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RESUMO

ALVES, Danubia Rodrigues, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, setembro de
2024. Dosagem alélica em Coffea arabica: evidéncias de pareamento
homeodlogo e identificacdo de QTL associados a resisténcia a Hemileia
vastatrix. Orientadora: Eveline Teixeira Caixeta Moura. Coorientadores: Guilherme
da Silva Pereira e Dénia Pires de Almeida.

Entre as 141 espécies do género Coffea, C. arabica e C. canephora sdo as mais
cultivadas devido a sua relevancia econdémica, sendo o café ardbica responsavel por
cerca de 57% da producdo mundial. A espécie C. arabica é um alopoliploide
resultante da hibridacdo natural entre C. eugenioides e C. canephora, seguida da
duplicacdo de todo o genoma. Evidéncias moleculares recentes sugerem a
ocorréncia de rearranjos gendmicos e trocas homeologas no genoma da espécie,
destacando a complexidade genética desse poliploide. Contudo, a base genética das
cultivares de C. arabica é estreita, devido a sua origem recente e a gargalos
evolutivos, o que compromete sua resisténcia a estresses bidticos e abioticos. A
ferrugem do cafeeiro, causada pelo fungo Hemileia vastatrix € uma das doencas que
mais causa prejuizo na producado do café arabica. O plantio de cultivares resistentes
€ a estratégia mais eficaz para controlar a doenca, mas o alto potencial evolutivo do
patdogeno frequentemente supera a resisténcia das cultivares desenvolvida. Os
programas de melhoramento genético de C. arabica tém se concentrado na selecéo
de progénies superiores e na transferéncia de genes de resisténcia duravel, com
destaque para o Hibrido de Timor (HdT). No Capitulo 1, foi apresentada uma reviséo
bibliografica abordando temas relevantes que contribuiram para o embasamento e a
elaboracdo dos capitulos subsequentes. No capitulo 2, foram investigados a
dosagem alélica e possiveis pareamento homedlogos em C. arabica, utilizando
genotipagem em larga escala com marcadores SNP em populacdo F2. Os
resultados indicaram menores distorcdes de segregacao dos marcadores ao utilizar
a chamada de variantes tetraploides em comparacdo com chamadas diploides, além
de evidéncias para um suposto pareamento nado preferencial entre os dois
subgenomas que constituem a espécie. O capitulo 3, teve como objetivo identificar
QTL relacionados a resisténcia de C. arabica as ragas I, Il, XXXIII e ao patétipo 001
de H. vastatrix, utilizando genotipagem em larga escala com marcadores SNP e
mapeamento de QTL por andalise de marcas individuais. Foram identificados QTL
associadas a resisténcia as diferentes racas de H. vastatrix, incluindo marcas
inéditas para a resisténcia a raca XXXIIl e novas marcas para as racas |, Il e o
patétipo  001. As descobertas desta pesquisa tém implicacdes



significativas para programas de melhoramento de C. arabica. Elas fornecem novas
informacdes sobre o genoma da espécie, evidenciando a relevancia de considerar a
dosagem alélica e o pareamento homedlogo em estudos sobre esse alotetraploide,
além de evidenciar regides gendmicas associadas a resisténcia a diferentes racas
de H. vastatrix.

Palavras-chave: alopoliploide; marcador molecular; melhoramento do cafeeiro;
ferrugem do cafeeiro; snp



ABSTRACT

ALVES, Danubia Rodrigues, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, September,
2024. Allele dosage in Coffea arabica: evidence of homeologous pairing and
identification of QTL associated with resistance to Hemileia vastatrix. Adviser:
Eveline Teixeira Caixeta Moura. Co-advisers: Guilherme da Silva Pereira and Dénia
Pires de Almeida.

Among the 141 species of the genus Coffea, C. arabica and C. canephora are the
most cultivated due to their economic relevance, with arabica coffee accounting for
approximately 57% of world production. The species C. arabica is an allopolyploid
resulting from the natural hybridization between C. eugenioides and C. canephora,
followed by duplication of the entire genome. Recent molecular evidence suggests
the occurrence of genomic rearrangements and homeologous exchanges in the
genome of the species, highlighting the genetic complexity of this polyploid. However,
the genetic base of C. arabica cultivars is narrow, due to their recent origin and
evolutionary bottlenecks, which compromises their resistance to biotic and abiotic
stresses. Coffee rust, caused by the fungus Hemileia vastatrix, is one of the diseases
that causes the greatest damage to arabica coffee production. Planting resistant
cultivars is the most effective strategy for controlling the disease, but the pathogen's
high evolutionary potential often overcomes the resistance of the cultivars developed.
Genetic breeding programs for C. arabica have focused on the selection of superior
progenies and the transfer of durable resistance genes, with emphasis on the Timor
Hybrid (HdT). Chapter 1 presents a literature review covering relevant topics that
contributed to the basis and preparation of subsequent chapters. Chapter 2
investigates allelic dosage and possible homoeologous pairings in C. arabica using
large-scale genotyping with SNP markers in an F2 population. The results indicate
lower segregation distortions of markers when using tetraploid variant calling
compared to diploid calls, in addition to evidence for a supposed non-preferential
pairing between the two subgenomes that constitute the species. Chapter 3 aimed to
identify QTL related to C. arabica resistance to races I, Il, XXXIII, and pathotype 001
of H. vastatrix, using large-scale genotyping with SNP markers and QTL mapping by
analysis of individual markers. QTL associated with resistance to different races of H.
vastatrix were identified, including novel markers for resistance to race XXXIIl and
new markers for races I, Il and pathotype 001. The findings of this research have
significant implications for breeding programs of C. arabica. They provide new
information about the genome of the species, highlighting the relevance of
considering allelic dosage and homeologous pairing in studies on this



allotetraploid, in addition to highlighting genomic regions associated with resistance
to different races of H. vastatrix.

Keywords: allopolyploid; molecular marker; coffee breeding; coffee rust; snp
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1.1. Género Coffea

O género Coffea (familia Rubiaceae) possui 141 espécies/taxons (GUYOT et al., 2020).
Apesar do grande nimero de espécies relatadas, apenas duas sdo mais cultivadas, por
apresentarem maior importancia econoémica, C. arabica e C. canephora (SAKIYAMA, 2015;
DAVIS et al., 2019). A espécie C. arabica ocorre naturalmente na Etidpia e no Suddo do Sul.
Ja as plantas selvagens da espécie C. canephora ocorrem em grande parte na Africa tropical
umida (DAVIS et al., 2006, 2019). O café arabica (C. arabica) corresponde em média 57% do
café produzido no mundo e o café Robusta e café Conilon, variedades da espécie C. canephora,
abrange os 43% restantes. A produgdo prevista para a safra 2024/2025 ¢ de 99,9 milhdes de
sacas de 60kg para C. arabica e 76,4 milhdes de sacas de 60kg para C. canephora (CONAB,
2024; MAPA, 2024). O café arabica ¢ mais apreciado pelos consumidores, devido ao menor
amargor em seus sabor e menor teor de cafeina (LEROY et al., 2006; WANG et al., 2020).
Desse modo, o café arabica ¢ vendido a um prego superior ao C. canephora (CONAB, 2024;

MAPA, 2024).

Nos ultimos 30 anos, uma demanda progressiva resultou na expansao da producdo e da
exportacdo de café, com um valor estimado em mais de 200 bilhdes de dolares anuais (USDA,
2022). Atualmente, o café, principal commodity dos paises tropicais, € cultivado principalmente
como produto de exportacdo em varias regioes tropicais e serve como importante fonte de renda
e emprego em paises em desenvolvimento da América Latina, Africa e Asia. A cafeicultura tem
grande importancia socioecondmica no Brasil, que atualmente € lider nas exportacdes mundiais
e estd entre os maiores paises produtores e consumidores (CONAB, 2024; MAPA, 2024;
USDA, 2024). Entretanto, por ser uma cultura perene e cultivada em grandes areas, ela esta
sujeita a riscos iminentes que afetam diretamente a produtividade e, consequentemente, a
economia do pais. Assim, a cafeicultura brasileira ¢ caracterizada por utilizar tecnologias que
garantem a quantidade e qualidade do produto no mercado, contrabalangando as adversidades

encontradas (TSOUROS et al., 2019; CAMPUZANO-DUQUE & BLAIR et al., 2022).

Perturbagdes a cadeia produtiva provocadas por mudancas climaticas, crises sanitaria,
instabilidade politica e, atualmente, consequéncias das interrupgdes socioeconomicas
provocada pela pandemia da covid-19, estdo influenciando as tendéncias e padrdes do consumo
de café no mundo (RHINEY et al., 2021; CAMPUZANO-DUQUE & BLAIR et al., 2022).
Além disso, os produtores de café enfrentam desafios provocados por pragas e doengas na
lavoura, dentre elas a ferrugem do cafeeiro, uma das doencas que mais causa prejuizo na

producdo do café arabica (HARELIMANA et al., 2022; ZAMBOLIM et al., 2024). De tal modo,
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¢ de suma importancia a cooperacao entre os setores publico e privado no enfrentamento dos
desafios da cafeicultura. Sdo necessarios investimentos adicionais no avango da pesquisa
cafeeira para lidar com os desafios e conseguir atender a crescente demanda por café
(KRISHNAN et al., 2021; RHINEY et al., 2021; CAMPUZANO-DUQUE & BLAIR et al.,
2022).

1.2. Espécie Coffea arabica

A espécie C. arabica ¢ um alopoliploide natural que se reproduz principalmente por
autopolinizacdo. No género Coffea, apenas C. arabica é poliploide, apresentando 2n = 4x = 44
cromossomos. As outras 140 espécies sao diploides (2n = 2x = 22 cromossomos) (DAVIS et
al., 2021). A origem de C. arabica supostamente ocorreu entre 350.000 e 610.000 anos
(SALOJARVI et al., 2024), a partir da hibridacdo natural entre duas espécies diploides, C.
eugenioides (2n = 2x = 22 cromossomos) ¢ C. canephora (2n = 2x = 22 cromossomos)
(LASHERMES, et al., 1999), seguida de uma duplicagdo de todo o genoma, provavelmente
durante um unico evento de alopoliploidizacio (CLARINDO & CARVALHO, 2009;
LASHERMES, et al., 2014; SCALABRIN et al., 2020; BAWIN et al., 2021).

A Etiopia ¢ considerada o principal centro de origem e diversificagdo do café ardbica
(SYLVAIN, 1955). Cultivares que tiveram suas origens genéticas nas variedades botanicas
Tipica e, ou Bourbon, foram a base para o cultivo de café arabica na América do Sul e Central
(KRUG et al., 1939; CARVALHO et al., 1989; SETOTAW et al., 2013). Posteriormente, os
hibridos interespecificos Hibrido de Timor (HdT) e Icatu (derivados do cruzamento natural de
C. arabica com C. canephora) também contribuiram para a base genética das cultivares

modernas de café ardbica (SETOTAW et al., 2013; SCALABRIN et al. 2020).

Entretanto, a base genética das cultivares de C. arabica, utilizadas atualmente nos diversos
paises produtores, tem sido descrita como sendo estreita, devido & sua recente origem
alotetraploide e fortes gargalos durante sua historia evolutiva (SETOTAW et al., 2020;
SCALABRIN et al., 2020; SALOJARVI et al., 2024). Calcula-se que 97,55% da base genética
das cultivares brasileiras de C. arabica ¢ derivada de apenas 13 linhagens ancestrais, assim, a
maioria das cultivares lancadas sdo linhagens irmas com histérico genético semelhante
(SETOTAW et al., 2020). A baixa diversidade das cultivares da espécie tem sido reconhecida
como uma limita¢ao significativa da resisténcia/tolerancia das variedades a estresses bidticos e

abioticos (ANTHONY et al., 2002), como por exemplo a ferrugem do cafeeiro causada pelo
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fungo biotrofico H. vastatrix, uma das doencas mais devastadoras dos cafezais mundialmente

(HARELIMANA et al., 2022; SILVA et al., 2022a; ZAMBOLIM et al., 2024).

1.3. Melhoramento de Coffea arabica visando resisténcia a Hemileia vastatrix

O melhoramento genético do cafeeiro tem contribuigdes marcantes no desenvolvimento
agrondmico e tecnoldgico da cafeicultura, por meio da obtencdo de cultivares portadoras de
elevado potencial produtivo, aliado a outras caracteristicas de interesse, como qualidade do
grao, qualidade da bebida e resisténcia/tolerancia a estresses bioticos e abioticos (SAKIYAMA,
2015; MELESE & KOLECH, 2021). Diferentes métodos de melhoramento tém sido aplicados
em diversos paises produtores de café ao redor do mundo com o objetivo de melhorar o
rendimento e a qualidade da cultura. A aplicagdo dos métodos varia dependendo da quantidade
de variagdo genética disponivel, das condic¢des ecoldgicas e do objetivo final dos programas de

melhoramento de Coffea (MELESE & KOLECH, 2021).

Um dos objetivos dos programas de melhoramento do cafeeiro ¢ a busca por cultivares
resistentes a principal doenca da cultura, a ferrugem do cafeeiro. Essa doenca ¢ causada pelo
fungo biotrofico H. vastatrix (ordem Uredinales, familia Pucciniaceae) que infecta
exclusivamente o género Coffea, acarretando perdas de producao de mais de perda de 30-50%
na producdo (ZAMBOLIM, 2016; ZAMBOLIM et al.., 2024). A maioria das variedades de C.
arabica ¢ suscetivel a esse fungo, enquanto que a espécie C. canephora apresenta variedades

resistentes (CARVALHO et al., 2010; SILVA et al., 2022a).

Até o momento foram caracterizadas mais de 50 racas de H. vastatrix, sendo identificadas
no Brasil 16 diferentes ragas (I, II, I1I, VII, X, XIII, XV, XVI, XVII, XXI, XXII, XXIII, XXIV,
XXV ou XXXI, XXXIII, XXXVII). A raga II esta presente em maior frequéncia nas lavouras
de café do Brasil e a raga XXXIII tem sido reportada como a mais complexa, contendo dois ou
trés genes de viruléncia (VARZEA et al., 2005; ZAMBOLIM et al., 2005; CAPUCHO et al.,
2012; ZAMBOLIM & CAIXETA, 2021; ZAMBOLIM et al., 2024). O plantio de cultivares
resistentes ¢ a medida mais eficaz e econdmica de controle da ferrugem, embora tratamentos
quimicos, como o uso de fungicidas, possam ser realizados de forma preventiva (WALLER et

al., 2007; ZAMBOLIM, 2016; ZAMBOLIM et al., 2024).

Na busca por cultivares de café resistentes a essa doenca, ja foram identificadas diferentes

fontes de resisténcia. A resisténcia a ferrugem do cafeeiro € governada por pelo menos nove
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genes dominantes (Sul a Su9) de acordo, com a teoria gene a gene proposta por Flor (1971).
Os genes Sul, Su2, Su4 e Su5 foram identificados, individualmente ou em combinagdo, em
cafeeiros da espécie C. arabica, enquanto Su6, Su7, Su8 e Su9 em C. canephora ¢ Su3 em C.
liberica (NORONHA-WAGNER & BETTENCOURT, 1967; BETTENCOURT &
NORONHA-WAGNER, 1969; BETTENCOURT et al., 1980, 1988). Além disso, outros genes
de resisténcia também foram identificados (gene CC-NBS-LRR e gene HdT LRR RLK?2)
(BARKA et al., 2020; ALMEIDA et al., 2021b).

O grande obstaculo para o melhoramento de Coffea buscando resisténcia a H. vastatrix é o
potencial evolutivo das populacdes do fungo. Estes sdo capazes de suplantar a resisténcia das
cultivares desenvolvidas, ja que ao longo do tempo pode haver a ocorréncia de novas racas do
patdgeno, para as quais as plantas ndo possuem resisténcia. Um exemplo disso sdao o Sul, Su2,
Su4 e Su5S que se encontram em diferentes variedades comerciais. Esses genes ja foram
suplantados pelos patégenos que ocorrem no Brasil, representando assim, um desafio para os
melhoristas na busca de resisténcia durdvel a ferrugem do cafeeiro (BETTENCOURT, 1973;
VARZEA & MARQUES, 2005; ZAMBOLIM et al., 2005; DINIZ, et al., 2012; VAN DER
VOSSEN et al., 2015).

Por muitos anos, a selecdo para resisténcia a H. vastatrix foi baseada na resisténcia
completa, altamente especifica, originada dos principais genes Sy introgredidos, derivados de
C. arabica, C. canephora ou C. liberica. No entanto, o alto grau de variabilidade e
adaptabilidade do patogeno resultou na perda gradual da resisténcia baseada nos principais
genes Sy. Os genes Sy de C. arabica ja foram suplantados pelas racas de H. vastatrix existentes
no Brasil (BETTENCOURT, 1973; DINIZ, et al., 2012). A resisténcia poligénica parcial e ndo
especifica a H. vastatrix foi identificada em C. canephora, em alguns geno6tipos de C. arabica
e em hibridos interespecificos (HERRERA et al., 2009; ROMERO et al., 2010). Assim, os
programas de melhoramento do cafeeiro buscam desenvolver estratégias para melhorar a
durabilidade da resisténcia a H. vastatrix em cultivares de café arabica, através da combinac¢ao
de resisténcia qualitativa (completa ou raga-especifica) e quantitativa (parcial ou nao raca
especifica) (BARKA et al., 2020; ALMEIDA et al., 2021b; SERA et al., 2022; SILVA et al.,
2022a; ALVES et al., 2024).

Os programas de melhoramento de C. arabica possuem linhas de pesquisa visando a selegao
de progénies superiores derivadas de cruzamentos intra e interespecificos para a transferéncia
de genes de resisténcia a ferrugem do cafeeiro (SAKIYAMA, 2005; SERA et al., 2022). Os

genes Su6, Su7, Su8 e Su9, identificados em C. canephora, estao presentes no Hibrido de Timor
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(HdT), um hibrido natural entre C. arabica e C. canephora. O HdT e as progénies derivadas do
seu cruzamento com outras cultivares, vém sendo estudadas em diversas regides produtoras de
café no mundo, devido a sua resisténcia a H. vastatrix. O seu germoplasma tem sido utilizado
em programas de melhoramento que visam a resisténcia durdvel a ferrugem e outras doengas
do cafeeiro (CAPUCHO etal., 2009; ALMEIDA et al., 2021a,2021b; SERA et al., 2022; SILVA
et al., 20006, 2022a; ALVES et al., 2024).

O uso eficiente dos recursos disponiveis nesses hibridos naturais resistentes ¢ fundamental
para o melhoramento continuo das variedades de C. arabica, ja que o HdT, além de apresentar
resisténcia a ferrugem se cruza facilmente com as cultivares de C. arabica, favorecendo a
transferéncia de sua resisténcia (CARVALHO et al., 1989; LASHERMES et al., 2009; SILVA
et al., 2022a; ZAMBOLIM et al., 2024). Assim, os programas de melhoramento do cafeeiro
tém utilizado os HdT como fonte de resisténcia aliada a estratégia de sele¢@o assistida por
marcadores (SAM) e piramidagao de genes, para se obter resisténcia duravel a H. vastatrix. Um
dos métodos mais utilizados para realizar a SAM ¢ o mapeamento genético e identificacdo de
QTL (Quantitative Trait Loci) associados a caracteristica de interesse (ALKIMIM et al., 2017;
ALMEIDA et al., 2021a; MEDEIROS et al., 2021; SAAVEDRA et al., 2023; FEITOSA et al.,
2024).

1.4. Mapeamento genético e identificacdo de QTL em Coffea

O mapeamento genético associado ao estudo de QTL ligados a caracteristicas de interesse
¢ uma abordagem de fundamental importancia para os estudos genéticos, incluindo estudo de
heranga genética, estudos de evolugdo comparativa, da organizacdo dos cromossomos e dos
processos biologicos relacionados a genes de interesse. Entre as aplicacdes dessas técnicas nos
programas de melhoramento, se encontram a introgressdo de caracteristicas de interesse em
cultivares comerciais, escolha de genitores superiores, selecao assistida de plantas e clonagem
de genes (ALMEIDA et al., 2021a, 2021b; ARORA et al., 2021; XIONG et al., 2021; WANG
etal., 2023; ZHAO et al., 2023).

A expansdao das pesquisas gendmicas, possibilitada pelo desenvolvimento de novas
ferramentas biotecnologicas, aumentou em larga escala a quantidade de informagdes biologicas
e moleculares disponiveis (EGAN et al., 2012; MICHNO & STUPAR, 2018). Os métodos se
Sequenciamento de Nova Geragao (NGS) permitiram a difusao do processo de sequenciamento,

gerando milhares de sequéncias de DNA em um tnico ensaio e reduzindo o custo de data-point.
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A medida que os custos e as capacidades dessas tecnologias continuam evoluir, novos campos
de estudo continuam sendo abertos, permitindo pesquisadores a obter uma visao cada vez mais
profunda da regido gendémica alvo (JAGANATHAN et al., 2020; WANG et., 2023; ZHAO et
al., 2023).

Os avangos nas plataformas de genotipagem com marcadores SNP (Single Nucleotide
Polymorphism) de alto rendimento consolidaram-se como ferramentas poderosas para a
genotipagem em todo o genoma de organismos, gracas a sua elevada eficiéncia e ao baixo custo
por marcador. Essas plataformas demonstraram ser eficazes para analise de ligacdo,
mapeamento de QTL e andlise de associacdo em todo o genoma. O mapeamento de QTL com
marcadores SNP ¢ o caminho para uma caracterizacdo molecular mais detalhada e estudos
funcionais da relagao entre polimorfismo e variacdo de caracteristicas. Dessa forma, a
genotipagem com marcadores SNP tornou-se altamente relevante para os programas de
melhoramento genético, facilitando o estudo de QTL e integrando-o de maneira mais eficiente
ao melhoramento assistido por marcadores e a selecdo gendmica (COCKRAM & MACKAY,
2018; YOU et al., 2019; WANG et., 2023; ZHAO et al., 2023).

Em trabalhos anteriores, mapas genéticos de Coffea foram construidos usando marcadores
moleculares desenvolvidos para espécies diploides, como RAPD (Random Amplified
Polymorphic DNA), AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism) e SSR (Simple
Sequence Repeat) (LASHERMES et al., 2001; PEARL et al., 2004; PRAKASH et al., 2004;
TEIXEIRA-CABRAL et al., 2004; PRIOLLI et al., 2008; ROMERO et al., 2014; PESTANA et
al., 2015; FERRAO et al., 2015; MONCADA et al., 2016). Nesses trabalhos, apesar dos mapas
serem pouco saturados, foram identificados QTL associados a caracteristicas de importancia
para os programas de melhoramento do cafeeiro. Prakash et al. (2004) desenvolveram os
primeiros marcadores especificos de locus co-segregando com Su3, derivados da introgressao
em C. arabica. No trabalho desenvolvido por Pestana et al. (2015), foi construido um mapa
genético de ligagdo para C. arabica, composto por 111 marcadores (RAPD, AFLP, SSR),
distribuidos em 12 grupos de ligacao, cobrindo 976,8 cM do genoma. Neste mapa, foram
identificadas duas regides nos grupos de ligagdes 2 e 10 que correspondem a dois loci

associados a resisténcia do cafeeiro ao patotipo 001 e as ragas I e Il de H. vastatrix.

Ha dois mapas genéticos utilizando SNP para identificacio de QTL associado a
caracteristicas de interesse para o melhoramento de C. arabica. Em um dos estudos, um mapa
genético com 22 grupos de ligagdo, construido a partir 848 marcadores SNP e SSR, foi usado

para identificar QTL associados a producdo de café, altura da planta e tamanho do grao
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(MONCADA et al., 2016). No outro estudo o mapa de ligagdo com 11 grupos de ligacao foi
constituido de 699 marcadores SNP para a anélise de QTL associado a resisténcia a Coffee

Berry Disease (CBD) (GIMASE et al., 2020).

Entretanto, ndo existem estudos que adotem abordagens que considerem as peculiaridades
do genoma poliploide dessa espécie, no mapeamento genético e na identificagdo de QTL. De
tal modo, a utilizagdo de metodologias direcionadas para estudos genéticos de espécies
diploides em C. arabica podem gerar resultados irreais, incluindo distor¢ao de segregacao de
marcadores moleculares, devido a uma limitagdo intrinseca desses métodos que esta associada
a negligéncia do nivel de ploidia (GARCIA et al., 2013; GERARD et al., 2024) e possiveis
trocas homeologas nessa espécie alotetraploide (LASHERMES et al., 2014, 2016; ORTIZ &
SHARBROUGH, 2024; SALOJARVI et al 2024). Destacando a importancia de entender a

complexidade do genoma dessa de C. arabica.

1.5. Mapeamento genético e identificacdo de QTL em poliploides

Embora as espécies poliploides sejam de grande relevancia na agricultura, o mapeamento
genético e a identificagdo de QTL relacionados a caracteristicas agronomicas de interesse em
culturas poliploides progrediram de forma mais lenta em comparagao as culturas diploides. Esse
atraso ¢ amplamente atribuido a complexidade inerente a organizagdo gendmica dos poliploides
(GARCIA et al., 2013; GERARD et al., 2024). Tradicionalmente, os estudos genéticos em
poliploides concentravam-se em marcadores desenvolvidos para espécies diploides, como
AFLP e SSR. Esses marcadores ganharam ampla popularidade em diversas espécies vegetais,
incluindo poliploides, devido a sua capacidade de serem aplicados sem a necessidade de
informacdes prévias de sequéncia, e se destacavam-se por sua alta reprodutibilidade em
diferentes laboratorios, tornando-se ferramentas essenciais para andlises genéticas em plantas

(CORDEIRO et al., 2000; MCGREGOR et al., 2000; MCNEIL et al., 2011).

A genotipagem com marcadores SNP avangou de forma significativa em diversas culturas
poliploides, como morango, rosa, batata, trigo e crisantemo. (BASSIL et al., 2015; KONING-
BOUCOIRAN et al., 2015; VOS et al., 2015; WINFIELD et al., 2016; VAN GEEST et al.,
2017). Esses marcadores moleculares t€ém se mostrado ferramentas valiosas para estudos de
ligacdo, mapeamento de QTL de caracteristicas importantes e analises de associagdo em nivel

de genoma completo em espécies poliploides (YOU et al., 2019; WANG et al., 2022). Ao
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identificar SNP em todo o genoma e realizar a chamada de doses, € possivel avaliar a frequéncia
de cada alelo no conjunto poliploide, aumentando substancialmente a quantidade de
informacdes disponiveis em cada locus, proporcionando uma visdo mais abrangente das
variagoes genéticas presentes no DNA dessas espécies (VOORRIPS et al., 2011; HACKETT et
al., 2013; GARCIA et al., 2013; GERARD et al., 2018).

A dosagem de alelo refere-se ao nimero de copias de um alelo especifico em um locus
génico, comparado ao alelo de referéncia. Em espécies tetraploides, por exemplo, onde "A" é o
alelo de referéncia, a dosagem pode variar desde aaaa (nulliplex), passando por Aaaa (simplex)
at¢é AAAA (quadruplex). O principal desafio ao trabalhar com poliploides ¢ diferenciar
corretamente os tipos de heterozigotos, como Aaaa, AAaa e AAAa (GARCIA et al., 2013;
ANNICCHIARICO et al., 2015; BIAZZI et al., 2017). Usando sistemas de marcadores
tradicionais como AFLPs ou SSRs, os genotipos sdo frequentemente classificados de forma
binaria: 0 para auséncia de banda (aaaa) ou 1 para presenga de banda (Aaaa, AAaa, AAAa e
AAAA), sem considerar o nivel de ploidia. Portanto, sistemas de marcadores que possibilitam
a disting¢do clara de todos os alelos presentes nos genotipos sao mais informativos para o estudo
de genomas poliploides. No entanto, isso requer a aplicacio de métodos estatisticos
especializados, a fim de permitir uma analise e interpretacdo detalhadas dos dados nesse

contexto complexo (GARCIA et al., 2013).

Além disso, pesquisas moleculares recentes sugerem que rearranjos gendmicos, envolvendo
trocas homeologas, desempenharam um papel crucial na evolucdo de genomas alopoliploides,
possivelmente ocorrendo nas fases iniciais do desenvolvimento dessas espécies, por meio de
pareamentos multivalentes ou menos restritos durante a meiose (LASHERMES et al., 2014;
SCALABRIN et al., 2020, 2024). Embora a deteccao dessas variagdes seja desafiadora devido
a complexidade das alteragdes gendmicas, marcadores moleculares modernos tém sido valiosos
para esses estudos (LASHERMES et al., 2014, 2016; XIONG et al., 2021; CHU et al., 2021;
SCALABRIN et al., 2020, 2024). No entanto, assim como ocorre com os estudos de dosagem
alélica, o pareamento homedlogo em C. arabica ainda € uma éarea pouco explorada nas
abordagens de mapeamento de QTL, devido a complexidade do genoma poliploide da espécie
(SCALABRIN et al., 2024; SALOJARVI et al., 2024), além da escassez de modelos estatisticos
que integrem o pareamento preferencial em analises com alopoliploides (GERARD et al.,

2024).
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Resumo

A espécie Coffea arabica, uma commodity de importancia mundial, ¢ um alopoliploide que
proveio da hibridagdo natural entre duas espécies diploides, C. eugenioides ¢ C. canephora,
seguida de uma duplicacdo de todo o genoma, provavelmente durante um unico evento de
alopoliploidizacao. Inicialmente, C. arabica foi classificada como um alotetraploide segmentar,
um tipo de alopoliploide originado da hibridag¢ao de espécies proximas o suficiente, que permite
o pareamento parcial entre cromossomos homeologos. No entanto, evidéncias citogenéticas e
moleculares indicaram a auséncia de pareamento homedlogo em C. arabica, sugerindo um
comportamento meiotico semelhante ao de espécies diploides com formagao bivalentes, sendo
considerada, portanto, como alotetraploide perfeita. A principio, os estudos genéticos em C.
arabica, baseados em marcadores moleculares, foram realizados usando marcadores
desenvolvidos para espécies diploides. Entretanto, analises moleculares mais recentes,
utilizando marcadores SNP, mostraram que rearranjos gendmicos, envolvendo trocas
homeodlogas, ocorreram em C. arabica. Assim, a utilizagcdo de metodologias direcionadas para
estudos genéticos de espécies diploides em C. arabica podem gerar resultados irreais, devido a
uma limitacao intrinseca desses métodos que estd associada a negligéncia de possiveis trocas
homeoblogas, além e a desconsidera¢do do nivel de ploidia. Neste trabalho, foi investigada a
dosagem alélica e possiveis pareamento homeologos em C. arabica, utilizando genotipagem
em larga escala com marcadores SNP em populacdo F>. Foram observadas menores distor¢des
de segregagdao dos marcadores ao utilizar a chamada de variantes tetraploides em comparagao
com chamadas diploides, além de evidéncias para um suposto pareamento nao preferencial
entre os dois subgenomas que constituem a espécie C. arabica. Assim como os estudos de
dosagem alélica, o pareamento homeologo em C. arabica ainda ¢ uma area pouco explorada.
Dessa forma, as descobertas desta pesquisa tém implicagdes significativas para programas de
melhoramento de C. arabica, fornecendo novas informagdes cruciais para a compreensao do
genoma dessa espécie, evidenciando a importdncia de considerar a dosagem alélica e o

pareamento homeologo em estudos sobre esse alotetraploide.

Palavras-chave: Alopoliploide; Marcador molecular; Melhoramento do cafeeiro; Poliploides;

SNP.
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Abstract

The species Coffea arabica, a commodity of global importance, is an allopolyploid that
emerged from the natural hybridization between two diploid species, C. eugenioides and C.
canephora, followed by a duplication of the full genome, probably during a single
allopolyploidization event. Initially, C. arabica was classified as a segmental allotetraploid, an
allopolyploid originated from the hybridization of species close enough to allow partial pairing
between homeologous chromosomes. However, cytogenetic and molecular evidence indicated
the absence of homeologous pairing in C. arabica, suggesting a meiotic behavior similar to
diploid species with bivalent formation, and therefore being considered a perfect allotetraploid.
Initially, genetic studies in C. arabica, based on molecular markers, were performed using
markers developed for diploid species. However, more recent molecular analyses using SNP
markers have shown that genomic rearrangements involving homeologous exchanges have
occurred in C. arabica. Therefore, the use of methodologies aimed at genetic studies of diploid
species in C. arabica may generate unrealistic results, due to an intrinsic limitation of these
methods that is associated with the neglect of possible homeologous exchanges, in addition to
the disregard of the ploidy level. This study investigated allelic dosage and possible
homeologous pairings in C. arabica using large-scale genotyping with SNP markers in an F»
population. Smaller segregation distortions of markers were observed when using tetraploid
variant calling compared to diploid calls. In addition, a supposed non-preferential pairing
between the two subgenomes that constitute the species C. arabica was shown. Homeologous
pairing and allelic dosage studies in C. arabica are still an underexplored area. Thus, the
findings of this research have significant implications for C. arabica breeding programs,
providing new information crucial for understanding the genome of this species, highlighting
the importance of considering allelic dosage and homeologous pairing in studies on this

allotetraploid.

Keywords: Allopolyploid; Molecular marker; Coffee breeding; Polyploids; SNP.
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1. Introdugéo

A duplicagdo completa de um genoma, evento conhecido como poliploidia, ¢ um
mecanismo importante na especiacao e evolugdo dos genomas das plantas. Sabe-se que a
poliploidia ocorreu com frequéncia durante a evolu¢do das angiospermas e¢ que todas as
espécies de plantas com flores passaram por uma ou mais duplicagdo do genoma em sua histéria
evolutiva (JIAO et al., 2011; SOLTIS et al., 2014). A alopoliploidizagdo, mecanismo que
envolve a hibridacao interespecifica antes da duplicagdo completa de um genoma, também
contribuiu com a adaptacdo das plantas a nichos mais amplos, desempenhando um papel
fundamental na historia evolutiva de importantes culturas agricolas, como o trigo (Triticum
aestivum), algodao (Gossypium hirsutum) e café (Coffea arabica) (SOLTIS et al., 2014;
LASHERMES et al., 2014).

A espécie C. arabica, amplamente reconhecida como uma commodity de importancia
mundial (CONAB, 2024; MAPA, 2024; USDA, 2024), ¢ um alopoliploide que se reproduz
principalmente por autopoliniza¢do. No género Coffea, apenas C. arabica ¢ poliploide (2n = 4x
= 44 cromossomos). Em contraste, as outras 140 espécies/taxons sdo diploides (2n = 2x = 22
cromossomos) (GUYOT et al., 2020). C. arabica proveio da hibridagdo natural entre duas
espécies diploides, C. eugenioides e C. canephora (LASHERMES, et al., 1999), seguida de
uma duplicagio de todo o genoma, provavelmente durante um Unico evento de
alopoliploidizacao (CLARINDO & CARVALHO, 2008; LASHERMES, et al., 2014; BAWIN
etal., 2021).

As espécies alopoliploides podem seguir diferentes caminhos evolutivos, o que torna dificil
fazer generalizagdes sobre seus processos de evolugdo (DOYLE et al., 2008; SALOJARVI et
al., 2024). Esses organismos exibem padrdes de heranca genética que variam de completamente
disomicos, nos quais os cromossomos homologos (originados do mesmo subgenoma) se
pareiam durante a meiose, até tetrassdmicos, nos quais cromossomos homadlogos e homedlogos
(originados de subgenomas diferentes) podem interagir e se parear (ENDRIZZI, 1962; LEAL-
BERTIOLI et al., 2018). Além disso, diferentes padrdes de heranca podem ocorrer dentro do
mesmo genoma (SCALABRIN et al., 2024). Entretanto, a compreensdo das alteragdes
gendmicas pos duplicacdo e suas consequéncias ainda ¢ limitada, mas hé evidéncias que pode
ocorrer choque gendmico, em termos de ativacao de elementos transponiveis, troca homeologa,
instabilidade meiodtica e até variagao de caridtipo (DOYLE et al., 2008; SALOJARVI et al.,
2024).
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A origem poliploide de C. arabica resultante do cruzamento entre duas espécies
diploides com genomas semelhantes, ¢ amplamente aceita. No entanto, a sua classificagdo em
relagdo ao padrao de heranga genética foi por muitas vezes debatida (CLARINDO &
CARVALHO 2008; 2009; CENCI et al., 2012). Inicialmente, C. arabica foi classificada como
um alotetraploide segmentar, um tipo de alopoliploide originado da hibridagcdo de espécies
proximas o suficiente, que permite o pareamento parcial entre cromossomos homedlogos
(OROZCO-CASTILLO et al., 1996; PINTO-MAGLIO & CRUZ, 1998). No entanto,
evidéncias moleculares sugeriram a auséncia de pareamento homeologo em C. arabica, nao
devido a diferenciacdo estrutural entre os genomas parentais, mas possivelmente pelo efeito de
um ou mais genes reguladores, semelhantes ao Ph (supressor de parcamento homeodlogo)
(LASHERMES et al. 2000). A natureza alotetraploide de C. arabica também foi reforcada por
analises citogenética, que mostraram que, apesar da estreita relagdo entre os dois subgenomas,
C. arabica exibe comportamento meidtico semelhante ao de espécies diploides com formacao
bivalentes, podendo ser, portanto, considerada alotetraploide perfeita (CLARINDO &
CARVALHO 2008; 2009).

Inicialmente, os estudos genéticos em Coffea, baseados em marcadores moleculares,
foram realizados usando marcadores desenvolvidos para espécies diploides, como RAPD
(Random Amplified Polymorphic DNA), AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism) e
SSR (Simple Sequence Repeat) (LASHERMES et al., 2000, 2001; PRAKASH et al., 2004;
PEARL et al., 2004; TEIXEIRA-CABRAL et al., 2004; OLVEIRA et al., 2007; PRIOLLI et al.,
2008; ROMERO et al., 2014; FERRAO et al., 2015; PESTANA et al., 2015), considerando o
comportamento meidtico das espécies do género, incluindo C. arabica, semelhante ao
observado em espécies diploides, caracterizado pela formacao de bivalentes. Além disso, esses
marcadores ganharam ampla popularidade em diversas espécies vegetais, incluindo poliploides,
devido a sua capacidade de serem aplicados sem a necessidade de informagdes prévias de
sequéncia, e se destacavam-se por sua alta reprodutibilidade em diferentes laboratorios,
tornando-se ferramentas essenciais para andlises genéticas em plantas (CORDEIRO et al.,

2000; MCGREGOR et al., 2000; MCNEIL et al., 2011).

Mapas genéticos de Coffea foram desenvolvidos usando marcadores moleculares
RAPD, AFLP e SSR (PAILLARD et al., 1996; KY et al., 2000; PEARL et al., 2004;
TEIXEIRA-CABRAL et al., 2004; OLVEIRA et al., 2007; PESTANA et al., 2015). Nesses
estudos, apesar dos mapas serem pouco saturados, foram identificados QTL associados a

caracteristicas de importancia para os programas de melhoramento do cafeeiro. Entretanto,
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foram relatados um alto nimero de marcadores com distor¢do de segregagdo (DS), o que

dificulta a constru¢cdo de mapas saturados.

Posteriormente, novas tecnologias de sequenciamento possibilitam a geragao de dados
de genotipagem de alto rendimento usando SNP (Single Nucleotide Polymorphism), que sao
mais informativos do que os marcadores usados inicialmente. Essa abordagem permite uma
melhor cobertura do genoma e pode auxiliar no desenvolvimento de modelos mais realistas
para estudos genéticos em poliploides (SERANG et al., 2012; LARA et al., 2019; GERARD et
al., 2024). Os marcadores SNP possibilitaram a observac¢do direta de todos os genoétipos,
aumentando significativamente a informac¢ao incorporada em cada locus (dosagem alélica), e
oferecendo uma visao mais completa das varia¢des presentes no DNA das espécies poliploides

(VOORRIPS etal.,2011; HACKETT et al., 2013; GARCIA et al., 2013; GERARD et al., 2018).

Analises moleculares mais recentes, utilizando SNP, mostraram que rearranjos
gendmicos, envolvendo trocas homedlogas, ocorreram em C. arabica (LASHERMES et al.,
2014, 2016; ORTIZ & SHARBROUGH, 2024; SALOJARVI et al 2024). Esses estudos
indicaram que variagdes de sequéncia entre os subgenomas coexistem com variagdes alélicas
dentro dos subgenomas. Assim, a utilizacdo de metodologias direcionadas para estudos
genéticos de espécies diploides em C. arabica podem gerar resultados irreais, incluindo
distor¢do de segregacdo de marcadores moleculares, devido a uma limitacdo intrinseca desses
métodos que esta associada a negligéncia do nivel de ploidia e possiveis trocas homeologas
nessa espécie alotetraploide (GARCIA et al., 2013; GERARD et al., 2024). Destacando a

importancia de entender a complexidade do genoma dessa espécie.

Desse modo, o objetivo desse trabalho foi investigar a dosagem alélica e possiveis
pareamento homeologos em C. arabica, por meio de genotipagem em larga escala com
marcadores SNP, visando uma compreensao mais aprofundada da estrutura genética da espécie.
Posteriormente, as informacdes obtidas poderdo ser aplicadas nos estudos genéticos, como nos
desenvolvimentos de marcadores moleculares mais eficientes, para esse alopoliploide,

considerando suas peculiaridades.

2. Material e métodos

2.1. Populagéo experimental
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A populagdo utilizada nesse estudo, ¢ uma populagdo F» de C. arabica, derivada da
autofecunda¢do de uma planta Fi. Esse gendtipo foi originado do cruzamento entre Hibrido de
Timor UFV 443-03 (genitor masculino) e Catuai Amarelo IAC 64 (UFV 2148-57). Os
cruzamentos para a obtencdo da geracdo F; foram realizados por Pereira (1995) no
Departamento de Fitopatologia, na Universidade Federal de Vigosa (Vicosa/MG) (20°45'14"S,
42°52'53"0) — UFV e nas Fazendas Experimentais da EPAMIG. A planta da geragdo Fi (H 511-
1), foi submetida a autofecundacao controlada, para obtengao da geragao segregante F», com

246 plantas que se encontram em campo experimental da UFV (CAPUCHO et al., 2009).

2.2. Genotipagem
2.2.1. Extracdo de DNA

Foram coletados um par de folhas jovens de cada uma das 232 plantas da populacdo F»
segregante, da Fi, H 511-1, e dos genitores da Fi, UFV 443-03 e UFV 2148-57. Esse material
bioldgico foi enviado ao Laboratério de Biotecnologia do Cafeeiro (BioCafé/UFV), onde foi
realizada a extragdo do DNA gendmico conforme a metodologia descrita por (DINIZ et al.,
2005). Posteriormente, a qualidade do DNA foi avaliada em gel de agarose (1%) e quantificada
com espectrofotdmetro Qubit DNA BR (Life Technologies). A concentragao final de DNA foi
ajustada para 20 ng/uL.

2.2.2. Genotipagem com marcadores SNP

ApOs a extragdo e analise de qualidade, as amostras de DNA foram enviadas para a empresa
Rapid Genomics, Florida (EUA), para a genotipagem por sequenciamento de regides
genomicas. Essas regioes sequenciadas foram inicialmente identificadas por Resende et al.
(2016). Estes autores desenharam sondas com base em sequéncias disponiveis em bancos de
dados de Expressed Sequence Tags (ESTs) desenvolvidos pelo Projeto Genoma Brasileiro de
Café (VIEIRA et al., 2006) e também do genoma de referéncia de C. canephora (DENOEUD
et al., 2014), com o objetivo de cobrir todo o genoma de C. arabica. Para o presente trabalho,
foram selecionadas 400 sondas polimoérficas mais informativas, contendo maior nimero de
SNP, com base em trabalhos anteriores (SOUSA et al., 2017; SILVA et al., 2018; SILVA et al.,
2022b). Foram desenhados pares de primers para a amplificacdo destas regides usando a
tecnologia Flex-Seq EX-L (Rapid Genomics, 2021). A clonagem e o sequenciamento das sondas

amplificadas foram realizados utilizando a plataforma ///umina HiSeq.
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2.3. Chamadas de variantes e dosagem alélica

Com o uso do software bowtie2, as leituras obtidas com o sequenciamento foram mapeadas
utilizando o genoma de C. arabica como referéncia, disponivel no NCBI (GCF_003713225.1),
os codigos que representam os cromossomos do genoma de C. arabica estdo disponiveis na
tabela 1, e com base nas informacgdes de alinhamento, foram feitas as identificagoes das
variantes. Foram realizados dois mapeamentos diferentes. Inicialmente, procedeu-se com o
mapeamento contra o genoma C. arabica com chamada de variantes considerando ploidia igual
a 2 (diploides, gerando até trés classes genotipicas: 0, 1, 2) e posteriormente foi feito um
mapeamento com chamadas de variantes considerando ploidia igual a 4 (tetraploides, gerando
até cinco classes genotipicas: 0, 1, 2, 3, 4). A ferramenta FreeBayes (GARRISON & MARTH,
2012) foi utilizada para realizar a chamada de variantes a partir dos arquivos gerados pelo
alinhamento com o bowtie2. As andlises posteriores dos VCF foram feitas utilizando scripts

personalizados no software R (4.2.3).

Tabela 1: Relagdo entre os codigos que representam os cromossomos dos subgenomas (C¢e C°)

do genoma de C. arabica, disponivel no NCBI.

Cromossomo Cédigo Comprimento (bp)
1c NC_039898.1 50.636.588
le NC_039899.1 48.756.970
2c NC_039900.1 66.155.350
2e NC_039901.1 71.633.312
3c NC_039902.1 41.566.753
3e NC_039903.1 37.271.464
4c NC_039904.1 41.786.336
4e NC_039905.1 42.507.429
5e NC_039906.1 39.439.615
5c NC_039907.1 45.899.693
6c NC_039908.1 55.181.588
6e NC_039909.1 52.240.725
7c NC_039910.1 38.854.053
Te NC _039911.1 35.392.230
8e NC 039912.1 45.117.557
8c NC _039913.1 39.008.463
9c NC _039914.1 38.064.651
%e NC _039915.1 35.839.895
10e NC _039916.1 40.458.934
10c NC 039917.1 45.429.025
1lc NC 039918.1 36.215.491
1le NC 039919.1 42.465.768
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A fim realizar a chamada de dose e estudar de forma mais precisa as distribui¢cdes dos
genotipos da populagdo em estudo, foi utilizada a ferramenta updog, para gerar probabilidades
de genotipo e distribuigdes posteriores de genotipo para cada individuo em cada SNP
(GERARD et al., 2018). Com base nas contagens de leitura contidas nos VCF, foram inferidas
as dosagens de alelos de referéncia e alternativos usando modelo desenvolvido para o estudo
de populagdes poliploides. O modelo utilizado foi o “slpp”, o qual considera uma populagdo
tetraploide resultantes de uma unica geragao de autofecundacao (geragao S1), estimando com
precisdo a frequéncia de alelos e evidenciando classes genotipicas que antes eram confundidas

(GERARD et al., 2018).

Foram obtidos graficos de dispersdo com o objetivo de visualizar a distribui¢do de
individuos nas classes genotipicas (dosagens), a partir do FreeBayes e do updog resultantes de
segregacdes esperadas em uma populagdo F,. Para cada marcador especifico na populacdo em
estudo, o grafico de dispersdo contém as contagens de leituras do alelo de referéncia no eixo y
e as contagens de leituras do alelo alternativo no eixo x. Nos graficos de dispersao com os dados
obtidos a partir do mapeamento com chamadas de variantes considerando ploidia igual a 4 ,
individuos com quatro contagem de alelos de referéncia foram alocados perto da linha da
vertical (x = 0), enquanto individuos com uma contagem de zero alelos de referéncia estariam

perto da linha horizontal y = 0.

3. Resultados
Ap0s realizar o0 mapeamento contra o genoma de C. arabica, com chamada de variantes
diploide, o arquivo VCF resultante apresentou 2660 marcadores SNP para os 235 individuos,

distribuidos em todos os 22 cromossomos do genoma (Figura 1).
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Figura 1. Distribuicdo dos marcadores SNP com chamada diploide nos cromossomos do

genoma de C. arabica.

A maior parte dos graficos de dispersdo obtidos a partir desse mapeamento com o
objetivo de visualizar a distribuicdo de individuos nas classes genotipicas (dosagens), a partir
do FreeBayes, resultantes de segregagdes esperadas em uma populacdo F» apresentaram
desajuste para a maioria dos marcadores. Foi observado que a classe de gendtipos heterozigotos
ndo se comportou de acordo com a segregacdo esperada de 1:2:1 (1AA: 2Aa: laa) para uma
populagdo F» segregante, diploide, derivada de uma autofecundagdao de um genotipo
heterozigoto, para todos os loci (Figura 2). O teste de qui-quadrado resultou em 2510

marcadores distorcidos, restando apenas 150 marcadores segregando na propor¢ao esperada.
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Figura 2. Distribuicdo dos genoétipos para o marcador NC 039899.1 4575338 nas classes
esperadas 1AA: 2Aa: laa.

Ja o arquivo VCF resultante do mapeamento contra o genoma de C. arabica, com
chamada de variantes tetraploide apresentou 2766 marcadores SNP para os 235 individuos,
distribuidos por todos os 22 cromossomos do genoma de C. arabica (Figura 3). Os gréaficos de
dispersdo obtidos a partir desses dados apresentaram menor desajuste para a maioria dos

marcadores, em comparac¢do com os dados de chamada de variantes diploides (Figura 4).
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Figura 3. Distribuicdo dos marcadores SNP com chamada tetraploide nos cromossomos do

genoma de C. arabica.
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Utilizando a ferramenta updog, modelo “s1pp” para a analise dos 2766 marcadores SNP
com chamada de variantes tetraploides, foram obtidas melhores distribui¢do de individuos nas

classes genotipicas (dosagens) (Figura 5).
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Figura 5. Distribuicdo dos genotipos para o marcador NC 039899.1 4575338, utilizando o
modelo “slpp” do updog, nas classes esperadas 1AAAA: 4AAAa: 6AAaa: 4Aaaa: laaaa,

ajustado aos vieses de segregacdo esperados.

Entretanto, foi observado que alguns marcadores ndo se ajustaram nas dosagens
esperadas para uma populacdo F> segregante alotetraploide (1AAAA: 4AAAa: 6AAaa: 4Aaaa:
laaaa). Os dados evidenciaram que determinados marcadores apresentam segregacao de 1:2:1
(1AAAA: 2AAaa: laaaa), distribuicao esperada para uma populagado F» segregante, tetraploide,
derivada de uma autofecundacdo de um gendtipo que possui loci heterozigotos para a por¢ao

de um dos subgenomas e homozigoto para outro (Figura 6).
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Figura 6. Distribuicdo dos genétipos para os marcadores NC 039898.1 36658627 (a) e
NC 039899.1 12494491 (b).

Além disso, foi identificado que determinados marcadores apresentam a distribuicao de
doses de 1:2:1 (IAAAA: 2AAaa: laaa) quase perfeita. No entanto, existem alguns poucos
individuos presentes nas classes que representam as dosagens Aaaa e AAAa. Essa observacao
evidencia classes resultantes de um suposto pareamento nao preferencial, que pode ser definido
como pareamento entre cromossomos pertencentes aos diferentes subgenomas de C. arabica
(pareamento entre homedlogos) que ndo € esperado na segregacdo de espécie exclusivamente

alotetraploide (Figura 7).
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Figura 7. Graficos apresentando evidéncias para um suposto pareamento entre 0S Cromossomos
homeoblogos de C. arabica (cromossomos pertencentes aos subgenomas C¢e C°) na distribuicao

dos marcadores NC_039901.1 65365764 (a) e NC_039918.1 25233127 (b).

4. Discusséo

Tradicionalmente, os estudos genéticos de poliploides focavam principalmente em
marcadores moleculares desenvolvidos para espécies diploides, como AFLP ¢ SSR. Esses
marcadores se tornaram populares em muitas espécies de plantas e tinham como maior
vantagem nao necessitar de nenhuma informagao prévia de sequéncia, além de serem técnicas
altamente reprodutiveis em laboratérios (CORDEIRO et al., 2000; MCGREGOR et al., 2000;
MCNEIL et al., 2011). Entretanto, as espécies poliploides ndo se beneficiavam totalmente das
informacdes desses marcadores. Pois essas técnicas ndo permitem determinar o nimero de
copias de cada alelo (dosagem alélica) em um locus polimérfico, apresentando suposi¢des mais
simplificadas do genoma em estudo (MCGREGOR et al., 2000; MCNEIL et al., 2011; GARCIA
etal., 2013).

Com o surgimento das tecnologias de sequenciamento de nova geragdo e o progresso em
métodos genéticos e estatisticos, tornaram-se possiveis estudos mais detalhados de genomas
poliploides em diferentes culturas (HACKETT et al.,, 2013; GARCIA et al., 2013;
SCALABRIN et al., 2024). As tecnologias de genotipagem baseadas em marcadores SNP
proporcionaram uma ampla cobertura do genoma e possibilitaram a identificacdo da dosagem
alélica. Essa abordagem permite a observacao direta de todos os gendtipos, aumentando
significativamente a informacdo incorporada em cada locus e oferecendo uma visdo mais
completa das variagdes presentes no DNA das espécies poliploides (VOORRIPS et al., 2011;
HACKETT et al., 2013; GARCIA et al., 2013; GERARD et al., 2018).

A dosagem de alelo se refere ao nlimero de copias dos alelos em um locus génico em relacao
ao alelo de referéncia. Em tetraploide, por exemplo, onde A ¢ o alelo de referéncia, o gendtipo
varia de aaaa para nulliplex, Aaaa para simplex (dose unica) e assim por diante at¢ AAAA
(quadruplex). O grande desafio em trabalhar com espécies poliploides esta na distingdo correta
entre diferentes tipos de heterozigotos, no exemplo anterior: Aaaa, AAaa e AAAa. Nesse caso,
se os gendtipos fossem avaliados com um marcador AFLP, por exemplo, eles seriam pontuados
como 0 (banda de gel ausente) para aaaa ou 1 (banda de gel presente) para todos os outros

individuos (Aaaa, AAaa, AAAa e AAAA). Outro exemplo, utilizado um marcado codominante



47

SSR seriam diferenciados os gendtipos aaaa e AAAA, mas os genotipos Aaaa, AAaa, AAAa
ndo seriam distinguidos. Esses resultados irrealistas ocorrem devido a uma limitacdo intrinseca
dos métodos que esta associada a negligéncia do nivel de ploidia (GARCIA et al., 2013;
ANNICCHIARICO et al., 2015; BIAZZI et al., 2017).

Neste estudo, utilizando dados de genotipagem de marcadores SNP para uma populagdo de
C. arabica, foram observados desajustes das dosagens dos genotipos em algumas classes de
marcadores. Essas distor¢des foram identificadas na maioria dos marcadores a partir do
alinhamento contra o genoma de C. arabica, empregando chamadas de variantes diploides. A
segregacdo esperada utilizando esses marcadores codominantes para uma populagdo F»
segregante, diploide, derivada de uma autofecundacao de um gendtipo heterozigoto, para todos
os loci € 1:2:1. Entretanto, os resultados mostraram que a classe heterozigota apresentou alta

variagdo de segregacdo (94% de marcadores distorcidos).

Utilizando o alinhamento contra o genoma de C. arabica com chamadas de variantes
tetraploides, foram observadas menores distor¢des de segregacdo para a maioria dos
marcadores, em comparacao com as chamadas de variantes diploides. A fim realizar a chamada
de dose e estudar de forma mais precisa as distribui¢des dos gendtipos da populagdo em estudo,
foi utilizada a ferramenta updog, que se baseaia em uma modelagem probabilistica que melhora
a distribuicao de classes confundidas. Esses resultados demonstraram uma melhor distingao dos
genotipos heterozigotos, separando-os em diferentes classes, o que reforca a importancia de

considerar a dosagem alélica na analise do gendtipo dessa espécie.

Em diferentes estudos para a constru¢do de um mapa genético para C. arabica, com
marcadores moleculares desenvolvidos para espécies diploides, também foram relatados
marcadores com distor¢ao de segregacao. Utilizando marcadores RAPD, Oliveira et al. (2007)
e Teixeira-Cabral et al. (2004) verificaram 24,85% e 5,50% de segregacdo com distorcao,
respectivamente. Para marcadores AFLP, Ky et al. (2000) e Pearl et al. (2004) verificaram
distorcao na ordem de 30%, em diferentes espécies de Coffea sp. € 25% em populagdo de C.
arabica. No trabalho desenvolvido por Pestana et al. (2015), utilizando populagdes derivadas
do Hibrido de Timor (HdT), como neste trabalho, e marcadores RAPD, AFLP e SSR, os autores
verificaram distor¢ao em 21 marcadores do total de 137 (15,33% de distor¢ao). Esses resultados
corroboram a ideia de que metodologias desenvolvidas para estudos genéticos de espécies
diploides podem gerar resultados imprecisos em C. arabica, como a identificacdo de distor¢des
de segregacdo em marcadores moleculares que, na realidade, ndo apresentam essa

caracteristica. Essa limitacdo decorre da inadequacdo do wuso desses métodos, que
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desconsideram a dosagem alélica de espécies poliploides (GARCIA et al., 2013; GERARD et
al., 2024), evidenciando a necessidade de abordagens especificas para a interpretacdo precisa

dos dados desse alopoliploide.

Sabe-se que C. arabica ¢ resultante da hibridacdo entre duas espécies relacionadas, C.
eugenioides e C. canephora. Os dois subgenomas, das espécies parentais apresentam alta
colinearidade (SCALABRIN et al., 2020; SALOJARVI et al., 2024). Assim, deve-se levar em
consideragao mais copias de alelos para determinado locus, ou seja, loci que sdo compartilhados
pelos dois subgenomas. De tal modo, os genotipos heterozigotos irdo se distribuir em diferentes
classes, ¢ nao apenas uma (exemplo: Aaaa, AAaa, AAAa), ao utilizar marcadores que
identificam esses loci compartilhados. Isso explica a distorcdo de segregagdo de alguns
marcadores desenvolvidos para espécies diploides, que consideram que os gendtipos

heterozigotos estdo presentes apenas na classe Aa.

Entretanto, apesar do baixo nivel de divergéncia entre os dois genomas de C. arabica sabe-
se que variagdes de sequéncia entre subgenomas coexistem com variacdes alélicas dentro de
subgenomas. A introgressdo de caracteristicas de interesse em espécies comerciais, pratica
realizada nos programas de melhoramento do cafeeiro, aumentou a diversidade de algumas
regides gendmicas de determinados genodtipos (SCALABRIN et al., 2020; SALOJARVI et al.,
2024). Um exemplo € o uso de variedades originadas do HdT em cruzamentos com cultivares
de C. arabica, visando a concentragdo de caracteristicas agronOmicas relevantes, como a
introgressao de genes associados a resisténcia contra uma das principais doencas dessa cultura,
a ferrugem do cafeeiro (CAPUCHO et al., 2009; SETOTAW et al., 2013; ALMEIDA et al.,
2021a, 2021b; SERA et al., 2022; SILVA et al., 2006, 2022a; ALVES et al., 2024).

No presente estudo, foi observado que alguns marcadores segregaram na propor¢ao 1:2:1,
segregacdo semelhante a que seria observada em genotipos com comportamento de tetraploides
perfeitos, evidenciando alguns loci heterozigotos para a porcdo de um dos subgenomas e
ausentes ou em homozigose para o outro genitor parental. Entretanto, as classes de genotipos
heterozigoticos, quando os alelos estavam presentes nos dois subgenomas (segregando em um
e em homozigose no outro) foram distribuidos em duas classes distintas, de acordo com a
dosagem alélica. A propor¢ao 1:2:1 nesse caso corresponde 1(AAAA ou aaaa):2(AAAa ou
Aaaa):1(AAaa) e nao 1(homozigoto): 2(heterozigoto):1(homozigoto). Nesse contexto, se
fossem utilizados marcadores dominantes, o resultado seria uma proporcao 3:1, juntando as

classes heterozigotas, gerando conclusdes equivocadas. O mesmo aconteceria se fossem
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utilizados marcadores codominantes em gel. As classes de heterozigotos apresentariam pouca

diferenca e poderia resultar em interpretacdes erroneas.

Além disso, alguns marcadores analisados no presente estudo que apresentaram segregagao
1:2:1 (IAAAA:2AAaa:laaaa) exibiram alguns poucos genotipos presentes nas outras classes
(AAAa e Aaaa), ndo esperadas na segregacdo dessa espécie alotetraploide, nesse contexto. No
caso, para ocorrer essa segregacdo, 1AAAA:2AAaa:laaaa, esperava-se que os alelos
estivessem presentes apenas em um dos subgenomas e ausente no outro. A presen¢a de alguns
genotipos nas classes AAAa e Aaaa fornece evidéncia para um suposto pareamento nao
preferencial entre os dois subgenomas que constituem a espécie C. arabica, pareamento entre
homeodlogos. Devido ao baixo nimero de genotipos que apresentaram esse comportamento, a
espécie parece apresentar um pareamento preferencial parcial, havendo maior preferéncia para

0 pareamento entre cromossomos do mesmo subgenoma.

Diferentes estudos demonstraram que a espécie C. arabica exibe comportamento meidtico
semelhante ao diploide (heranca dissomica), com formacao apenas de bivalentes (CLARINDO
& CARVALHO 2008; 2009), possivelmente pelo efeito de um ou mais genes supressores de
pareamento homeo6logo (LASHERMES et al. 2000). Entretanto, analises moleculares mais
recentes mostraram que rearranjos gendmicos envolvendo trocas homeologas ocorreram em C.
arabica e podem ter tido um papel importante na evolucdo desse genoma alopoliploide
(LASHERMES et al., 2016; SCALABRIN et al., 2024; SALOJARVI et al., 2024). Uma
possibilidade ¢ que a maioria dessas trocas homedlogas tenham ocorrido precocemente e
poderia ser o resultado de um possivel pareamento multivalente (ou bivalente menos estrito) na
meiose no inicio da evolugdo da espécie (LASHERMES et al., 2016). Entretanto, de acordo
com Scalabrin et al. (2024) e Salojarvi et al. (2024), essas trocas ndo aconteceram apenas apos
o evento de poliploidizagdo, mas, ao contrario do que se supde, pareamento € troca
homoeodlogos ocasionais ainda podem ocorrer. O que corrobora com o baixo niimero de
genotipos que apresentaram esse comportamento no estudo, sugerindo que a espécie apresenta
pareamento entre homedlogos, mas demonstra uma maior preferéncia pelo pareamento entre

cromossomos do mesmo subgenoma.

Assim como os estudos de dosagem alélica, o pareamento homedlogo em C. arabica ainda
¢ uma area pouco explorada. Dessa forma, as descobertas desta pesquisa fornecem novas
informacdes cruciais para a compreensao do genoma de C. arabica, evidenciando a importancia
de considerar a dosagem alélica em estudos sobre esse alopoliploide. Além disso, enquanto a

espécie foi classificada como alotetraploide perfeita, dados desse trabalho revelam evidéncias
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de pareamento entre cromossomos homeo6logos. Essa perspectiva destaca a importancia para os
programas de melhoramento do cafeeiro em entender a complexidade do genoma de C. arabica
e utilizar esse conhecimento para desenvolver modelos mais realistas para estudos genéticos

dessa espécie alotetraploide.
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CAPITULO 3

IDENTIFICACAO DE QTL ASSOCIADOS A RESISTENCIA A Hemileia vastatrix EM
Coffea arabica COM ANALISE INEDITA PARA A RACA XXXIII DO PATOGENO
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Resumo

A cafeicultura mundial enfrenta desafios significativos causados por pragas e doengas, sendo a
ferrugem do cafeeiro, causada pelo fungo biotréfico Hemileia vastatrix, uma das doengas mais
prejudiciais a producao de Coffea arabica. A ferrugem pode acarretar perdas de mais de 30-
50% na produgdo cafeeira, sendo o plantio de cultivares de café resistentes a esse fungo a
medida mais eficaz e econdmica no controle dessa doenga. No entanto, a emergéncia de novas
racgas de H. vastatrix, capazes de suplantar a resisténcia das cultivares existentes, representa um
desafio continuo. Os programas de melhoramento genético tém buscado estratégias para
aumentar a durabilidade da resisténcia a H. vastatrix em cultivares de café ardbica, através de
selecdo de progénies superiores derivadas de cruzamentos intra e interespecificos, para a
transferéncia de genes de resisténcia a ferrugem do cafeeiro. O Hibrido de Timor (HdT), um
hibrido natural entre C. arabica e C. canephora, e as progénies derivadas do seu cruzamento
com outras cultivares, tem se destacado como uma fonte valiosa de resisténcia a ferrugem,
combinando caracteristicas agrondmicas desejaveis e resisténcia ao patogeno. Por sua alta
compatibilidade com cultivares de C. arabica, o HdT facilita a transferéncia de genes de
resisténcia e tem sido amplamente utilizado em programas de melhoramento, em combinacao
com abordagens como a selecgao assistida por marcadores (SAM) e a piramidagao de genes para
obtencdo de resisténcia durdvel. Um método promissor para viabilizar essa estratégia ¢ a
identificacao de QTL associados a caracteristicas de interesse, como a resisténcia. Esse estudo
teve como objetivo identificar QTL em C. arabica relacionados a resisténcia as racas I, II,
XXXIII e ao patdtipo 001 de H. vastatrix, utilizando genotipagem em larga escala com
marcadores SNP e mapeamento de QTL por analise de marcas individuais. A populacao
analisada corresponde a uma F» segregante para resisténcia a ferrugem, proveniente de
cruzamento com gendtipo oriundo de HAT. Dados fenotipicos da raga XXXIII foram obtidos
em experimentos conduzidos em casa de vegetagdo, enquanto informacgdes sobre as ragas I, 11
e o patdtipo 001 foram extraidas de estudos prévios. A analise de heranga indicou que a
resisténcia a raga XXXIII ¢ condicionada pela a¢do de trés genes. E a identificagdo de QTL
revelou regides gendmicas associadas a resisténcia a diferentes ragas de H. vastatrix, incluindo
marcas inéditas para a resisténcia a raga XXXIII e novas marcas para as ragas I, II e o patotipo
001. Essas regides genicas oferecem suporte direto a SAM, permitindo a selecdo eficiente de
genotipos portadores de genes de resisténcia e sua posterior introgressdo em outras variedades.
Assim, os resultados obtidos contribuem significativamente para o entendimento da heranca

genética de uma importante fonte de resisténcia a H. vastatrix e fortalecem as estratégias de
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melhoramento de C. arabica, promovendo o desenvolvimento de cultivares com resisténcia

duravel as diferentes ragas desse patogeno.

Palavras-chave: Ferrugem do cafeeiro; Genes de resisténcia; Marcador molecular;

Melhoramento do cafeeiro; SNP.
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Abstract

Coftee production worldwide faces significant challenges caused by pests and diseases. Coffee
rust, caused by the biotrophic fungus Hemileia vastatrix, has being one of the most damaging
diseases to Coffea arabica production. Rust can cause losses of more than 30-50% in coffee
production, and planting coffee cultivars resistant to this fungus is the most effective and
economical measure to control this disease. However, the emergence of new H. vastatrix races
capable of overcoming the resistance of existing cultivars represents an ongoing challenge.
Breeding programs have sought strategies to increase the durability of resistance to H. vastatrix
in arabica coffee cultivars by selecting superior progenies derived from intra and interspecific
crosses for the transfer of coffee rust resistance genes. The Timor Hybrid (HdT), a natural
hybrid between C. arabica and C. canephora, and the progenies derived from its crossing with
other cultivars, has emerged as a valuable source of rust resistance, combining desirable
agronomic traits and resistance to the pathogen. Due to its high compatibility with C. arabica
cultivars, HdT facilitates the transfer of resistance genes and has been widely used in breeding
programs, in combination with approaches such as marker-assisted selection (MAS) and gene
pyramiding to obtain durable resistance. A promising method to make this strategy viable is the
identification of QTL associated with traits of interest, such as resistance. This study aimed to
identify QTL in C. arabica related to resistance to races I, II, XXXIII and pathotype 001 of H.
vastatrix, using large-scale genotyping with SNP markers and QTL mapping by analysis of
individual markers. The population analyzed corresponds to an F» segregating for rust
resistance, resulting from a cross with a genotype originating from HdT. Phenotypic data for
race XXXIII were obtained in experiments conducted in a greenhouse, while information on
races I, II and pathotype 001 was extracted from previous studies. The inheritance analysis
indicated that resistance to race XXXIII is conditioned by the action of three genes. The
identification of QTL showed genomic regions associated with resistance to different races of
H. vastatrix, including novel markers for resistance to race XXXIII and new markers for races
I, IT and pathotype 001. These genomic regions offer direct support to SAM, allowing the
efficient selection of genotypes carrying resistance genes and their subsequent introgression
into other varieties. Thus, the results obtained contribute significantly to the understanding of
the genetic inheritance of an important source of resistance to H. vastatrix and strengthen the
breeding strategies of C. arabica, promoting the development of cultivars with durable

resistance to the different races of this pathogen.

Keywords: Coffee rust; Resistance genes; Molecular marker; Coffee breeding; SNP.
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1. Introdugéo

A cafeicultura mundial enfrenta desafios significativos causados por pragas ¢ doengas,
sendo a ferrugem do cafeeiro uma das doengas mais prejudiciais a producao de Coffea arabica
(HARELIMANA et al., 2022; ZAMBOLIM et al., 2024). Essa espécie representa, em média,
57% da produ¢do mundial de café, enquanto Coffea canephora (variedades Robusta e Conilon)
responde os 43% restantes (CONAB, 2024; MAPA, 2024). O fungo biotrofico Hemileia
vastatrix (ordem Uredinales, familia Pucciniaceae) ¢ o patogeno causador da ferrugem do
cafeeiro e infecta exclusivamente o género Coffea, acarretando perdas de mais de 30-50% na
producdo (ZAMBOLIM, 2016; ZAMBOLIM et al., 2024). Essas perdas ocorrem devido a
suscetibilidade da maioria das variedades comerciais de C. arabica plantadas, enquanto C.
canephora apresenta variedades resistentes a esse fungo (CARVALHO et al., 2010; SILVA et
al., 2022a).

A base genética estreita de C. arabica tem sido reconhecida como uma limitacao
significativa da resisténcia/tolerancia das variedades a estresses bidticos e abioticos
(ANTHONY et al., 2002; SCALABRIN et al. 2020; SALOJARVI et al., 2024). Essa limitacio
¢ atribuida a sua recente origem alotetraploide, estimada entre 350.000 e 610.000 anos, seguida
por gargalos de pré-domesticacdo que contribuiram para a reducdo da variabilidade genética
(SALOJARVI et al., 2024). A origem dessa espécie supostamente ocorreu a partir da hibridacio
natural entre duas espécies diploides (2n = 2x = 22 cromossomos), C. eugenioides ¢ C.
canephora (LASHERMES, et al., 1999), seguida de uma duplicagdo de todo o genoma,
provavelmente durante um Unico evento de alopoliploidizacdo (2n = 4x = 44 cromossomos)
(CLARINDO & CARVALHO, 2009; LASHERMES, et al., 2014; SCALABRIN et al., 2020;
BAWIN et al., 2021).

O plantio de cultivares de café resistentes ao fungo causador da ferrugem do cafeeiro € a
medida mais eficaz e econdmica de controle dessa doenca, embora tratamentos quimicos, como
o uso de fungicidas, possam ser realizados de forma preventiva (WALLER et al., 2007;
ZAMBOLIM, 2016; ZAMBOLIM et al., 2024). Entretanto, ao longo do tempo pode haver a
ocorréncia de novas ragas do patdgeno, para as quais as plantas ndo possuem resisténcia, ja que
esse fungo ¢ capaz de suplantar a resisténcia das cultivares desenvolvidas (ZAMBOLIM &
CAIXETA, 2021; ZAMBOLIM et al., 2024). At¢ o momento foram caracterizadas mais de 50
ragas de H. vastatrix, sendo identificadas no Brasil 16 delas (I, 11, III, VII, X, XIII, XV, XVI,
XVII, XXI, XXII, XXIII, XXIV, XXV ou XXXI, XXXIII, XXXVII). A raca
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IT esta presente em maior frequéncia nas lavouras de café¢ do Brasil e a raga XXXIII tem
sido reportada como a mais complexa, contendo dois ou trés genes de viruléncia (VARZEA et
al., 2005; ZAMBOLIM et al., 2005; CAPUCHO et al., 2012; ZAMBOLIM & CAIXETA, 2021;
ZAMBOLIM et al., 2024).

Por muitos anos, a selegdo para resisténcia a H. vastatrix foi baseada na resisténcia
completa, altamente especifica a raga do patogeno, originada dos principais genes Sy
introgredidos, derivados de C. arabica, C. canephora ou C. liberica. No entanto, o alto grau de
variabilidade e adaptabilidade do patdgeno, resultou na perda gradual da resisténcia baseada
nos principais genes Su. Os genes Sy de C. arabica ja foram suplantados pelas racas de H.
vastatrix existentes no Brasil (BETTENCOURT, 1973; DINIZ, et al., 2012; ZAMBOLIM &
CAIXETA, 2021; ZAMBOLIM et al., 2024). A resisténcia poligénica parcial e ndo especifica
a H. vastatrix foi identificada em C. canephora, em alguns gendtipos de C. arabica e em

hibridos interespecificos dessas espécies (HERRERA et al., 2009; ROMERO et al., 2010).

Os programas de melhoramento do cafeeiro buscam desenvolver estratégias para melhorar
a durabilidade da resisténcia a H. vastatrix em cultivares de café arabica, através da combinagao
de diferentes genes de resisténcia qualitativa (completa ou raga-especifica) e de quantitativa
(parcial ou ndo raca especifica) (BARKA et al., 2020; ALMEIDA et al., 2021b; SERA et al.,
2022; SILVA et al., 2022a; ALVES et al., 2024). Esses programas visam a sele¢ao de progénies
superiores derivadas de cruzamentos intra e interespecificos para a transferéncia de genes de

resisténcia a ferrugem do cafeeiro (SAKIYAMA, 2005; SERA et al., 2022).

Os genes Su6, Su7, Su8 e Su9, identificados em C. canephora, estdo presentes no Hibrido
de Timor (HdT), um hibrido natural entre C. arabica e C. canephora. O HdT e as progénies
derivadas do seu cruzamento com outras cultivares, vém sendo estudadas em diversas regides
produtoras de café no mundo, devido a sua resisténcia a H. vastatrix. O seu germoplasma tem
sido utilizado em programas de melhoramento que visam a resisténcia duravel a ferrugem e
outras doengas do cafeeiro (CAPUCHO et al., 2009; ALMEIDA et al., 2021a, 2021b; SERA et
al., 2022; SILVA et al., 2006, 2022a; ALVES et al., 2024). O uso eficiente dos recursos
disponiveis nesses hibridos naturais resistentes ¢ fundamental para o melhoramento continuo
das variedades de C. arabica, ja4 que o HdT, além de apresentar apresentam caracteristicas
agronOmicas relevantes, dentre elas a resisténcia a ferrugem, os seus gendtipos se cruzam
facilmente com as cultivares de C. arabica, favorecendo a transferéncia de genes (CARVALHO

et al., 1989; LASHERMES et al., 2009; SILVA et al., 2022a; ZAMBOLIM et al., 2024).
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Nos programas de melhoramento do cafeeiro, os HdT tém sido utilizados como fonte de
resisténcia aliada a estratégia de selecdo assistida por marcadores (SAM) e piramidacao de
genes, para se obter resisténcia duravel a H. vastatrix. Um dos métodos mais eficazes para
viabilizar a SAM ¢ a identificacao de QTL (Quantitative Trait Loci) associados a caracteristica
de interesse (ALKIMIM et al., 2017; ALMEIDA et al., 2021a; MEDEIROS et al., 2021;
SAAVEDRA et al., 2023; FEITOSA et al., 2024). Entre as aplicagdes dos estudos de QTL nos
programas de melhoramento, se encontram a introgressao de caracteristicas de interesse em
cultivares comerciais, escolha de genitores superiores e clonagem de genes (ALMEIDA et al.,
2021a, 2021b; ARORA et al., 2021; XIONG et al., 2021; WANG et al., 2023; ZHAO et al.,
2023).

Mapas genéticos para a identificacdo de QTL associados a caracteristicas de importincia
para os programas de melhoramento do cafeeiro, foram obtidos usando marcadores moleculares
desenvolvidos para espécies diploides, como RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA),
AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism) e SSR (Simple Sequence Repeat).
(LASHERMES et al., 2001; PEARL et al., 2004; PRAKASH et al., 2004; TEIXEIRA-
CABRAL et al., 2004; PRIOLLI et al., 2008; ROMERO et al., 2014; PESTANA et al., 2015;
FERRAO et al., 2015; MONCADA et al., 2016). Posteriormente, foram desenvolvidos dois
mapas genéticos utilizando marcadores de alta densidade, SNP, para identificagdo de QTL
associado a caracteristicas de interesse para o melhoramento de C. arabica, um dos estudos foi
realizado para identificar QTL associados a producdo de café, altura da planta e tamanho do
grao (MONCADA et al., 2016), no outro para a analise de QTL associado a resisténcia a Coffee
Berry Disease (CBD) (GIMASE et al., 2020). Entretanto, a contru¢do de mapas de genéticos
associada ao estudo de QTL que governam as caracteristicas de interesse em C. arabica
continuam limitados, devido a complexidade do genoma alotetraploide, a sua baixa diversidade
genética e a presenga de cromossomos homeodlogos (LASHERMES et al., 2014; MEROT-
L'ANTHOENE et al., 2019; SATTLER et al., 2022; SCALABRIN et al., 2020, 2024).

A analise de marcas individuais (SMA - Single Marker Analysis) € uma técnica robusta que
avalia a associacao entre um marcador especifico e um fendtipo. Por meio da comparagao das
médias fenotipicas entre os diferentes gendtipos do marcador, a técnica detecta diferencas
significativas, permitindo a identificacio de QTL (MCCOUCH & DOERGE et al.,1995;
COLLARD et al., 2005). Assim, ndo € necessario o uso de um mapa de ligagdo para a busca de
QTL associados as caracteristicas de interesse. Desse modo, o objetivo deste trabalho foi

identificar QTL em C. arabica associados a resisténcia as ragas I, II, XXXIII e ao pat6tipo 001
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de H. vastatrix, utilizando genotipagem baseada em marcadores SNP e mapeamento de QTL
por meio da abordagem SMA, considerando a ploidia da espécie. Este estudo visa ampliar o
entendimento dos genes envolvidos na resisténcia do cafeeiro ao patogeno e identificar
marcadores moleculares que possam auxiliar de forma mais eficiente nos programas de

melhoramento genético da cultura.

2. Material e métodos

2.1. Populagéo experimental

A populagdo utilizada nesse estudo corresponde a uma F» segregante para resisténcia a
ferrugem. A planta F, autofecundada para dar origem a populacdo segregante foi originada do
cruzamento entre Hibrido de Timor UFV 443-03 (genitor masculino), planta resistente a
ferrugem do cafeeiro, e Catuai Amarelo IAC 64 (UFV 2148-57), cultivar suscetivel. Os
cruzamentos foram realizados por Pereira (1995) no Departamento de Fitopatologia, na
Universidade Federal de Vigcosa (Vicosa-MG) (20°45'14"S, 42°52'53"0) — UFV e nas Fazendas
Experimentais da EPAMIG. A planta da geracao F; (H 511-1), foi submetida a autofecundacao
controlada, para obtencdo da geracdo segregante F2, com 246 plantas que se encontram em

campo experimental da UFV (CAPUCHO et al., 2009).

2.2. Avaliac0es fenotipicas

Foi conduzido em casa de vegetacao (UFV) um experimento para avaliar a resisténcia
e a suscetibilidade dos genotipos da populagdo F» segregante a raga XXXIII de H. vastatrix. Em
primeiro momento, os uredinidsporos da raga XXXIII de H. vastatrix, pertencente a micoteca
do BioCafé, foram multiplicados e posteriormente utilizados como indculo de acordo com a
metodologia descrita por Capucho et al. (2009). Foram obtidos 16 discos foliares de 1,5 cm de
diametro para cada um dos 232 genotipos da populacdo F» segregante e para os parentais
resistente (HdT- UFV 443-03) e suscetivel (Catuai-UFV 2148-57), para constituirem as
unidades amostrais. Os urediniésporos foram depositados na face abaxial de cada disco com o
auxilio de um pincel. Apos a inoculagdo, os discos foram colocados em caixas gerbox (caixa
plastica 11 x 11 x 33 cm) contendo espuma, saturado em agua e tela de metal. As caixas gerbox

foram fechadas e mantidas no escuro por 48h em uma camara a 22°C e posteriormente a 22°C
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mantidos sob um fotoperiodo de 12h (luz/escuro). Os discos foram limpos com algodao apos

as 48h para evitar o aparecimento de hiperparasitas (ESKES, 2019).

A avaliacao de resisténcia ou suscetibilidade foi iniciada quando o genotipo suscetivel
(Catuai-UFV 2148-57) comegou a esporular, aproximadamente 25 dias apos a inoculacao. A
avaliagdo seguiu a escala de Tamayo et al. (1995), que se baseia na auséncia ou presenca de
sinais. Plantas com pontuacdo de 1 a 3 foram consideradas resistentes (1 = sem sintomas, 2 =
pequenas lesdes clordticas e 3 = grandes lesdes clordticas sem esporulagao). Plantas com
pontuacdo de 4 a 6 foram consideradas suscetiveis, pois apresentavam urediniosporos (4 =
<25% da éarea da les@o com uredinidsporos, 5 = 25-50% da area da lesdo com uredinidsporos e
6 =>50% da les@o area com uredinidsporos). Amostras de folhas foram coletadas e inoculadas

com urediniésporsos da raga XXXIII de H. vastatrix em dois tempos diferentes, novembro

(2022) e abril (2023).

Com o intuito de verificar a segregagdo fenotipica para resisténcia/suscetibilidade das
plantas (estudo de heranca), foi utilizado o teste qui-quadrado, com o auxilio do software Genes
(CRUZ, 2013). Foram testadas as proporc¢des fenotipicas esperadas para um gene (3:1 e 1:3),
dois genes (15:1, 13:3,7:9,9:7, 3:13 e 1:15) e trés genes (63:1, 61:3, 55:9, 37:27, 27:37, 9:55,
3:61, 1:63, 57:7, 51:13, 49:15, 43:21, 25:39 e 19:45), significativos a 5% de probabilidade.

Os dados fenotipicos das racas I e II e patotipo 001 foram obtidos de Pestana et al.
(2015), os quais foram coletados seguindo mesma metodologia descrita acima para a raca

XXXIHI.

2.3. Genotipagem
2.3.1. Extracado de DNA

Foram coletados um par de folhas jovens de cada uma das 232 plantas da populagdo F»
segregante, da Fi, H 511-1, e dos genitores da Fi, UFV 443-03 e UFV 2148-57. Esse material
biologico foi enviado ao Laboratério de Biotecnologia do Cafeeiro (BioCafé/UFV), onde foi
realizada a extragdo do DNA gendmico conforme a metodologia descrita por (DINIZ et al.,
2005). Posteriormente, a qualidade do DNA foi avaliada em gel de agarose (1%) e quantificada
com espectrofotdmetro Qubit DNA BR (Life Technologies). A concentracao final de DNA foi
ajustada para 20 ng/uL.
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2.3.2. Genotipagem com marcadores SNP

Apos a extracdo e analise de qualidade, as amostras de DNA foram enviadas para a empresa
Rapid Genomics, Florida (EUA), para a genotipagem por sequenciamento de regides
genOmicas. Essas regides sequenciadas foram inicialmente identificadas por Resende et al.
(2016). Estes autores desenharam sondas com base em sequéncias disponiveis em bancos de
dados de Expressed Sequence Tags (ESTs) desenvolvidos pelo Projeto Genoma Brasileiro de
Café (VIEIRA et al., 2006) e também do genoma de referéncia de C. canephora (DENOEUD
et al., 2014), com o objetivo de cobrir todo o genoma de C. arabica. Para o presente trabalho,
foram selecionadas 400 sondas polimoérficas mais informativas, contendo maior nimero de
SNP, com base em trabalhos anteriores (SOUSA et al., 2017; SILVA et al., 2018; SILVA et al.,
2022b). Foram desenhados pares de primers para a amplificagdo destas regides usando a
tecnologia Flex-Seq EX-L (Rapid Genomics, 2021). A clonagem e o sequenciamento das sondas

amplificadas foram realizados utilizando a plataforma /llumina HiSeq.

2.4. Andlise dos dados genémicos

Com o uso do software bowtie2, as leituras obtidas com o sequenciamento foram mapeadas
utilizando o genoma de C. arabica como referéncia, disponivel no NCBI (GCF_003713225.1),
e com base nas informacgdes de alinhamento, foram feitas as identificacdes das variantes. Foram
realizados mapeamentos separados para cada um dos subgenomas (porcao C. canephora — C¢e
porcao C. eugenioides - C°) do genoma de referéncia com chamadas de variantes tetraploides
(0, 1, 2, 3, 4). Os codigos que representam os cromossomos dos subgenomas (C®e C°) do
genoma de C. arabica estdo disponiveis na Tabela 1. As anélises posteriores dos VCF gerados

foram feitas utilizando scripts personalizados no software R (4.2.3).

A fim realizar a chamada de dose e estudar de forma mais precisa as distribui¢cdes dos
genotipos da populagdo em estudo, foi utilizada a ferramenta updog, para gerar probabilidades
de gendtipo e distribuicdes posteriores de gendtipo para cada individuo em cada SNP
(GERARD et al., 2018). Com base nas contagens de leitura contidas nos VCF, foram inferidas
as dosagens de alelos de referéncia e alternativos usando modelo desenvolvido para o estudo

de populacdes poliploides. O modelo utilizado foi o “slpp”, o qual considera uma populagao



69

tetraploide resultantes de uma unica geracao de autofecundagdo (geracao S1), estimando com
precisdo a frequéncia de alelos e evidenciando classes genotipicas que antes eram confundidas

(GERARD et al., 2018).

Tabela 1: Relagdo entre os codigos que representam os cromossomos dos subgenomas (C¢e C°)

do genoma de C. arabica, disponivel no NCBI.

Cromossomo Cddigo Comprimento (bp)
1c NC_039898.1 50.636.588
le NC_039899.1 48.756.970
2c NC_039900.1 66.155.350
2e NC_039901.1 71.633.312
3c NC_039902.1 41.566.753
3e NC_039903.1 37.271.464
4c NC_039904.1 41.786.336
4e NC_039905.1 42.507.429
5e NC_039906.1 39.439.615
5c NC_039907.1 45.899.693
6c NC_039908.1 55.181.588
6e NC_039909.1 52.240.725
7c NC_039910.1 38.854.053
Te NC _039911.1 35.392.230
8e NC 039912.1 45.117.557
8c NC _039913.1 39.008.463
9c NC _039914.1 38.064.651
% NC_039915.1 35.839.895
10e NC 039916.1 40.458.934
10c NC 039917.1 45.429.025
1lc NC 039918.1 36.215.491
1le NC 039919.1 42.465.768

2.5. ldentificacdo de QTL

A identificagcdo de QTL associados a resisténcia de C. arabica as ragas I, 11, patotipo 001 de
H. vastatrix (conforme avaliado por Pestana et al., 2015) e a raga XXXIII avaliada neste estudo
foi realizada através das seguintes etapas. Foram analisados os QTL para os marcadores que
nao apresentaram distor¢do de segregacao, alinhados com o subgenoma C° e, separadamente,
com o subgenoma C° de C. arabica. A metodologia empregada para a identificagdo dos QTL
foi a analise de marcadores individuais (SMA - Single Marker Analyses), utilizando o teste de
regressdo linear simples. Esta andlise foi conduzida no software R (versdo 4.2.3) e a
significancia do efeito de cada marcador foi avaliada com base no valor de -logl0 (p-valor)
superior a 3, equivalente a um p-valor de 0,001. Os marcadores foram entdo representados nos

cromossomos correspondentes aos subgenomas de C. arabica. Adicionalmente, foi estimado o
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efeito aditivo do marcador com a maior associagdo para cada fenotipo avaliado, identificado

pelo menor p-valor.

3. Resultados

Os dados referentes a maior nota na avaliagdo da resisténcia/suscetibilidade dos genotipos
da populagdo F> segregante para resisténcia as racas I, II e XXXIII e, patotipo 001 de H.

vastatrix, foram descritos na tabela do material suplementar 1.

Na avaliacdo da raga XXXIII, o parental HAT (UFV 443-03) inoculado com o patdgeno se
mostrou resistente, enquanto o Catuai (UFV 2148-57) foi suscetivel (Material suplementar 1).
Na populacgao F», obteve-se dados fenotipicos para 230 plantas, sendo observadas 199 plantas
resistentes (86,5%), notas variando de 1 a 3 e 31 suscetiveis (13,5%), notas variando de 4 a 6

(Figura 1 e Material suplementar 1).

Avaliacies da resisténcia e a suscetibilidade dos genétipos da populacio F; segregante
a raca XXXITII de H. vastatrix

120
100
80

60

Numero de individuos

20

Figura 1: Numero de individuos da populagao F» pertencentes as diferentes notas associadas a

resisténcia (1 a 3) e a suscetibilidade (4 a 6) a raga XXXIII de H. vastatrix.

No estudo de heranga da resisténcia, o teste de qui-quadrado apresentou duas hipoteses
de segregacao significativas a 5%, ambas envolvendo o efeito de trés genes. Uma das hipoteses
envolvendo um gene dominante e dois recessivos complementares (55:9) e a outra um gene

com efeito dominante independente e dois genes dominantes complementares (57:7) (Tabela
2).
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Tabela 2: Propor¢ao esperada, observada e resultado do teste de qui-quadrado para dois e trés

genes responsaveis pela resisténcia na populagdo F» segregante.

Proporcgéo esperada NuUmero observado NUmero esperado X? Probabilidade
(%)

Resistentes | Suscetiveis | Resistentes | Suscetiveis | Resistentes | Suscetiveis

3 1 199 31 172,5 57,5 16,284 0,0054

15 1 199 31 215,625 14,375 20,5089 0,0005

13 3 199 31 186,875 43,125 4,1957 4,0525

7 9 199 31 100,625 129,375 170,9783 0,0

9 7 199 31 129,375 100,625 85,6449 0,0

3 13 199 31 43,125 186,875 693,4265 0,0

1 15 199 31 14,375 215,625 2529,3089 | 0,0

63 1 199 31 226,4062 | 3,5937 212,3199 0,0

61 3 199 31 219,2187 | 10,7812 39,7822 0,0

55 9 199 31 197,6562 | 32,3437 0,0649 79,8817

37 27 199 31 132,9687 | 97,0312 77,7258 0,0

27 37 199 31 97,0312 132,9687 185,3535 0,0

9 55 199 31 32,3437 197,6562 | 999,2407 0,0

3 61 199 31 10,7812 219,2187 | 3447,5199 | 0,0

1 63 199 31 3,5937 226,4062 10793,6532 | 0,0

57 7 199 31 204,8437 | 25,1562 1,5242 21,6984

51 13 199 31 183,2812 | 46,7187 6,6367 0,9989

49 15 199 31 176,0937 | 53,9062 12,7131 0,0363

43 21 199 31 154,5312 | 75,4687 38,999 0,0

25 39 199 31 89,8437 140,1562 | 217,6329 0,0

19 45 199 31 68,2812 161,7187 | 355,9112 0,0

Para os dados genotipicos, os marcadores SNP identificados na populagdao F» forma

submetidos a andlise de segregacao, além de serem mapeados contra o genoma de C. arabica.

No subgenoma C¢, obteve-se 146 marcadores SNP ndo distorcidos e associados a resisténcia.

Nesse subgenoma, 62 marcadores SNP foram significativamente associados a resisténcia a raca

XXXIII, 39 araga I, 33 araga Il e 113 ao patdtipo 001. Os marcadores associados a resisténcia

a raca XXXIII estdo presentes nos cromossomos 1, 2 e 11, a raca I nos cromossomos 1, 2, 3, 4,

5,6,7,9¢e 11, araga Il nos cromossomos 1, 2, 6 € 7 e ao patdtipo 001 nos cromossomos 1, 4,

7 e 11, referentes ao genoma de C. arabica (Figura 2). O efeito aditivo do marcador que

apresentou maior associagdo a resisténcia a raca XXXIII, raca I, raca II e patotipo 001 estao

apresentados nos cromossomos 1, 5, 7 e 1, respectivamente.
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Figura 2. Distribuicdo dos marcadores SNP associados a resisténcia a trés ragas e ao patotipo

001 de H. vatatrix, nos cromossomos do subgenoma C®de C. arabica.

O mapeamento contra o genoma de C. arabica, por¢ao C°, resultou em 1462 marcadores

SNP nao distorcidos e associados a resisténcia. Nesse subgenoma, 60 marcadores SNP foram

significativamente associados a resisténcia a raga XXXIII, 43 a raga I, 42 a raca Il e 134 ao

patdtipo 001.

Os marcadores associados a resisténcia a raga XXXIII estdo presentes nos

cromossomos 1, 8 e 11, a raca I nos cromossomos 1, 3, 5 ¢ 7, a raca Il nos cromossomos 1, 6 ¢

7 € ao patdtipo 001 nos cromossomos 1, 2, 7 e 11, referentes ao genoma de C. arabica (Figura

3). O efeito aditivo do marcador que apresentou maior associacao a resisténcia a raga XXXIII,

raca I, raga II e pat6tipo 001 estdo apresentados nos cromossomos 1, 5, 7 e 1, respectivamente.
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Figura 3. Distribui¢do dos marcadores SNP associados a resisténcia a raga trés ragas de H.

vastatrix ¢ ao patotipo 001, em estudo, nos cromossomos do subgenoma C¢de C. arabica.

4. Discussao

Aresisténcia a ferrugem do cafeeiro € governada por pelo menos 11 genes dominantes (Sul
a Sull) (BETTENCOURT et al., 1988; BARKA et al., 2020; ALMEIDA et al., 2021b). No
HdT, estdo presentes os genes Sy6-Sull, identificados em C. canephora, além de outros ainda
nao caracterizados (SETOTAW et al. 2020; BARKA et al., 2020; ALMEIDA et al., 2021b). A
teoria de Flor (1971) sugere que para cada gene que condiciona a reagdo de resisténcia no
hospedeiro ha um gene correspondente no parasita que condiciona a patogenicidade. No
patossistema Coffea-H. vastatrix, as diferentes ragas do fungo podem expressar a combinacao
de diferentes genes de viruléncia (VARZEA et al., 2005; ZAMBOLIM et al., 2021). A raca
XXXIII de H. vastatrix, utilizada neste estudo, ¢ considerada complexa pois contém dois ou
trés genes de viruléncia (v 5,7 ou v 5,7,9) (VARZEA et al., 2005; ZAMBOLIM et al., 2005;
CAPUCHO et al., 2009; ZAMBOLIM & CAIXETA, 2021; ZAMBOLIM et al., 2024).

O estudo de heranca da resisténcia de C. arabica a H. vastatrix, realizado com raca XXXIII
do patogeno, evidenciou que a resisténcia a essa raga ¢ condicionada pela acdo de trés genes.
Nesse modelo, podem estar atuando um gene dominante e dois genes recessivos, na propor¢ao
55:9, ou um gene dominante independente e dois genes dominantes complementares, na
proporg¢ao 57:7. Sugerindo ainda o envolvimento de efeito epistatico. Em outros estudos com o

HdT, inoculados com diferentes racas de H. vatatrix, os autores concluiram que os acessos desse
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hibrido apresentam heranga da resisténcia a ferrugem governada por um a trés genes
dominantes, como encontrado neste trabalho (PEREIRA, 1995; BRITO et al., 2010; ROMERO
et al., 2014; PESTANA et al., 2015).

O estudo de heranga ndo permitiu concluir se a resisténcia do HAdT UFV 443-03 a raga
XXXIII de H. vastatrix é controlada por um locus dominante e dois loci recessivos ou um locus
dominante independente e dois loci dominantes complementares. Além disso, o tamanho
populacional ndo permitiu testar se a resisténcia € condicionada por mais de trés loci. Assim, o
mapeamento de QTL foi util para complementar o estudo de heranca afim de verificar a

segregacao fenotipica para resisténcia/suscetibilidade das plantas de café.

Atualmente, ndo existe uma ferramenta abrangente para o desenvolvimento de mapas de
ligacdo para estudos de QTL em genomas alopoliploides, capaz de abordar de forma completa
todas as peculiaridades e desafios inerentes a esses genomas (GARCIA et al., 2013; GERARD
et al., 2024). No entanto, neste estudo, a andlise de QTL utilizando a metodologia SMA,
considerando a ploidia da espécie, apresentou resultados promissores na identificacdo de
regides génicas associadas a resisténcia a H. vastatrix, incluindo resultados inéditos de marcas
associadas a resisténcia a raga XXXIII do patdogeno e novas marcas para a resisténcia as racas
I e II e patotipo 001. Utilizando a abordagem de SMA foi avaliado se havia diferenga fenotipicas
entre individuos de classes genotipicas contrastantes, sem a utilizacdo de um mapa genético.
Assim, quando houve uma associagdo entre fenotipo e gendtipo foi decretado um QTL putativo
e posteriormente os QTL verdadeiramente associados foram obtidos a partir de -log10 (p-valor)
superior a 3, equivalente a um p-valor de 0,001 (MCCOUCH & DOERGE, 1995). Apesar de

facil implementagao, essa metodologia ndo permite o estudo de epistasia.

No trabalho de Pestana et al. (2015), em estudo gendmico da resisténcia as ragas I, Il e
patotipo 001 de H. vastatrix, utilizando a mesma populacdo desta pesquisa, foram identificados
marcadores do tipo SSR, AFLP, RAPD e um marcador especifico (CARF001) ligado a QTL
associados a resisténcia de Coffea. Entretanto, neste trabalho foram identificados marcadores
do tipo SNP associados a QTL, permitindo uma maior cobertura do genoma e mais informagdes
do que os marcadores desenvolvidos para genomas diploides (SERANG et al., 2012; LARA et
al., 2019; GERARD et al., 2024).

A anélise de QTL para os marcadores alinhados com a por¢ao C¢do genoma de C. arabica,
indicou que os marcadores associados as diferentes ragas do patdgeno estdo presentes em nove

cromossomos (1,2, 3,4,5,6,7,9 e 11). Os marcadores alinhados com a por¢ao C®do genoma
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de C. arabica, estdo presentes em oito cromossomos (1, 2, 3, 5, 6, 7, 8 e 11). Marcadores
significativos associados a raga XXXIII foram encontrados nos cromossomos 1 e 11, a raga I
nos cromossomos 1, 3, 5 e 7, a raca Il nos cromossomos 1, 6 ¢ 7 e ao patotipo 001 nos
cromossomos 1 e 7, nas analises de ambos subgenomas de C. arabica (C¢e C°). Sabe-se que a
espécie C. arabica ¢ um alotetraploide resultante da hibridagdo entre duas espécies
relacionadas, C. eugenioides ¢ C. canephora. Os dois subgenomas, das espécies parentais,
apresentam alta colinearidade (SCALABRIN et al., 2020; SALOJARVI et al., 2024), o que
explica a identificagao de regides associadas a resisténcia nos mesmos cromossomos na analise

dos dois subgenomas.

A analise de QTL para as ragas I e II e patotipo 001 realizada por Pestana et al. (2015),
indicou QTL associados a resisténcia em diferentes grupos de ligacdo (GL) relacionados ao
mapa desenvolvido no trabalho. Os autores concluiram que duas regides estdo envolvidas na
resisténcia do HAT (GL2 e GL10) para as ragas I, II e patotipo 001 e outras duas regides (GL2
e GL3) para aracga I e patotipo 001. Assim, os autores sugerem que mesmos genes podem estar
envolvidos na resisténcia a raga I e ao patotipo 001 ou a regido contém genes proximos que
conferem resisténcia a ambos. Neste trabalho, utilizando marcadores SNP, também foram
encontrados marcadores associados para as racas [ e II e o patétipo 001 em cromossomos
semelhantes (cromossomos: 1 e 7). Corroborando com as conclusdes de Pestana et al (2015)
de que pode haver genes semelhantes ou préximos envolvidos na resisténcia de diferentes racas

do patogeno.

Genes de resisténcia tendem a estar frequentemente agrupados no genoma, o que pode ser
uma consequéncia de duplicagdes génicas e processos de recombinacdo originados a partir de
genes dos progenitores. A recombinagdo e mutagdes entre genes estreitamente ligados ou
proximos no cromossomo podem gerar novas especificidades no reconhecimento de patdgenos,
desempenhando um papel crucial na coevolugio planta-patogeno (KEEN, 1990; MEYERS et
al., 2005; BARRAGAN & WEIGEL, 2021). Assim, a combinagéo desses diferentes genes pode
ser uma estratégia chave na busca de resisténcia duravel de Coffea a H. vastatrix (BARKA et

al.,2020; ALMEIDA et al., 2021b; SERA et al., 2022; SILVA et al., 2022a; ALVES et al., 2024).

Pela primeira vez foram identificados QTL associados a resisténcia a raga XXXIII de H.
vastatrix. Esses marcadores associados foram detectados nos cromossomos 1 e 11 dos dois
subgenomas, sendo que o cromossomo 1 apresentou marcadores associados a todas as ragas e

patotipo avaliados € no cromossomo 11 também foi detectado marcador associado a raca I e ao
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pat6tipo 001. Evidenciando mais uma vez a hipotese de haver genes semelhantes ou proximos
envolvidos na resisténcia de diferentes ragas desse patdgeno (PESTANA et al., 2015). Além
disso, este trabalho identificou cromossomos especificos com regides associadas
exclusivamente a resisténcia a determinadas ragas, como a raca XXXIII, a raca I, ou ao patétipo
001. Esse resultado permite o desenvolvimento de marcadores moleculares exclusivos para

algumas ragas de H. vastatrix o que pode auxiliar no estudo da evolucdo desse patdgeno.

Assim, este estudo identificou marcadores do tipo SNP associados a QTL relacionados a
resisténcia as racas I, II, XXXIII e ao patotipo 001 de H. vastatrix, considerando a ploidia da
espécie e proporcionando maior cobertura genomica com os marcadores SNP, além de ampliar
a profundidade das informagdes geradas em comparagdo com estudos anteriores. A utilizagao
dessas regides gendmicas associadas a genes de resisténcia, por meio da sele¢do assistida por
marcadores, permitird a triagem eficiente de genotipos portadores de genes de resisténcia, os
quais poderdo ser utilizados para a introgressdo dessas caracteristicas em outras variedades.
Dessa forma, os resultados obtidos contribuem significativamente para o entendimento da
heranca genética de uma importante fonte de resisténcia a H. vastatrix e fortalecem as
estratégias de melhoramento do cafeeiro que visam ao desenvolvimento de plantas com

resisténcia ou tolerancia durdvel a diferentes ragas desse patdgeno.
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Material suplementar 1. Informagdes dos individuos genotipados. ID: codigo dos genoétipos -
Rapid Genomics; 1D POP: cédigo dos gendtipos da populagdo; XXXIIL, I, I, P 001: nota da
avaliagdo fenotipica dos genotipos para as ragas XXXIIIL, I, II e patotipo 001, respectivamente.
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