de a propriedade ter muitos cafeeiros do grupo genético
Sarchimor introduzido nos anos 80’s e 90’s, acredita-se que houve um cruzamento
natural com esses cafeeiros, introgredindo os genes de resisténcia do CIFC 832/2'. A
analise genotipica da cultivar Guapa revelou a possibilidade de considera-la dentro do
grupo genético Sarchimor (Figura 1), pelo fato de ter agrupado com o genétipo
Cuscatleco 2. Incorporar o gendtipo Guapa aos programas de melhoramento poderia
ser de grande utilidade, na procura de genes que podem conferem resisténcia a
pragas e doengas.

Por meio das analises de fingerprint (Tabela 4), de agrupamento em bulk
(Figura 1) e andlises das distancias genéticas (Tabela 6) nao foi possivel distinguir os
gendtipos San Pacho 1, San Pacho 2, Pacamara 1 e Pacamara 2, sugerindo que
esses quatro gendtipos correspondem a uma mesma cultivar ou sao cultivares
geneticamente muito aparentadas. Todas elas sado suscetiveis a ferrugem e
pertencem ao grupo genético Bourbon-Tipica.

CR 95 lzalco e Lempira 2 também apresentaram alta similaridade (Figura 1).
Essas duas cultivares sao derivadas de um mesmo cafeeiro resistente a ferrugem,
Catimor T-8667, tendo as progénies selecionada na Costa Rica e Honduras,
respectivamente. Catimor 5175 nao foi discriminado de IHCAFE 90, o que pode ser

explicado pelo desenvolvimento da cultivar. IHCAFE 90 foi obtido pela selegéo

" Francisco Anzueto, Comunicag&o por e-mail, 2020.
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realizada pelo Instituto Hondurefio do Café a partir da descendéncia Catimor 5175
(Anacafé, 2021; Anzueto, 2019).

Os gendtipos que apresentam maior dissimilaridade foram Etiopia 3 e Catimor
1 (49,518), San Pacho e Etiépia 3 (49,305) e Pacamara 4 e Catimor 3 (48,969). Tais
valores de dissimilaridade podem ser explicados pelo fato dos gendtipos da Etidpia
nao terem sido utilizados nos programas de melhoramento das Américas. Essas
fontes de variabilidade sdo importantes e devem ser consideradas em futuros
programas que buscam cultivares promissores na cafeicultura. Utilizando 30
marcadores SSR, Rodrigues da Silva et al. (2019) discriminaram 36 gendtipos de
Coffea sp. com uma média de 6,9 alelos por locos, revelando que os gendtipos da
Etiépia apresentam maior diversidade genética que as variedades comerciais do
Brasil. O presente trabalho mostrou que os materiais da Etidpia sdo distintos nao sé
das cultivares brasileira, mas também das cultivares da América Central.

As culltivares da América Central apresentaram similaridade genética com as
cultivares do Brasil, o que pode ser explicado pelo uso de genitores comuns ou
aparentados nos programas de melhoramento dos diferentes paises. Acessos
comuns tem sido mantidos e conservados nos Bancos de Germoplasma establecidos
na Costa Rica, no Centro Agrondmico Tropical de Pesquisa e Ensino (CATIE) e no
Instituto Agronémico de Campinas (IAC), no Brasil. O Banco de Germoplasma dos
dois paises receberam os mesmos genotipos, os quais foram enviados pelo CIFC aos
diferentes centros de pesquisa, quando a ferrugem chegou nas Américas e, desde
entdo, as mesmas fontes de resisténcia tém sido usadas no melhoramento genético
(Talhinhas et al., 2017; Zambolim & Caixeta, 2021). Além disso, muitas cultivares
desenvolvidas e disponibilizadas pelos programas de melhoramento do Brasil, em
especial as cultivares com resisténcia a ferrugem, foram introduzidos na Ameérica
Central.

Essa similaridade das cultivares plantadas nos diferentes paises das Américas
foi confirmado pela falta de estruturacdo dos cafeeiros quanto ao pais de origem
(Figura 2 e 5). Estruturacao genética também néo foi observada quando considerou o
grupo genético das cultivares (Catimor, Sarchimor, Hibrido e Bourbon-Tipica).

Os dados moleculares dos cafeeiros foram utilizados também para obter o
fingerprinting das cultivares da América Central. Considerando o bulk dos individuos

de uma cultivar foram identificados 34 perfis moleculares distintos (Tabela 4). Quando
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foi considerado o perfil de todos os individuos, incluindo a segregagao dentro das
cultivares (Tabela 5), obtendo-se informagdes mais detalhadas das cultivares.
Também se observou polimorfismo na maioria dos individuos analisados, fato
importante no momento da sele¢cao de cultivares promissores. Dados similares de
polimorfismo individual foi reportado por Medeiros et al., (2021) e Sousa et al., (2017)

evidenciando segregacao dentro das cultivares de café.

5. Conclusoes

1. Diversidade genética é encontrada entre cultivares plantadas na América
Central.

2. A discriminagdo com base em marcadores moleculares permite a obtengao do
perfil molecular da maioria das cultivares analisadas.

3. Apesar do cafeeiro arabica ser uma espécie autégama, segregacao entre
cafeeiros ocorre dentro de algumas cultivares da América Central

4. Considerando os alelos dos diferentes individuos (analise em bulk) e os
marcadores SSR usados ndo € possivel distinguir os genoétipos Guapa do
Cuscatleco, IHCAFE90 do Catimor 5175, CR95 do Lempira 2, San Pacho 1, 2
do Pacamara 1, 2, Bourbon do Catimor T5175, sugerindo que esses genotipos
correspondem a uma mesma cultivar ou s&o cultivares geneticamente muito
aparentadas.

5. Erros de identificacao de cultivar, misturas ou hibrida¢des s&o observadas nas
cultivares analisadas, quando realizado estudo de diversidade genética por

meio de marcadores moleculares.
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CAPITULO I

Resisténcia de cultivares de cafeeiros provenientes da América Central, as
ragas Il e XXXIII de Hemileia vastatrix e genotipagem com a utilizacao de

marcadores moleculares.
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1. Introdugao

O café é originario da Africa, sendo a espécie Coffea arabica especificamente
originada da regiao da Etidpia, de onde o cultivo se propagou para o resto do mundo.
A espécie se adaptou a varios paises, no entanto, eventos naturais de epidemias da
doenca causada pelo fungo Hemileia vastatrix, tem ocasionado grandes prejuizos na
cafeicultura a nivel mundial, pela sua facilidade de disseminacéo e adaptagdo aos
lugares geograficos de producéao de café (McCook, 2006; Zambolim & Caixeta, 2021).
No ano 2013, na América Central e Colémbia, foi registrado um evento epidémico que
causou grandes prejuizos aos cafeicultores, gerando perdas significativas nos paises
a nivel politico, econémico e social (Avelino et al., 2015).

As epidemias, a ocorréncia do fungo em varias regides produtoras e a grande
variabilidade do patogeno tem desencadeado o surgimento de novas ragas mais
complexas de H. vastatrix em busca de adaptabilidade a condiciones climaticas que
favorecem al patdgeno, provocando perda de resisténcia em cultivares que antes
eram consideradas resistentes (Cabral et al., 2016; Talhinhas et al., 2017). Muitas
dessas novas ragas sdo portadoras de genes de viruléncia com capacidade de
suplantar a resisténcia de cultivares contendo genes de resisténcia (Zambolim &
Caixeta, 2021). O aumento da doenca nas lavouras e a presenga de novas ragas ou
patotipos levam a um aumento do uso de fungicidas para o controle da doenga, como
cobre, triazois, estrobirulinas entre outras moléculas (Zambolim, 2016). No entanto, o
uso indiscriminado dos produtos pode causar danos ambientais e perda de
sensibilidade do fungo as moléculas, apesar desse fendmeno ainda nao se ter sido
confirmado cientificamente, diminuindo sua efetividade no controle da doenca.

Diante desse panorama, os pesquisadores intensificaram a identificacdo e
desenvolvimento de novas cultivares, que além de resisténcia aos patotipos existentes
de H. vastatrix, possuem outras carateristicas de interesse agronémico. Dentre essas
carateristicas estdo incluidas as morfologicas (arquitetura de planta, ramificagao,
numero de nds), fisicas (tamanho de folhas, flores e frutos), fenoldgicas (ciclo de
frutificagcdo), ecoldgicas (adaptacdo a diferentes altitudes, umidade, resisténcia a
diferentes doencgas e pragas), tecnolégicas (qualidade do grao de café, uniformidade
de maturagao) e ainda componentes envolvidos na produtividade (Monge & Guevara,
2000).
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Visando dar suporte aos complexos programas de melhoramento genético, os
melhoristas incorporam estratégias moleculares e estatisticas, aos métodos
convencionais, para aumentar a eficiéncia e rapidez na obtencao das novas cultivares.
Para a resisténcia a ferrugem, foi construido um mapa genético de C. arabica, que
permitiu identificar duas regides (QTL — Quantitative Trait Loci) que correspondem a
dois genes de efeito maior e independentes que conferem resisténcia ao cafeeiro a
trés patétipos de H. vastatrix, raga |, raca Il e patétipo 001 (Pestana et al., 2015). A
partir desse mapeamento, foram desenvolvidos e obtidos marcadores moleculares
flanqueando esses dois locos, sendo um marcador do tipo SCAR (CaRHv8) e um
microssatélite (SSR016) associado ao QTL do grupo de ligagcéo 2 (QTL-GL2) e um
SCAR (CaRHVV9) e um CAPS (CaRHv10_CAP) associado ao QTL do grupo de
ligagdo 5 (QTL-GLS) (Almeida et al., 2021). Esses marcadores podem ser usados para
monitorar e auxiliar a introgressdo desses dois genes nas cultivares de café em
desenvolvimento. Esses genes de efeito maior identificados e marcados sé&o
provenientes do cafeeiro do grupo Hibrido de Timor (acesso UFV 443-03), uma das
principais fontes de resisténcia a ferrugem do cafeeiro.

Outro gene de resisténcia a ferrugem foi identificado e clonado nessa mesma
fonte de resisténcia, mas em outro acesso (Hibrido de Timor CIFC 832/2). Um
marcador denominado CARF005 foi desenvolvido a partir da sequéncia desse gene
(Alvarenga et al., 2011) e apesar de também ser proveniente de Hibrido de Timor,
Almeida et al. (2021) comprovaram ser um gene de resisténcia diferente dos dois QTL
identificados por Pestana et al. (2015).

Trabalhando com outras fontes de resisténcia a ferrugem, como a selegéo
Indiana S.288, Mahé et al. (2008) mapearam um gene maior de resisténcia, utilizando
trés marcadores SCAR (BA-48-21-f, BA-124-12K-f e SP-M16 Snx3) e um marcador
SSR (Sat244). Esse gene mapeado corresponde ao gene Sn3 originado da espécie
C. liberica e introgredido em C. arabica por cruzamento natural que deu origem as
selecdes indianas.

Marcadores moleculares também foram identifidados para gene de resisténcia
a outra importante doencga do cafeeiro, a antracnose dos frutos (Coffee Berry Disease
- CBD). A doenca se encontra restrita a Africa, mais sua chegada a América pode
causar grandes perdas na cafeicultura, sendo importante identificar materiais que

contenham genes que conferem resisténcia como forma de melhoramento preventivo.
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Gichuru et al. (2008) caracterizaram o gene denominado Ck-1, proveniente da fonte
de resisténcia Hibrido de Timor, usando abordagem de mapeamento genético. Nesse
trabalho, dois marcadores SSR e oito AFLP foram identificados como ligados ao gene
Ck-1.

Os varios genes que conferem resisténcia a diferentes patétipos de uma
doenca e de outras doengas podem ser incorporados em uma cultivar. A introdugao
de multiplos genes em uma cultivar no melhoramento genético € denominado de
piramidacao génica. Essa estratégia de melhoramento € importante para obter uma
resisténcia de amplo espectro e de longa duragcdo, bem como conferir resisténcia
multipla (Almeida et al., 2021; Liu et al., 2020). Nesse contexto, marcadores
moleculares podem auxiliar efetivamente na identificacdo de gendtipos que possuem
multiplos genes de resisténcia na presenca de efeito dominante ou epistatico,
permitindo a piramidagdo de varios genes de resisténcia em uma unica cultivar
(Alkimim et al., 2017; Almeida et al., 2021). A selegao assistida por marcadores
moleculares (SAM) é uma ferramenta importante ndao apenas para identificar,
monitorar e piramidar os genes de interesse no melhoramento, mas também, tem a
capacidade de detectar e analisar polimorfismos genéticos presentes entre os
gendtipos (Medeiros et al., 2021; Oliveira et al., 2021).

Para o sucesso dos programas de melhoramento para resisténcia a doengas é
necessario, ainda, a continua incorporagao de novas fontes de resisténcia. Essas
fontes podem ser identificadas por meio de inoculagdes de diferentes acessos da
planta com diferentes ragcas do patdégeno, com destaque para as ragcas mais
frequentes e que apresentam niveis de agressividade diferentes. No patosistema café-
H. vastatrix, a raga Il € a mais frequentemente encontrada no Brasil (Cabral et al.,
2009) e nos demais paises produtores de café do continente americano (Zambolim &
Caixeta, 2021). Essa raca apresenta o gene de viruléncia v5 e sua ocorréncia
generalizada provavelmente se deve ao plantio, nas varias regides, de cultivares de
café que contém apenas o gene S5 (Talhinhas et al., 2017). A partir da utilizagédo de
cultivares resistentes, contendo mais genes de resisténcia, nas Américas, novas ragas
foram identificadas (Zambolim & Caixeta, 2021). A raga XXXIlII foi identificada no Brasil
suplantando genotipos de café considerados resistentes a ferrugem, em cafeeiros do
grupo genético Catimor. Estd € uma raga mais complexa e possui 0s genes de

viruléncia v5, v7 ou v5, v7, v9 (Capucho et al., 2012). A inoculagéo de cafeeiros com
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essas duas racas, a mais frequente e a mais virulenta, € de suma importancia nao sé
para buscar novas fontes de resisténcia, mas também para estudar o potencial de
resisténcia ou susceptibilidade de cafeeiros que sdo atualmente plantados nas
Américas.

Diante do exposto, o objetivo desse trabalho foi caracterizar as cultivares
plantadas em diferentes paises da América Central por meio de inoculagdes com
diferentes racas de H. vastatrix e uso de marcadores moleculares associados a
diferentes locos de resisténcia a esse patdégeno. As cultivares foram também
analisadas quanto presencga do gene Ck-1 que confere resisténcia a Colletotrichum
kahawae para identificar cultivares promissérios que possam conferir resisténcia a

essa doenga quarentenaria nas Ameéricas.

2. Material e Métodos
O trabalho foi realizado no Departamento de Fitopatologia (DFP) e no Instituto
de Biotecnologia Aplicada a Agropecuaria (Bioagro), junto ao Laboratério de

Biotecnologia do Cafeeiro (BioCafé), na Universidade Federal de Vigosa (UFV).

2.1. Fenotipagem
Forma utilizadas seis plantas quando possivel dos 36 cultivares do género
Coffea da espécie arabica procedentes de cinco paises da América Central (Tabela
1), inoculadas com duas ragas de Hemileia vastatrix, raga |l e XXXIIl. Esses genétipos

correspondem a cultivares plantadas atualmente nos paises da América Central.
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Tabela 1. Gendtipos de café (Coffea arabica) provenientes de diferentes paises da América Central.

] _ Grupo N° Plantas
Pais Nome Progenitores Genéti por
enético ]
cultivar
. Hibrido de Timor CIFC 832/1 x .
. Costa Rica 95 Caturra (Catimor T8667) Catimor !
Costa Rica - . yRY -
San lzidro 48 Villa Sarchi x Hibrido de Timor Sarchimor 6
CIFC 832/2
Republica Catimor 3 - Catimor 6
Dominicana Catimor 4 - Catimor 5
Pacamara 1 Pacas x Maragogipe Vermelho | Bourbon-Tipica 6
Pacamara 2 Pacas x Maragogipe Vermelho | Bourbon-Tipica 6
Pacamara 3 Pacas x Maragogipe Vermelho | Bourbon-Tipica 1
Villa Sarchi CIFC 971/10 x
Cuscatleco 1 Hibrido de Timor CIFC 832/2 Sarchimor 6
(Sarchimor T5296)
Pacas 1 Mutagao Bourbon Bourbon-Tipica 1
Pacas 2 Mutagéo Bourbon Bourbon-Tipica 6
El Salvador San Pacho Caturra x San Bernardo Bourbon-Tipica 1
Bourbon Bourbon Bourbon-Tipica 6
Villa Sarchi CIFC 971/10 x
Cuscatleco 2 Hibrido de Timor CIFC 832/2 Sarchimor 6
(Sarchimor T5296)
San Pacho 1 Caturra x San Bernardo Bourbon-Tipica 6
San Pacho 2 Caturra x San Bernardo Bourbon-Tipica 6
Hibrido de Timor CIFC 832/1 x .
CR95 |zalco Caturra (Catimor T8667) Catimor 6
San Pacho 3 Caturra x San Bernardo Bourbon-Tipica 6
Sarchimor Villa Sarchi x Hibrido de Timor Sarchimor 6
CIFC 832/2
Guapa Catuai x Catimor Catimor 6
Colismor Pache Colis x Catimor T5175 Catimor 6
Catimor 1 Hibrido de Timqr CIFC 832/1 x Catimor 5
Caturra (Catimor T5175)
. Hibrido de Timor CIFC 832/1 x .
Guatemala Catimor 2 Caturra (Catimor T5175) Catimor 6
Catigua MG2 ’Cgtual’ Am_arelo IAC 86 x Catua|’_x Hibrido 6
Hibrido de Timor UFV 440-10 Timor
. Hibrido de Timor CIFC 832/1 x .
Catimor 5175 Caturra (Catimor T5175) Catimor 2
Anacafé (Catimor T5175 x Caturra) x Catimor 6
Pacamara
. Hibrido de Timor CIFC 832/1 x .
Catimor 8667 Caturra (Catimor T8667) Catimor 6
. Hibrido de Timor 832/1 x .
Lempira 1 c Catimor
aturra
Geisha Geisha Bourbon-Tipica
Villa Sarchi 971/10 x Hibrido
Parainema Apical de Timor CIFC 832/2 Sarchimor 1
(Sarchimor T5296-184)
IHCAFE 90 Hibrido de Timor CIFC 832/1 x Catimor 6
Caturra
Honduras _ Villa Sar_chl' 971/10 x Hibrido _
Parainema de Timor CIFC 832/2 Sarchimor 2
(Sarchimor T5296-184)
Centroamericano_F Sarchimor T5296 x Rume .
Sarchimor 6
3 Sudan
Centroamericano F2 Sarch|morS'Il;2226 x Rume Sarchimor 6
. Hibrido de Timor CIFC 832/1 X .
Lempira 2 C Catimor
aturra
Pacamara 4 Pacas x Maragogipe Vermelho | Bourbon-Tipica
Catimor T5175 Hibrido de Timor CIFC 832/1 x Catimor

Caturra (Catimor T5175)
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2.1.1. Multiplicagao do inéculo de Hemileia vastatrix

A multiplicagdo do in6culo de H. vastatrix foi realizada em mudas de C.
arabica cv. Caturra, devido a sua alta suscetibilidade a ferrugem. Foram
selecionadas plantas com alto vigor vegetativo e com trés meses de idade,
mantidas em casa de vegetagcdo com temperatura variando de 23 °C a 28 °C e
umidade relativa de 60 a 80%. Foi utilizado cerca de 50 mg de uredosporos do
fungo da racga Il (v5) caracterizada por Cardoso (1986) e raca XXXIII (v5,7 ou
v5,7,9) caracterizada por Capucho et al., (2012) provenientes da colegéo
Biocafé. A inoculagao foi realizada com auxilio de pincel de pélo de camelo
numero 2, em folhas das mudas de café. As mudas inoculadas foram colocadas
em camara escura e mantidas por 48 horas apds a incubagdao em camara de
nevoeiro (temperatura 22 °C e umidade relativa proxima a 100 %). As plantas
foram transferidas para camara de incubacdo com temperatura de 22 °C, onde
permaneceram por 30 dias para multiplicagdo dos uredosporos. Parte dos
uredosporos foram armazenados em freezer a -80 °C, visando preservagao a
longo prazo e a outra parte foi acondicionada em capsulas de gelatina e
colocadas no dessecador a 5 °C, com umidade relativa de 50% (Zambolim &

Chaves, 1974) até o momento de realizagao da fenotipagem.

2.1.2. Testes de germinagao

Os testes de germinacao dos uredosporos antes da inoculagdo foram
realizados em placas de agar-agua a 1% (Zambolim & Chaves, 1974). Os
uredosporos foram espalhados com ajuda de um pincel de pélo de camelo
numero 2 e logo apods colocados em camara escura por 24 horas a uma
temperatura de 22 °C. A contagem dos esporos germinados e nao germinados
foi realizada em microscopio estereoscoépico, considerando germinados e viaveis
aqueles que tiveram o tubo germinativo com o dobro do didmetro do uredosporo.

Somente foram utilizados uredosporos com germinagao acima de 30%.

2.1.3. Preparo e inoculagao dos discos foliares para fenotipagem
com as racgas Il e XXXIIlI de H. vastatrix
Folhas jovens dos gendtipos de café descritos na Tabela 1 foram

utilizadas para a obtencdo dos discos de tecido vegetal para os testes de
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inoculacdo. Selecionou-se folhas desenvolvidas que ndo apresentavam nenhum
sintoma de injuria e deficiéncia nutricional. Dezesseis discos retirados do centro
das folhas foram utilizados por genétipo. A remocéao dos discos foi realizada com
auxilio de um furador de rolhas com 2,0 cm de didmetro. Como controle, utilizou-
se discos de plantas do cultivar Caturra.

A inoculagao foi realizada espalhando cerca de 1,0 mg de uredosporos
com auxilio de um pincel de pélo de camelo numero 2, na face abaxial, em cada
disco de folha de café mantidos sobre a tela de ago inoxidavel dentro da caixa
de plastico (gerbox). Para cada um dos diferentes gendétipos de café forma
utilizados um gerbox que em seguida foram borrifados com agua destilada
esterilizada (Eskes, 1982). As caixas plasticas foram incubadas em camara
escura por 48 horas (22 + 2 °C) e depois levadas para camara de incubagao.
Uma limpeza foi realizada nos discos com auxilio de algodao para eliminar o
excesso de uredosporos na face abaxial, tomando cuidado para ndo causar
ferimentos, com a finalidade de evitar a presenca de fungos parasitas a H.
vastatrix (Capucho et al., 2005). Posteriormente, os gerbox foram colocados em
ambiente com fotoperiodo de 12 horas luz/escuro e com temperatura controlada
de 22 + 2 °C, permanecendo por 45 dias até a leitura final da presenca ou n&o

de uredosporos.

2.1.4. Avaliacao dos Componentes de Resisténcia

Os componentes de resisténcia dos cafeeiros a H. vastatrix analisados
conforme os descritos por Parlevliet (1979). Foram eles:

Periodo de incubagao (Pl): periodo decorrido da inoculagdo até a
observacao de 50% de discos com sintomas da doenca.

Periodo latente (PL): periodo do décimo dia apds inoculagéo até a
observacao de 50% da incidéncia final de discos com sinais.

Incidéncia: porcentagem final de discos apresentando sinais da doenga.

Producao de uredosporos: quantidade final de uredosporos produzidos,
utilizando a metodologia proposta por Boudrot et al. (2016).

Severidade: a severidade da ferrugem foi avaliada nos 16 discos das
folhas, em cada gerbox. A avaliagao foi realizada a partir do décimo dia apds a
inoculagao a cada dois dias, até 45 dias. A escala de severidade da ferrugem

adotada foi a descrita por Granados & Zambolim (2019) com modificagdes, onde:

68



0 corresponde a auséncia de sinais e sintomas nos discos; 1 (£1%), 2 (£10%); 3
(210% e <15%), 4 (215% e <30%), 5 (=30% e <50%) e 6 (=50%) da area dos
discos cobertas com uredosporos do fungo, respectivamente.

Area abaixo da curva de progresso da doenga (AACPD): a partir dos
dados de severidade calculou-se a AACPD, utilizada por Campbell e Madden
(1990).

2.2. Genotipagem

2.2.1. Material genético e obtengao de DNA gendémico

As 36 cultivares frequentemente plantadas na América Central (Tabela 1)
foram analisadas com marcadores moleculares. Cada cultivar foi representada
por no minimo seis plantas, quando possivel. Dessa forma, um total de 175
amostras foliares foram coletadas para extracdo de DNA gendmico. Folhas
uniformes, sem injurias, jovens, vigorosas, de cor verde brilhante e
completamente expandidas foram coletadas e acondicionadas em tubos Falcon
contendo identificagdo correspondente a cada cultivar. Os tubos com as folhas
foram colocados em caixa de isopor para manter a umidade e evitar a oxidagao,
até serem levadas ao laboratério Biocafé (UFV), onde foram armazenados em
ultra-freezer a -80 °C.

Para a extragdo do DNA gendmico as amostras coletadas e armazenadas
foram liofilizadas e trituradas com auxilio de cadinho e pistilos. Em seguida, o
tecido vegetal foi armazenado em microtubos de 2,0 yL. O DNA gendémico foi
extraido conforme a metodologia proposta por Diniz et al. (2005) com

adaptacgdes, como mencionado no capitulo 1.

2.2.2. Marcadores moleculares associados ao gene SuH3 de
resisténcia do cafeeiro a ferrugem
Para identificacao de gendtipos portadores do gene SH3 de resisténcia a
H. vastatrix foi realizada amplificagdo das amostras de DNA extraidas utilizando
dois marcadores, SCAR Ba-124-12K-f e o marcador SSR Sat 244 ligados a este
gene (Figura 1) e identificados por Mahé et al., (2008).
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Figura 1. Mapa de ligagdo mostrando os marcadores moleculares ligados em
acoplamento com o gene Sy3 (em negrito). Nomes dos marcadores moleculares
estao a direita, enquanto as distancias de mapa estimadas em cM sao mostradas
a esquerda (Mahé et al., 2008). Marcadores utilizados estdo dentro do retangulo

vermelho.

Para avaliar cada um dos individuos foram considerados portadores do
alelo de resisténcia do gene Sy3 aqueles que apresentaram os dois marcadores
moleculares ligados ao gene. Cinco controles foram utilizados, dos quais trés
gendtipos séo portadores do alelo de resisténcia do gene Sx3 (CIFC H147/1,
CIFC H153/2 e S.288/23) e dois gendtipos suscetiveis (Caturra Vermelho — CIFC
19/1 e Catuai amarelo IAC 64 - UFV 2148/57). As amplificacbes por PCR foram
realizadas em um volume final de 25 pl, contendo 50 ng de DNA, tampéao de
reacao de PCR 1X, 2,0 mM de MgCl,, 0,1 mM de cada dNTP, 0,4 uM de cada
primer, 0,5 unidade de Taq DNA polimerase, completando o volume com agua
milli-Q estéril. As reagdes foram realizadas em termocicladores PTC-200 (MJ
Research) e Veriti (Applied 23 Biosystems) e tiveram uma fase inicial de
desnaturacéo a 95 °C por 5 minutos; 35 ciclos a 94 °C por 45 segundos,
temperaturas de anelamento de 52 °C para o Sat244 e 56 °C para o Ba-124-
12KF por 45 segundos, seguido de extensao de 72 °C por 45 segundos. Foi
adicionada uma extensao final a 72 °C por 10 minutos. Os produtos resultantes

da reagdo de PCR foram separados por eletroforese em gel de poliacrilamida
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desnaturante 6% e visualizados por meio de coloragdo com nitrato de prata (Brito
et al., 2010).

2.2.3. Marcadores associados aos locos de resisténcia do Hibrido de
Timor que confere resisténcia a Hemileia vastatrix

Para identificar cafeeiros que possuem locos de resisténcia provenientes

da fonte de resisténcia do Hibrido de Timor, foram utilizados trés marcadores

moleculares, SSR 016, CaRHv8 e CaRHVv9 (Almeida et al., 2021) ligados a dois

QTL que correspondem a genes de efeito maior que conferem resisténcia as

racas |, Il e ao patétipo 001 de H. vastatrix (Figura 2).
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Figura 2. Grupo de Ligacédo 2 (LG2) do Mapa de ligacdo de Coffea arabica
contendo o marcador SSR16 e CaRHv8 (vermelho). Grupo de Ligagéao 5 (LG5)
do Mapa de ligacédo contendo o marcador CaRHv9 e CaRHv11_CAP e os CBD-
Sat207 e CBD-Sat235 (vermelho). A direita da barra estdo os nomes dos
marcadores moleculares e a esquerda, as distdncias em cM. (Almeida et al.,
2021).
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Os marcadores SSR16 e CaRHv8 estéo ligados ao QTL do grupo de
ligacdo 2. O SSR16 apresenta um padrdo codominante, identificando os
individuos BB, Bb e bb. O CaRHv8 é um marcador dominante, ligado em
repulsdo, marcando o alelo recessivo, portanto, esse marcador permite a
identificacdo de individuos que apresentam o gendtipo BB ou _b. Nesse caso,
os individuos que nao possuem a banda foram considerados resistentes e
homozigotos (BB) (Almeida et al., 2021). O marcador CaRHV9 esta ligado ao
QTL do grupo de ligagao 5 (Figura 2) e se comporta como marcador dominante
e acoplado, o que permite a identificacdo dos gendtipos C_ e cc (Almeida et al.,
2021). Como controle foram utilizados o Hibrido de Timor UFV 443-03 que possui
os dois QTL e o Catuai Amarelo IAC 64 (UFV 2148/57) que nao possuem 0s
QTL.

As cultivares foram analisadas, também, com o marcador CARF005. Esse
marcador foi identificado por Alvarenga et al. (2011) e corresponde a outro loco
de resisténcia existente na fonte Hibrido de Timor. Nesse trabalho esse loco foi
denominado de D e, como o marcador € dominante, foi possivel identificar os
gendtipos D_ e dd.

As amplificagées por PCR para CaRHv8 e CaRHvV9 foram realizadas em
um volume final de 20 ul, contendo 50 ng de DNA, tampao de reagdao de PCR
1X, 2,0 mM de MgCly, 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 estéril. As
reagoes foram feitas em termocicladores PTC-200 (MJ Research) e Veriti
(Applied 23 Biosystems) e tiveram uma fase inicial de desnaturagao a 95 °C por
5 minutos; 35 ciclos a 94 °C por 30 segundos, temperatura de anelamento de 65
°C por 30 segundos, seguido de extensao de 72 °C por 1 minuto e extensao final
a 72 °C por 10 minutos.

A reagao de PCR para CARFO005 foi realizada em um volume final de 20
ul, contendo 50 ng de DNA, tamp&o de reagcédo de PCR 1X, 2,0 mM de MgCly,
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 estéril. As reagdes foram
feitas em termocicladores PTC-200 (MJ Research) e Veriti (Applied 23
Biosystems) e tiveram uma fase inicial de desnaturagdo a 95 °C por 5 minutos;
35 ciclos a 94 °C por 30 segundos, temperatura de anelamento de 60 °C por 30

segundos, seguido de extensao de 72 °C por 1 minuto e extensao final a 72 °C
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por 10 minutos. Os produto de amplificagao foi aplicado em gel de agarose 1%
e realizada a eletroforese em tampéao TBE 1X a uma voltagem de 70V por 40
minutos e depois corado em brometo de etidio (10 mg.mL") a 0,002%.

Na realizacdo da reacdo de PCR para o SSR16, foi utilizado 50 ng de
DNA, 1 U de Taq DNA polimerase, tampao 1X da enzima, 1 mM de MgCl., 150
MM de cada dNTP (dGTP, dTTP, dCTP, dATP) e 0,1 yM de cada primer,
completando com agua milli-Q para um volume final de 20 pL. As amplificagdes
foram efetuadas em termocicladores PTC-200 (MJ Research) e Veriti (Applied
Biosystems). A reacéo foi iniciada com desnaturagdo a 94 °C por 2 min, seguido
por 10 ciclos de touchdown PCR, constituidos de 94 °C por 30 segundos (seg),
temperatura de anelamento decrescendo 1 °C a cada ciclo (de 66 °C até 57 °C)
por 30 seg e extensao de 72 °C por 30 seg. Foram realizados mais 30 ciclos de
desnaturacdo a 94 °C, anelamento a 57 °C e extensao a 72 °C, 30 seg cada
etapa. A extensao final se realizou a 72 °C, por 20 min. Os produtos resultantes
da reagao de PCR foram separados em eletroforese em gel de poliacrilamida
desnaturante 6% e visualizados por meio de coloracdo com nitrato de prata,

conforme protocolo descrito por (Brito et al., 2010).

2.2.4. Marcadores ligado ao gene Ck-1 que confere resisténcia a
Colletotrichum kahawae (CBD)

Foram utilizados os marcadores moleculares CBD-Sat235 e CBD-Sat207
ligados ao gene Ck-1 que confere resisténcia a CBD. Esses marcadores foram
identificados por Gichuru et al. (2008) (Figura 3), validados por Alkimim et al.
(2017) e mapeados por Almeida et al. (2021) no grupo de ligagao cinco (Figura
2).
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Figura 3. Mapa de ligagao genética de marcadores associados a resisténcia do
cafeeiro a Colletotrichum kahawae, obtido com base na populacao F2 de Coffea
arabica (SL28 x Catimor 88). Os valores a esquerda indicam as distancias entre
os marcadores em cM. A direita esta representado osegmento que contém o loco
Ck-1 de resisténcia ao CBD (Gichuru et al., 2008). Marcadores utilizados estao

dentro do retangulo vermelho.

Como individuos controle foram utilizados trés gendétipos portadores do
gene Ck-1: Hibridos de Timor UFV 377-15, UFV 440-10 e a cultivar MGS Catigua
3, e dois genatipos suscetiveis: Caturra Vermelho - CIFC 19/1 e Catuai Amarelo
IAC 64 - UFV 2148-57.

As amplificagdes por PCR foram realizadas em um volume final de 25 l,
contendo 50 ng de DNA, tampao de reacao de PCR 1X, 2,0 mM de MgClI2, 0,1
mM de cada dNTP, 0,4 uM de cada primer, 0,5 unidade de Tag DNA polimerase,
completando o volume com agua milli-Q estéril. As rea¢des foram feitas em
termocicladores PTC-200 (MJ Research) e Veriti (Applied 23 Biosystems) e
tiveram uma fase inicial de desnaturagao a 95 °C por 5 minutos; 35 ciclos a 94
°C por 45 segundos, temperaturas de anelamento de 50 °C por 45 segundos,
seguido de extensao de 72 °C por 45 segundos e extensao final a 72 °C por 10
minutos. Os produtos resultantes da reacao de PCR foram separados por
eletroforese em gel de poliacrilamida desnaturante 6% e visualizados por meio
de coloragédo com nitrato de prata (Brito et al., 2010).
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A leitura dos géis foi realizada com base na presenga ou auséncia da
banda de resisténcia, utilizando o padrao de bandas apresentado pelos controles
que apresentam o gene de resisténcia (EE, Ee), UFV377-15, UFV440-10, MGS
Catigua 3, e os suscetiveis (ee) Caturra vermelho (CIFC19/1) e Catuai Vermelho
IAC 144.

2.2.5. Analises dos dados
O fenotipagem em gerbox, foi feito em delineamento experimental
inteiramente casualizado (caixa de plastico com 16 discos de folhas) por
tratamento. Foi repetido 2 vesses no tempo. A comparacao das medias foi feita
pelo teste de a 5% de significancia
Para realizagdo das analises estatisticas utilizou-se o programa InfoStat
(Di Rienzo et al., 2020).

75



3. Resultados

3.1. Fenotipagem
De acordo com os resultados da anadlise fenotipica (Tabela 2), a
resisténcia ou susceptibilidade das cultivares as ragas |l e XXXIII de Hemileia
vastatrix foram obtidas com base na severidade (esporulagéo dos discos foliares

de cada cultivar).

Tabela 2. Fenotipagem das 36 cultivares provenientes da América Central com
as ragas Il e XXXIIl de H. vastatrix (R= Resistente, S= Suscetivel).

Cultivar Raga XXXIIl Racga ll Cultivar Raca XXXIIl Racga Il
Catimor_3' R R Catimor 14 R R
Catimor_4' S R Catimor 24 R R
CR 952 R R Catigua MG2* R R
San_lIsidro S482 R R Catimor_5175* R R
Catimor 8667° R R Anacafe* R R
Lempira_13 R R Pacamara_1° S S
Lempira_ 23 S R Pacamara_2° R R
Parainema_Apical® R R Pacamara 3° R R
IHCAFE_ 903 R R Cuscatleco 1° R R
Parainema?® R R Cuscatleco 2° R R
Pacamara_43 R R Pacas_1° R R
Centroamericano_F33 R R Pacas 2° S S
Centroamericano_F23 R R San_Pacho® S R
Geisha?® R R San_Pacho 1° R S
Catimor_T5175° S S San Pacho 2° R R
Sarchimor® R R San Pacho 3° S S
Guapa* R R CR95_|zalco® S R

Colismor* S R Bourbon® S S

'Republica Dominicana 2Costa Rica *Honduras “Guatemala 5El Salvador

A maioria das cultivares analisadas apresentaram resisténcia a ferrugem
(83% cultivares resistente a raga Il e 72% a raga XXXIIl). Analisando a
fenotipagem para raga Il, das 36 cultivares analisadas, seis (Catimor T5175,
Pacamara_1, Pacas 2, San Pacho 1 e 3, Bourbon) apresentaram reacao
compativel com ferrugem, ou seja, susceptibilidade. Para raga XXXIII, dez
cultivares (Catimor 4, Lempira 2, Catimor T5175, Colismor, Pacamara 1, Pacas
2, San Pacho, San Pacho 3, CR lzalco e Bourbon), apresentam a mesma reagao

de susceptibilidade.
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Com base nos resultados da analises de variancia, verificou-se diferencas
significativas nos componentes de resisténcia Incidencia, Severidade, Produgéo
de uredosporos/mL, Area Abaixo da Curva do Progresso da Doenga (AACPD),
para aqueles cultivares que apresentaram susceptibilidade a raga Il (Figura 4) e
a XXXIII (Figura 5) de H. vastatrix.
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Figura 4. Componentes de

resisténcia avaliados nas cultivares que

apresentaram suscetibilidade a raca Il de H. vastatrix. Como controle foi utilizada

a cultivar Caturra.
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Para os componentes de resisténcia quantitivos avaliados para a raca |l
(Figura 4), nao foi observada diferenca significativas para o periodo de incubagao
(PI) e periodo latente (PL). Menor incidéncia significativa foi detectada para San
Pacho 1 e Pacamara 1 quando comparadas com Pacas, Catimor T5175, San
Pacho 3, Bourbon e o controle (Caturra). Menor severidade e AACPD também
foi observada para essas mesmas duas cultivares, San Pacho 1 e Pacamara 1.
A producgao de esporos foi significativamente maior para Bourbon e o controle.

De acordo com os resultados apresentados para a raga XXXIII (Figura 5),
para Pl e PL também n&o foi verificado diferenga significativa entre as cultivares.
Maiores valores de incidéncia foi observado para Catimor T5175, San Pacho 3,
Pacas 2, San Pacho, Bourbon e o controle (Caturra). No caso da severidade, as
cultivares Lempira 2, CR95 lzalco, Catimor 4, Pacamara 1, Colismor, Catimor
T5175, San Pacho, San Pacho 3 nio difieriram estatisticamente e apresentaram
menor valor significativo quando comparadas com o controle e as cultivares
Pacas 2 e Bourbon. Bourbon e o controle apresentaram as maiores quantidades
de uredosporos e diferiram estatisticamente das cultivares CR lzalco, San
Pacho, Pacamara 1, Colismor, Lempira 2, Catimor 4, Pacas 2, Catimor T5175 e
San Pacho 3. Para a AACPD, as cultivares Lempira 2, CR95 lzalco, Catimor 4,
Pacamara 1, Colismor, Catimor T5175 e San Pacho nao apresentaram
diferencas significativas, mas se diferiram das cultivares San Pacho 3, Pacas 2
e Bourbon que apresentaram os maiores valores. Todas as cultivares

apresentaram diferengas singnificativas em relagao ao controle (Caturra).

3.2. Genotipagem

Além da informacdo da resisténcia a duas importantes racas de H.
vastatix, as cultivares plantadas na América Central foram analisadas quanto a
presenca de diferentes genes de resisténcia com base em marcadores
moleculares. Por meio de marcadores previamente identificados como ligados
aos genes (Tabela 3), foi possivel monitorar os alelos de resisténcia em quatro
locos distintos (locos A, B, C e D) que conferem resisténcia a ferrugem e um loco
(loco E) associado a resisténcia a CBD. O loco A (marcadores Sat 244 e BA-
124-12K-f) corresponde ao gene Sy3 identificados em C. liberica e introgredido

em genotipos de C. arabica por meio de hibridos naturais entre as duas especies.
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Os locos B (marcadores CaRHv8 e SSR 16) e C (marcador CarHv9)
correspondem a genes maiores de resiséncia presente no Hibrido de Timor e
que confere resisténca as ragas |, Il e patotipo 001 de H. vastatrix. O loco D
(marcador CARF 005) também esté presente na fonte de resistencia Hibrido de
Timor e foi clonada comprovando dominios conservados de genes de resisténcia
de plantas a patogenos (RGA- Analogo de Gene de Resisténcia). O gene de
resistencia a CBD (loco E), identificado em Hibrido de Timor, foi monitorado
pelos marcadores Sat 235 e Sat 207 (Tabela 3).

Do total de 175 plantas avaliadas com base nos marcadores moleculares
(Tabela 4), 18 individuos (10,34%) apresentaram o alelo de resisténcia para o
gene ShH3 (loco A), sendo todos em homozigose (Aa). Entre os cafeeiros
contendo o alelo de resisténcia para esse gene estdo um dos individuos de
Pacamara 1 (proveniente de El Salvador e do grupo genético Bourbon-Tipica),
um Pacamara 4 (Honduras, grupo Bourbon-Tipica), o cafeeiro de Pacas 1 (El
Salvador, grupo Bourbon-Tipica), dois Pacas 2 (El Salvador, grupo Bourbon-
Tipica), um Geisha (Honduras, grupo Bourbon-Tipica), trés Catimor_8667
(Honduras, grupo Catimor), trés Catimor 4 (Republica Dominicana, grupo
Catimor), trés Colismor (Guatemala, grupo Catimor), dois IHCAFE_90E
(Honduras, grupo Catimor) e um San_Isidro_S48 (Guatemala, grupo Catimor).
Dessa forma, estdo incluidos cafeeiros dos cinco paises e dos trés grupos

genéticos.
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Tabela 3. Marcadores molecularesutilizados, que estao ligados a genes que conferem resisténcia a Hemileia vastatrix e a

Colletotrichum kahawae.

Resisténcia Loco Gene Marcador Tipo Distancia (cM) Marcacgao
SAT 244 SSR 0 Codominante
A SH3
BA-124 -12K-f SCAR 0 Dominante
. CaRHv8 SCAR 3 Dominante
Hem/le{a B Gene/QTL-GL2
vastatrix SSR 016 SSR 3.7 Codominante
C Gene/QTL-GL5 CaRHv9 SCAR 2.3 Dominante
D NB-ARC e LRR CARF 005 Especifico . Dominante
_ SAT 235 SSR 0 Codominante
Colletotrichum E Ck-1
kahawae
SAT 207 SSR 17.2 Codominante

SSR: Simple sequence repeat; SCAR: Sequence Characterized Amplified Regions; CAPS: Cleaved Amplified Polymorphic Sequence
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Tabela 4. Gendtipos obtidos com a utilizagdo de marcadores moleculares associados aos genes de resisténcia do cafeeiro
a Hemileia vastatrix: Sy3 (Loco A), QTL para resisténcia as ragas |, |l e patétipo 001 (Loco B e C), NB-ARC e LRR (Loco

D); e a Colletotrichum kahawae gene Ck-1 (Loco E).

Individuo Genétipo Individuo Genotipo Individuo Genotipo
Pacamara_1A% aabbC_D EE San_Pacho® aaBbC_ddEe Catimor_3E™ aaBBC D ee
Pacamara_1B% aabbC D ee San_Pacho 1A% aabbC D Ee Catimor_3F" aaBbccddee
Pacamara_1C% aabbccD_Ee  San_Pacho_1B%* aabbC_D Ee  Catimor 8667 A% aaBbccddEe
Pacamara_1D% aabbccD_Ee  San_Pacho _1C% aabbC D Ee  Catimor 8667 B®" aaBbccddEe
Pacamara_1E® aabbccD_EE  San_Pacho_1D% aabbccddee Catimor_8667_C%*" AaBbccddEe
Pacamara_1F% AabbccddEe  San_Pacho 1E® aabbC D _Ee  Catimor 8667 D3 AaBBccddEe
Pacamara_2A%® aabbccD Ee  San_Pacho 1F% aabbC D _Ee  Catimor 8667 _E*" aaBBC_ddEe
Pacamara_2B%> aabbccD Ee  San_Pacho 2A% aabbC D _Ee  Catimor 8667 F*”" AaBbC_ddEe
Pacamara_2C® aabbccD Ee  San_Pacho 2B% aabbC D Ee Catimor T5175_A3%" aabbccddee
Pacamara_2D% aabbccD_Ee  San_Pacho 2C% aabbC_D Ee Catimor_T5175 B%®" aabbccddee
Pacamara_2E% aaBbC D ee San_Pacho 2D% aaBbC D Ee Catimor _T5175 C®" aabbccddee
Pacamara_2F% aaBbC D _Ee San_Pacho 2E% aabbC D Ee Catimor _T5175 D% aabbccddee
Pacamara_3% aaBbccD ee  San_Pacho 2F% aabbC D _Ee Catimor_T5175 E3" aabbccddee
Pacamara 4A% aabbC D EE San Pacho 3A% aabbC D Ee Catimor T5175 F®" aabbccddee
Pacamara_4B%* aaBbC D Ee San_Pacho 3B% aabbccddee Catimor_5175*" aaBBC_D_FEe
Pacamara_4C¥ aaBbC_D_Ee San_Pacho_3C% aabbccddee Catimor_51754" aaBBC_D_Ee
Pacamara_4D% AabbC D EE San_Pacho_3D% aabbC_D Ee Catimor_1A*" aaBbccD _Ee
Pacamara_4E* aabbC D Ee San_Pacho 3E® aaBbccddee Catimor_1B*” aaBBC D _Ee
Pacamara_4F% aaBbC D _Ee San_Pacho 3F%* aabbC D ee Catimor_2A*" aaBBccD_Ee

Pacas_1A%  AaBbccD_Ee Bourbon_A% aabbccddee Catimor_2B*" aaBBC D _EE

Pacas 2A%  aaBbC_ddEe Bourbon_B¥ aabbccddee Catimor_2C*” aaBBC D ee

Pacas 2B% A bbC_ddEe Bourbon_C%  aabbccddee Catimor_2D*" aaBBC _D_FEe

Pacas_2C%®  AabbccddEe Bourbon_D% aabbccddee Catimor_2E*” aaBbC D ee

Pacas _2D%®  aabbccddEe Bourbon_E¥ aabbccddee Catimor_2F*” aaBBC_ddEe

Pacas 2E%  aabbccddEe Bourbon_F®%" aabbccddee Catimor_4A™ aaBbccddee

Pacas_2F®  aaBbccddEe Catimor_3A"™ aaBBC_D ee Catimor_4B"™ aaBbccddee

Geisha_A¥*  aaBbC_ddee Catimor_3B'™ aaBbC D ee Catimor_4C"™" aaBBccddee

Geisha_B¥  aaBbC_ddEe Catimor_3C""  aaBbccddee Catimor_4D"" aaBBccddee

Geisha_C¥  AaBbC_ddEe Catimor_3D"" aaBBC_D ee Catimor_4E™ aaBbccddee

'Republica Dominicana 2Costa Rica ®Honduras *Guatemala 5E| Salvador *Bourbon-Tipica **Catimor ***Sarchimor ****Hibrido
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Continuacéo Tabela 4.

Individuo Genétipo Individuo Genétipo Individuo Genotipo
Colismor_A4** AaBBccD_Ee IHCAFE_90F3** AaBBC _ddEe Centroamericano F3D3**** aabbC D Ee
Colismor_B4**  AaBbccddEe Anacafe_A4** aaBBC D Ee Centroamericano_F3E3*** aabbC _D_Ee
Colismor_C4**  AaBbccddEe Anacafe_B4** aaBBC D Ee Centroamericano_F3F3**** aabbC D Ee
Colismor_D4**  aabbccddEe Anacafe_C4** aaBBC D _Ee Sarchimor_A4*** aaBBC D _Ee
Colismor_E4** aaBbccddEe Anacafe_D4** aaBBC D Ee Sarchimor_B4*** aaBBccD_Ee
Colismor_F4** aaBBcD_Ee Anacafe E4** aaBBC D EE Sarchimor_C4*** aaBBccD_Ee
Guapa_A4** aaBbccD_Ee Anacafe_F4** aaBBC D Ee gg:gmmg::gj:: 22%?)3555:
Guapa_B4**  aaBbccD_EE CR95_IZALCO_A5** aaBBccddee Sarchimor_F4*** aaBbccD_Ee
Guapa_C4** aaBbccD_ee CR95_IZALCO_B5** aaBBC_D_ee Cuscatleco_1A5*** aaBBC_D_ee
Guapa_D4**  aaBbccD_Ee CR95_IZALCO_C5** aaBBccddee Cuscatleco_1B5*** aaBBC_D_Ee
Guapa_E4** aaBBC_D_Ee CR95_IZALCO_D5** aaBBccddee Cuscatleco_1C5*** aaBbccD_ee
Guapa_F4** aaBBC D Ee CR95 IZALCO_E5** aaBBccD_ee Cuscatleco_1D5*** aaBBccD_Ee
Lempira_1A3** aaBbC_ddee CR95 _IZALCO_F5** aaBbccddee Cuscatleco_1E5*** aaBbccD_Ee
Lempira_1B3** aaBBC_ddEe CR_952** aaBBC D ee Cuscatleco 1F5*** aaBbccD_Ee
Lempira_1C3** aaBbC _ddEe Catigua_ MG2A4**** aaBBC D _Ee Cuscatleco 2A5*** aaBbC D Ee
Lempira_1D3** aabbC_ddEe Catigua_ MG2B4**** aaBBC D Ee Cuscatleco_2B5*** aaBbC D Ee
Lempira_1E3** aaBBccddEe Catigua_MG2C4**** aaBBC D _ee Cuscatleco_2C5*** aaBbC_D Ee
Lempira_1F3** aaBBccddEe Catigua_MG2D4**** aaBbC D Ee Cuscatleco_2D5*** aaBBC D Ee
Lempira_2A3** aaBBccddee Catigua_MG2E4**** aaBBC D EE Cuscatleco 2E5*** aaBbC D Ee
Lempira_2B3** aaBBccddee Catigua_ MG2F4**** aaBBccD_Ee Cuscatleco 2F5*** aaBBC D _EE
Lempira_2C3** aaBBccddee  Centroamericano F2A3**** aaBbccddee San_lIsidro_S482*** aaBBC D Ee
Lempira_2D3** aaBBccddee  Centroamericano_F2B3**** aaBbC_D_ee San_lIsidro_S482*** aaBBC_D _Ee
Lempira_2E3** aaBBccddee  Centroamericano_F2C3**** aabbC_D Ee San_lIsidro_S482*** aaBBC D _EE
Lempira_2F3** aaBBccddee  Centroamericano_F2D3**** aaBBC D Ee San_lIsidro_S482*** AaBBccD Ee
IHCAFE_90A3** aaBBC D Ee Centroamericano F2E3**** aaBBC D Ee San_lIsidro_S482*** aaBBC D Ee
IHCAFE_90B3** aaBBC _D_Ee Centroamericano_F2F3**** aaBBC D Ee San_lIsidro_S483*** aaBBC D _Ee
IHCAFE_90C3** aaBBccD _Ee  Centroamericano F3A3**** aabbC_D Ee Parainema_Apical3*** aaBBC D ee
IHCAFE_90D3** aaBBC D ee Centroamericano F3B3**** aabbC D EE Parainema_A3*** aaBBC D ee
IHCAFE_90E3** AaBBccddee  Centroamericano_F3C3**** aabbC_D_Ee Parainema_B3*** aaBBC_D_Ee

'Republica Dominicana ?Costa Rica *Honduras “Guatemala °El Salvador *Bourbon-Tipica **Catimor ***Sarchimor ****Hibrido
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Para os marcadores do loco B, 40,57% dos individuos apresentaram o alelo de
resisténcia em homozigoses dominante (BB), 28% em heterozigose (Bb) e 31,43%
em homozigose recessiva (bb). No loco C, o alelo de resisténcia (C_) foi observado
em 54,29% e o alelo homozigoto recessivo (cc) representou 45,71% dos individuos.
Do total de cafeeiros analisados, 147 apresentaram alelo de resisténcia em pelo
menos um dos locos que conferem resisténcia as ragas |, I, ou patétipo 001 de H.
vastatrix (Tabela 4). Vinte e oito cafeeiros ndo apresentaram o alelo de resisténcia em
nenhum dos dois locos (bbcc), sugerindo que esses individuos sao suscetiveis a raga
II, predominante no continente americano. Entre esses cafeeiros estédo individuos das
cultivares Pacamara 1, Pacas 2, San Pacho 3, Bourbon e Catimor T5175, que quando
fenotipados com raca Il de H. vastatrix apresentaram susceptibilidade (Tabela 2).
Dessa forma, os dados genotipicos confirmam a susceptibilidade observada na
inoculagdo. Quatro individuos da cultivar Pacamara 2 ndo apresentaram alelos de
resisténcia para esses dois QTL, no entanto, foram resistentes quando inoculados
com H. vastatrix. Esses dados sugerem que, além dos dois QTL, devem existir outros
locos que conferem resisténcia a raga |l do patogeno. Os resultados obtidos
evidenciam a importancia na complementariedade das informag¢des encontradas na
fenotipagem e utilizagcdo de marcadores moleculares para compreender a resisténcia
do cafeeiro.

Para o gene RGA clonado, observou-se a presenca do alelo de resisténcia em
62,86% dos individuos (D_) (Tabela 4). Considerando os quatro locos de resisténcia
para ferrugem, observou-se que 18 cafeeiros ndo apresentaram alelos de resisténcia
em nenhum loco (aabbccdd) e 32% dos individuos tem a presenga do alelo de
resisténcia nos trés locos (A_B_C_) (Tabela 4). A caracterizagdo molecular mostra a
segregacao desses diferentes locos dentro e entre as cultivares da América Central
analisadas. Além disso, foi possivel detectar a piramidagao de alelos de resisténcia
em varios cafeeiros, o que € desejado para obtencdo de resisténcia duravel a doenca.

Nas anadlises para determinar a presenga do gene que confere resisténcia a
Colletotrichum kahawae (CBD), foi observado que 6,29% individuos apresentaram o
alelo de resisténcia em homozigose (EE), 60,57% em heterozigose (Ee) e 33,14% em
homozigose recessiva (ee), ou seja, ndo apresentam resisténcia a CBD (Tabela 4).

A analise conjunta dos cinco genes de resisténcia, considerando os diferentes

grupos genéticos estudados, foi verificado que:
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A) Grupo Bourbon-Tipica

Para a cultivar Pacamara, do total de 19 individuos, 10% apresentaram o alelo
de resisténcia para o gene Sh3 (loco A), 32% para o loco B em heterozigose (Bb) e
68% para o loco B em homozigose recessiva (bb). O alelo de resisténcia no loco C
(C_) foi observado em 53% dos individuos e no loco D em 95%. Para resisténcia a
CBD, o alelo de resisténcia em heterozigose (Ee) foi encontrado em 64% dos
individuos e 21% em homozigoze dominante (EE). Da combinagédo de locos nos
individuos para resisténcia ferrugem, 31% tem a presenca de trés locos e 26% tem a
presencga de dois locos (Tabela 4).

Para a cultivar Pacas, do total de sete individuos, 43% apresentaram o alelo
para SH3 (loco A), 43% o loco B de maneira heterozigota (Bb), 29% o loco C_, e 14%
o loco D. Para o loco de resisténcia a CBD, 100% dos individuos apresentaram o alelo
de resisténcia em heterozigose. Da combinacdo de locos nos individuos para
resisténcia a ferrugem, 14% revelaram a presencga de trés locos para resisténcia a
ferrugem enquanto 29% apresentaram dois locos, 29% dos individuos n&o
apresentam locos.

Dos trés individuos da cultivar Geisha, todos apresentaram pelo menos um
gene de resisténcia, sendo obtidos os seguintes genadtipos: aabbC_D_Ee; aaBbC_ddEe;
AaBbC_ddEe.

Para San Sacho, do total de 19 individuos, nenhum dos individuos analisados
apresentou o alelo de resisténcia para Sn3 (loco A). Para o loco B, 16% apresentaram
o loco heterozigoto (Bb) e 84% loco homozigoto recessivo (bb). O gendtipo C_ foi
observado em 79% dos individuos, enquanto D_ em 74%. O loco de resisténcia a
CBD apresentou-se de maneira heterozigota (Ee) em 74% dos individuos e 26% como
homozigoto dominante (EE). Da combinagdo de locos que conferem resisténcia a
ferrugem, 5% apresentaram alelos de resisténcia em trés locos e 74% em dois locos.
Do total de individuos 16 % apresentaram seu genoétipo de maneira recessiva para
todos os locos de resisténcia a doenca.

Ja o cultivar Bourbon, quando analisado com os diferentes marcadores para
determinar a presenca de locos que possam conferir resisténcia a doencas, se
evidenciou por ndo apresenta nenhum loco, € uma cultivar suscetivel a ferrugem e

diante de uma eventual entrada do CBD na América ndo apresentaria resisténcia.
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B) Grupo Catimor

As cultivares Lempira, CR95 e Catimor 8667, possuem a mesma origem
genética. Do total de 25 individuos, trés possuiram o alelo para Snx3 (loco A), sendo
uma excecgao. Para o loco B, 68% dos individuos apresentaram-se como BB, 28% Bb
e 4% bb. O loco C revelou-se em 32% dos individuos. Ja o loco D se apresentou em
12% dos individuos. O loco E, de resisténcia a CBD apresentou-se de maneira
heterozigota (Ee) 44%. Da combinagédo de locos nos individuos para resisténcia a
ferrugem, 12% apresentaram trés locos, 32% dois e 56% um loco, demostrando que
aqueles individuos que tem menos locos de resisténcia a ferrugem, apresentam
maiores possibilidade da suplantagdo de genes pelo fungo H. vastatrix, como ja
reportado para Lempira em Honduras no ano 2017 (Leén-Gémez, 2017) e CR-95 em
Costa Rica e Guatemala no 2019 (Cedicafe, 2019).

As cultivares Anacafé, IHCAFE90, Catimor e Catimor T5175, possuem a
mesma origem genética. Do total de 39 individuos, dois possuiram o alelo para Snx3
(loco A), sendo uma excecéo. Para o loco B, 64% dos individuos apresentaram o loco
BB, 21% o Bb e 15% bb. Do total de individuos, 56% tem o loco C_, 59% o loco D de
resisténcia a ferrugem. Para CBD, 44% apresentaram Ee e 5% de maneira
homozigota dominante (EE). Da combinagao de locos para resisténcia a ferrugem
54% dos individuos revelaram-se com trés locos, enquanto 13% com dois e 18% um
loco. Quinze porcento dos individuos ndo apresentaram pelo menos um loco que
confere resisténcia a ferrugem. Mostra que individuos que possuem uma menor
quantidade de locos de resisténcia a ferrugem, apresentam maiores possibilidades de
susceptibilidade a H. vastatrix. Catimor T5175, apresenta locos de maneira
homozigota recessiva, caracterizando a mesma como suscetivel, evidenciado quando
fendtipo com as raga Il e XXXII de H. vastatrix.

O cultivar Colismor, do total de 6 individuos, trés possuem o alelo para Sh3
(loco A), sendo uma excegao. Para o loco B, os individuos apresentaram-se como BB
(53%), Bb (50%) e bb (17%). Todos os individuos apresentaram o loco cc, enquanto
33% apresentaram o loco D. Para CBD revelou-se presenca do loco em 100% dos
individuos de maneira heterozigota (Ee). Da combinagcdo de locos que conferem
resisténcia a ferrugem 17% tem a presenca de trés locos, 50% de dois e 17% um loco.

A cultivar Guapa, do total de 6 individuos, nenhum apresentou o alelo para Sx3

(loco A). Para o loco B os individuos apresentaram-se como, 33% (BB) e 67% (Bb). O
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loco C foi revelado em 33% dos individuos, enquanto o loco D em todos. Somente
17% apresentaram o loco de resisténcia a CBD de maneira homozigota dominante
(EE), 67% heterozigota (Ee) e 17% homozigoto recessivo. Da combinagao de locos
para resisténcia a ferrugem, 33% tém a presenca de trés locos e 67% de dois locos.

C) Grupo Sarchimor

Parainema, originaria de Honduras, do total de 3 individuos, nenhum
apresentou o alelo para SH3 (loco A). No entanto, 100% dos individuos revelaram o
loco BB, o loco C_, e loco D. Para resisténcia ao CBD, 33% dos individuos
apresentaram loco de maneira heterozigota (Ee) e 67% homozigoto recessivo (ee).
Da combinacgao de locos nos individuos 100% revelaram trés locos para resisténcia a
ferrugem.

A cultivar Sarchimor, apresentou do total de 6 individuos, nenhum loco para
SH3 (loco A). Em contrapartida, 60% dos individuos revelaram o loco BB e 40% Bb. O
loco C_ se apresentou em 20% dos individuos, enquanto o loco D em 100%. Para o
loco de resisténcia a CBD, todos os individuos se apresentaram de maneira
heterozigota (Ee). Da combinag&o de locos para resisténcia a ferrugem, 20% tém a
presenca de trés locos e 80% tém presenca de dois locos.

Cuscatleco originada de El Salvador, de 12 individuos, nenhum apresentou o
alelo para Sh3 (loco A). Quase a metade (42%) dos individuos se apresentaram como
BB e 58% como Bb. O loco C_ se revelou em 66%, e loco D em todos os individuos.
O loco de resisténcia a CBD foi apresentado de maneira heterozigota (Ee) em 75%
dos individuos, homozigota dominante (EE) em 8% e homozigota recessiva (ee) em
16%. Da combinagao de locos para resisténcia a ferrugem 67% tem a presenga de
trés locos para resisténcia a ferrugem e 33% tém presenga de dois locos.

O cultivar San Isidro S48, de 6 individuos, um (16%) mostrou o alelo para Sx3
(loco A). Todos os individuos possuiram o loco BB, 83% o loco C_, e 100% o loco D.
Para resisténcia a CBD, os locos se apresentaram de maneira heterozigota (Ee) em
83% dos individuos e homozigota dominante (EE) em 17%. Da combinacéo de locos
nos individuos 100% apresentou trés locos de resisténcia para ferrugem.

Do total de 12 individuos para a cultivar Centroamericano, nenhum possui o
alelo para Sk3 (loco A). Para o loco B, 25% dos individuos apresentaram-se como BB
e 17% de maneira heterozigota (Bb). O loco C__ se revelou em 92% dos individuos, a

mesma porcentagem foi obtida para o loco D. O loco de resisténcia a CBD se
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apresentou de maneira heterozigota (Ee) em 75% dos individuos e 17% como
homozigota dominante (EE). Da combinagéo de locos nos individuos 33% tem a
presenca de trés locos e 58% tém presencga de dois locos para resisténcia a ferrugem

D) Grupo Hibrido

Para a cultivar Catigua MG2, do total de 6 individuos, nenhum apresentou o
alelo para Sn3 (loco A). O loco B foi apresentado para 83% dos individuos como BB e
para 17% de maneira heterozigota (Bb). A maioria (83%) dos individuos apresentaram
o loco C_, enquanto todos apresentaram o loco D. os locos de resisténcia para CBD
foram apresentados de maneira heterozigota (Ee) em 66% dos individuos e
homozigota dominante (EE) em 17%. Da combinacao de locos 83% tem a presenca

de trés locos e 17% de dois locos para resisténcia a ferrugem.

4. Discussao

Por muitos anos, a cafeicultura da América Central e Caribe tiveram preferéncia
por utilizarem cultivares de C. arabica do grupo genético Tipica-Bourbon. Esse grupo
genético é constituido por cafeeiros que nao possuem introgressdo de genes de
outras espécies, sendo considerados arabicas puras, e, em geral, sdo suscetiveis as
principais pragas e doencas. A preferéncia dos cafeicultores por esse grupo esta no
potencial dos cafeeiros para qualidade de bebida, caracteristica importante e que
define o valor a ser pago pelo produto (Melese & Kolech, 2021; Monge & Guevara,
2000). A partir dos anos 2012-2013, devido a epidemia de ferrugem ocorrida na regiao
(Avelino et al., 2015; Zambolim & Caixeta, 2021), os produtores passaram a buscar e
plantar cultivares com resisténcia a H. vastatrix. Dentre os materiais genéticos
disponiveis para substituir os cafeeiros suscetiveis estavam os Catimores e
Sarchimores (Anzueto, 2019). Cultivares desses grupos foram desenvolvidas a partir
da introgressao de genes de resisténcia a doencgas da espécie C. canephora. Para a
obtencao das cultivares, os melhoristas cruzaram cafeeiros do grupo Tipica-Bourbon,
para manter as caracteristicas morfoagronémicas e qualidade de bebidas desses
gendtipos, com hibridos interespecificos naturais contendo os genes de resisténcia.
Tanto o Catimor quanto o Sarchimor foram originados do Hibrido de Timor (hibrido
natural entre C. arabica e C. canephora), que apresentam genes que conferem
resisténcia a patégenos como H. vastatrix e nematoides (Setotaw et al., 2013;

Zambolim & Caixeta, 2021) e que tem um alto potencial nos programas de
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melhoramento pela presenca de genes que conferem resisténcia a fatores bidticos e
abidticos que afetam a producéao de café.

Esse estudo evidencia que muitas cultivares plantadas na América Central
possuem resisténcia ou tolerancia a raca Il de H. vastatrix, até mesmo alguns
cafeeiros do grupo Tipica-Bourbon. No entanto, ragas mais complexas, que
apresentam maior numero de genes de viruléncia, como a raga XXXIIl, tendem a
suplantar a resisténcia de algumas cultivares (Tabela 2). Essa suplantacdo foi
observada para as cultivares Catimor 4, Lempira 2, Colismor, San Pacho e CR95
Izalco, que foram resistentes a raga Il, porém, suscetivel a raga XXXIII (Tabela 2). A
incorporagao de novas cultivares resistentes a ferrugem tem modificado o parque
cafeeiro da América Central (Anacafé, 2021). Esse fato promove uma pressao de
selegdo no patogeno, suplantando os genes de resisténcia e ocasionando o
aparecimento de novas ragas mais complexas de H. vastatrix (Zambolim & Caixeta,
2021).

Dessa forma, apesar de a maioria das cultivares analisadas terem apresentado
resisténcia a ferrugem (83% cultivares a raca Il e 72% a raga XXXIII), existe uma
preocupacao de suplantacido da resisténcia, o que motiva a busca por cafeeiros com
resisténcia duravel. Uma das estratégias para obteng¢ao de cultivar com resisténcia
duravel € o acumulo de alelos de resisténcia em diferentes locos, o denominado
piramidacao génica. Essa piramidagao foi analisada no presente trabalho por meio de
marcadores moleculares, sendo possivel identificar cafeeiros contendo diferentes
combinagdes de genes de resisténcia a ferrugem e ao CBD. A utilizagao de cultivares
com resisténcia a ferrugem €& importante e proporciona um manejo eficiente da
doenca, contribuindo para o sucesso na producao.

Além de analisar a resisténcia qualitativa, no presente trabalho, os cafeeiros
foram avaliados quanto a diferentes componentes quantitativos. Dessa forma, os
individuos que apresentaram susceptibilidade a ferrugem foram analisados quanto ao
periodo de laténcia, periodo de incubagao, incidéncia, severidade, quantidade de
uredosporos e area abaixo da curva de progresso da doenga (AACPD).

O periodo de laténcia esta estreitamente relacionado com a taxa de
multiplicagdo do patdégeno, uma vez que periodos pequenos aumentam o numero de
ciclos de multiplicagdo e, consequentemente, resultam em intensidade da doenca

(Vale et al., 2001). Apesar de sua importancia, as cultivares analisadas nesse nosso
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estudo, ndo diferiram estatisticamente em relacdo a essa caracteristica, levando em
consideragao o periodo maximo de 34 dias. Para os componentes de incidéncia e
severidade, existe uma relagédo direta com a produgao de uredosporos, onde uma
maior incidéncia resulta em maior severidade e maior produgdo de uredosporos
(Figuras 4 e 5).

Avaliar resisténcia quantitativa muitas vezes dificulta a interpretacao da
informacdo, mas utilizar o parametro de AACPD, permite estimar a gravidade
acumulada da doenca sem ter que considerar a interagcdo do gendtipo x ambiente
(Vale et al., 2001). Para a raca |l (Figura 4), a cultivar Bourbon apresentou a AACPD
maior, mas essa nao diferiu estatisticamente das cultivares Catimor T5175, Pacas2 e
San Pacho 3. Ja para raga XXXIII (Figura 5), a AACPD maior foi para Pacas 2 e
Bourbon, que diferiram estatisticamente das outras cultivares suscetiveis. Deve-se
monitorar a variavel AACPD, visando evitar a taxa de acumulacao de aparecimento
de novas epidemias que possam afetar novamente a produgao de café.

Diante desse panorama, o aparecimento de novas ragas ou patétipos de H.
vastatrix sdo cada vez mais complexas, com capacidade de suplantar a resisténcia
das cultivares de café. Esse fato pode dever-se a mudancgas no parque cafeeiro da
América Central, que possui fontes de resisténcia proveniente dos Hibridos de Timor,
que permite uma suplantagédo, por fatores coevolugdo planta-patégeno. Assim é
importante conhecer o gendétipo ou a presenga do loco para conferir resisténcia do
café ao patdgeno H. vastatrix. Entender a teoria proposta por Flor em 1942, a qual
indica que “para cada gene de resisténcia no hospedeiro, ha um gene de aviruléncia
no patdégeno”, € que permite explicar a resisténcia nas plantas (Flor, 1971).

Com base nessa teoria, para que um patdégeno consiga suplantar a resisténcia
de gendtipos como os identificados nesse trabalho, que contém pelo menos trés ou
quatro genes de resisténcia, € necessario que ocorra mutacao de trés ou quatro genes
de aviruléncia do fungo, dificultando sua interagdo com o hospedeiro. Agrupamento
de genes em um mesmo individuo evidencia piramidag¢ao, desejada no melhoramento
de novas cultivares, sendo a melhor forma de obter varios locos que oferecam
resisténcia vertical a patdgenos que causam doencas no cafeeiro (Cui et al., 2020).
Essa técnica segue a premissa de que € raro uma raga conter todos os genes de
viruléncia, o que permite que a resisténcia seja mais duradoura (Zambolim & Caixeta,
2021).
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Além da piramidac&o génica, os marcadores moleculares utilizados permitiram
observar homozigose e heterozigose em alguns locos estudados. Para o gene ck-1
que conferem resisténcia a CBD, em 175 individuos analisados, 6,25% tém o loco de
forma homozigota dominante (EE) e 57% de forma heterozigota (Ee). Muitos deles
sdo promissores para conferir resisténcia ao patégeno. Considerando que a doencga
se encontra quarentenaria na América, esse controle preventivo pode ser muito util
diante de uma eventual entrada do patégeno no continente (Cui et al., 2020).

Uma grande descoberta é a presenca de genes de resisténcia SH3, em
individuos do grupo genético Catimor e Sarchimor, devido ao fato desse gene conferir
uma resisténcia duradoura a H. vastatrix (Gutiérrez-Calle et al., 2021). Esses
individuos sdo promissores nos programas de melhoramento como fontes de
resisténcia a ferrugem.

No caso de cultivares do grupo Catimor que sé possuem um gene em algum
dos locos que conferem resisténcia a ferrugem, por exemplo Catimor 4 (loco B) e
Lempira 2 (loco B), apresentam uma maior possibilidade da resisténcia ser
suplantada, como verificado para o cultivar Lempira em Honduras no ano 2017 (Leon-
Gbémez, 2017). Esse fato explica a preocupacédo de produtores em evidenciar a
presenca do fungo nos cultivares pela suplantagao da resisténcia, vai precisar de um
manejo e monitoriamento mas rigoroso para diminuir o avance da doenga nas
plantacdes de essas cultivares.

Os Sarchimores tém a particularidade de apresentar mais genes de resisténcia
a ferrugem, por exemplo as cultivares Cuscatleco e Parainema que possuem alelos
de resisténcia nos dois QTL (B_ e C_) e no gene clonado (D_). Esse fato explica por
que as cultivares derivadas de Catimor estdo se tornando suscetiveis a ferrugem e as
derivadas de Sarchimor continuam como resistente, visto que quanto ao loco para
CBD o Sarchimor possui o alelo de resisténcia e o Catimor em geral nao apresenta.

Esses resultados mostram que existem variedades para enfrentar o problema
atual de doengas no parque cafeteiro da América, mas os trabalhos de fenotipagem
com ragas de H. vastatrix devem ser realizados para identificar susceptibilidade a
novas ragas ou patétipos (Anzueto, 2019), além disso, deve-se ter uma
complementariedade com marcadores moleculares que identificam o loco que confere
resisténcia a doengas. Isso permite ter uma rastreabilidade e garantir a autenticidade

da cultivar.
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A falta do conhecimento genético molecular das cultivares utilizadas na

América Central quanto a resisténcia a doengas, dificulta compreender a resisténcia

completa, resisténcia incompleta e a possivel piramidacao de genes, com a finalidade

de limitar a evolugdo do patdégeno (Ledn-Gémez, 2017). Com o presente trabalho,

essa informagédo tende a ser esclarecida, gragas a utilizagdo da fenotipagem do

material genético com duas ragas de H. vastatrix, complementada com a genotipagem

(utilizagao de marcadores moleculares), que permite elucidar a presenca desses locos

que conferem resisténcia, ndo sé a ferrugem, mas também a CBD, anterior a uma

eventual entrada na América.

5. Conclusoes

1.

Das 36 cultivares da América Central analisadas para resisténcia a H.
vastatrix, 30 sdo resistentes a raca Il e 26 a raga XXXIII do fungo.

As cultivares Catimor 4 da Republica Dominicana, Lempira 2 de Honduras,
Colismor da Guatemala e San Pacho de El Salvador, apesar de
apresentarem resisténcia a raca |l de H. vastatrix, sdo suscetiveis a raca
XXXIII, que é mais complexa.

Na genotipagem, os cafeeiros apresentam variabilidade e possuem alelos
que conferem resisténcia a H. vastatrix, complementando os resultados da
fenotipagem.

Diferentes combinacdes dos alelos de resisténcia sdo encontradas quando
sdo analisados os quatro locos associados a resisténcia a H. vastatrix,
sendo observado gendtipos contendo alelos de resisténcia em todos os
locos até gendtipos sem nenhum alelo de resisténcia.

Com base no marcador molecular associado ao gene Ck-1, a maioria dos
cafeeiros analisados (63,25%) possui alelo de resisténcia a CBD.

Nenhum alelo de resisténcia foi encontrado nos cafeeiros da cultivares
Bourbon de El Salvador e Catimor T5175 de Honduras, confirmando as
analises de inoculagdo das plantas, onde esses gendtipos foram
suscetiveis.

Piramidacao génica de diferentes alelos de resisténcia a H. vastatrix e C.

kahawae estao presentes entre as cultivares plantadas na América Central.
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