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RESUMO

VIEIRA, Amanda Oliveira, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, julho de 2025.
Caracterizacao molecular do banco de germoplasma de Hibrido de Timor com
foco em resisténcia as principais doencas do cafeeiro. Orientadora: Eveline
Teixeira Caixeta Moura. Coorientadores: lara Goncalves dos Santos e Deisy
Guimaraes Carneiro.

O Brasil é o maior exportador mundial de café e, apesar dessa grande importancia e
muitas pesquisas para aumentar a produtividade, muitas doengas ainda acometem
essa cultura. Entre as principais doencas, destacam-se a Ferrugem do Cafeeiro
(CLR), a Antracnose do Fruto (CBD) e a Mancha-Aureolada (BHB). Para reduzir os
impactos causados por essas doencas, o melhoramento genético tem empregado
estratégias como a Selegéo Assistida por Marcadores Moleculares (SAM), que utiliza
ferramentas moleculares para detectar fontes de resisténcia em acessos
promissores. O Hibrido de Timor (HdT) é utilizado como uma importante fonte de
genes de resisténcia. O Banco Ativo de Germoplasma (BAG) de HdT, mantido pela
UFV e pela EPAMIG, possui um grande acervo que pode ser utilizado para
introgressdo de genes de resisténcia a diferentes doengas. No entanto, esses
bancos ndo foram totalmente caracterizados, sendo subutilizados pelos melhoristas.
Diante disso, o presente trabalho teve como objetivo a caracterizagdo molecular de
92 acessos de HdT, sendo 23 oriundos do BAG UFV e suas 69 progénies,
provenientes do BAG EPAMIG, visando identificar fontes de resisténcia e analisar a
diversidade genética. Os resultados revelaram uma alta frequéncia de alelos de
resisténcia a CLR, com os locos B, D e E presentes em 50%, 58% e 57% dos
acessos, respectivamente. Para CBD (loco F), foram identificados 36 acessos (39%)
contendo o alelo de resisténcia e para BHB (loco G), 18 acessos (19%). Embora
nenhum individuo tenha apresentado resisténcia simultanea as trés doencas, foi
possivel identificar 69 acessos com mais de um loco de resisténcia. A analise de
diversidade com marcadores microssatélites (SSR) agrupou os 92 acessos em 13
grupos distintos, evidenciando uma consideravel variabilidade genética. Alguns
individuos com perfis moleculares semelhantes também foram identificados. A
analise da segregacao nas progénies revelou tanto casos de similaridade quanto de
divergéncia em relacdo aos genitores. Este trabalho demonstra o potencial da
colecdo de HAT da UFV e EPAMIG como um recurso genético estratégico. Os dados
coletados fornecem subsidios para selegdo de genitores, além de aumentar as
chances de cruzamentos favoraveis. Os resultados obtidos podem otimizar o
desenvolvimento de cultivares com resisténcia multipla e duravel, além de
fundamentarem a criacdo de uma core collection favorecendo a conservacao € o0 uso
deste valioso



germoplasma.

Palavras-chave: marcadores moleculares; diversidade genética; selecao assistida;
piramidacéo génica



ABSTRACT

VIEIRA, Amanda Oliveira, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, July, 2025.
Molecular characterization of the Hibrido de Timor germplasm collection
focusing in resistance to key diseases in Coffee. Adviser: Eveline Teixeira
Caixeta Moura. Co-advisers: lara Goncalves dos Santos and Deisy Guimaraes
Carneiro.

Brazil is the world's largest coffee exporter, and despite its significant importance and
extensive research aimed at increasing productivity, numerous diseases still affect
this crop. Key among these are Coffee Leaf Rust (CLR), Coffee Berry Disease
(CBD), and Bacterial Halo Blight (BHB). To mitigate the impact of these diseases,
genetic improvement employs strategies such as Marker-Assisted Selection (MAS),
which uses molecular tools to identify sources of resistance in promising accessions.
The Hibrido de Timor (HdT) is utilized as a crucial source of resistance genes. The
Active Germplasm Bank (AGB) of HAT, maintained by UFV and EPAMIG, possesses
a large collection of accessions that can be used for the introgression of resistance
loci. However, these germplasm banks have not been fully characterized and remain
underutilized by breeders. Therefore, the present study aimed to perform a molecular
characterization of 92 HdT accessions—comprising 23 progenitors from the UFV
AGB and their 69 progenies from the EPAMIG AGB—to identify sources of
resistance and analyze genetic diversity. The results revealed a high frequency of
resistance alleles for CLR, with loci B, D, and E present in 50%, 58%, and 57% of the
accessions, respectively. For CBD (locus F), 36 accessions (39%) were identified as
carriers. For BHB (locus G), 18 accessions (19%) were identified. Although no single
individual presented simultaneous resistance to all three diseases, 69 accessions
were found to carry more than one resistance locus. The diversity analysis using
microsatellite (SSR) markers clustered the 92 accessions into 13 distinct groups,
evidencing considerable genetic variability. Some individuals with similar molecular
profiles were also identified. The analysis of segregation in the progenies revealed
cases of both high similarity and significant divergence from their progenitors. This
work demonstrates the potential of the UFV and EPAMIG HdT collection as a
strategic genetic resource. The collected data provide a basis for parental selection
and increase the chances of favorable crosses. The results obtained can optimize the
development of cultivars with multiple and durable resistance, in addition to
establishing a foundation for the creation of a core collection, thereby promoting the
conservation and use of this valuable germplasm.

Keywords: molecular markers; genetic diversity; marker-assisted selection;



gene pyramiding
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1. INTRODUGAO

O género Coffea compreende mais de 125 espécies descritas, das quais duas
possuem importancia econémica: Coffea canephora e Coffea arabica. |soladamente,
C. arabica representa cerca de 60% do mercado cafeeiro global, com uma produgao
mundial estimada em 11 milhées de toneladas por ano (ICO, 2025). Nativa do
Sudoeste da Etiopia, a espécie foi introduzida no Brasil em 1727 e adaptou-se as
condicdes climaticas, o que contribuiu para que o pais se tornasse 0 maior exportador
mundial de café (Ferrdo et al., 2005; ICO, 2025; Resende et al., 2023).

As caracteristicas agronémicas do cafeeiro representam um desafio para o
melhoramento convencional. Sua natureza perene torna os ciclos de selegao
demorados e trabalhosos, e a autogamia favorece a endogamia que, como
consequéncia, reduz a variabilidade (Resende et al, 2023). Nesse sentido, a utilizagédo
de marcadores moleculares tem se mostrado uma estratégia rapida e eficaz para
acelerar a selegao de individuos superiores (Almeida et al., 2021a; Van Der Vossen e
Walyaro, 2008; Giddisa, 2016). Marcadores ligados a genes ou loco de resisténcia
sao ferramentas valiosas, pois aumentam a precisdo e a eficiéncia do processo
seletivo. Além disso, possibilitam a identificacdo de gendtipos que abrigam multiplos
alelos de resisténcia, a introgressao desses alelos, por meio da piramidagdo em uma
unica cultivar, visando a obtencdo de resisténcia duravel e de amplo espectro
(Almeida et al., 2021a; Koutouleas et al., 2023; Saavedra et al., 2023).

A baixa variabilidade, devida a sua domesticacdo e distribuicdo, tornou C.
arabica suscetivel a uma ampla variedade de patégenos. Dentre os principais desafios
fitossanitarios destacam-se Hemileia vastatrix, fungo causador da Ferrugem do
Cafeeiro (Coffee Leaf Rust - CLR), Colletotrichum kahawae, fungo causador da
Antracnose dos Frutos do Cafeeiro (Coffee Berry Disease - CBD) e a bactéria
Pseudomonas syringae pv garcae responsavel pela Mancha Aureolada (Bacterial
Halo Blight - BHB) (Mohan et al, 1978; Van Der Vossen; Walyaro, 1980; Rodrigues-
Junior; Gongalves; Varzea, 2004; Varzea; Marques, 2005).

Uma importante fonte de resisténcia séo hibridos naturais, como Hibrido de
Timor (HdT), resultante do cruzamento natural entre C. arabica e C. canephora, e com
provaveis retrocruzamentos espontaneos com C. arabica (Bettencourt, 1973;
Rodrigues et al., 2004). Esses hibridos possuem diversas combina¢des de genes de
resisténcia, como os genes SH6, SH7, SH8, SH9I, e SH10, SH11 que conferem

resisténcia a CLR, além de outros ainda nao caracterizados (Almeida et al., 2021b;


https://link.springer.com/article/10.1007/s13313-023-00933-9#ref-CR3
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Bettencourt e Rodrigues 1988; Geleta et al., 2012). Em trabalhos anteriores, diversos
acessos de HdT demonstraram resisténcia fenotipica a CBD (Bettencourt, 1973;
Rodrigues et al., 2004), moderada resisténcia a BHB (Mohan et al., 1978) e resisténcia
a nematoides como Meloidogyne exigua (Muniz et al., 2009), M. paranaenses
(Salgado et al., 2014; Shigueoka et al., 2016) e M. incognita (Albuquerque et al., 2010).
Além disso, sao utilizados para o desenvolvimento de cultivares com maior potencial
produtivo, uniformidade na maturacdo dos frutos e aprimoramento da qualidade
sensorial de bebidas diferenciais (Setotaw et al., 2020).

A partir de sementes de HdT fornecidas pelo Centro de Investigacbes das
Ferrugens do Cafeeiro (CIFC), de Portugal, e por estagdes experimentais de Angola,
foi estabelecido um Banco Ativo de Germoplasma (BAG), mantido pela Universidade
Federal de Vigosa (UFV) e pela Empresa de Pesquisa Agropecuaria de Minas Gerais
(EPAMIG) (Varzea e Marques, 2005). Atualmente, esse banco constitui a maior
colecdo dessa fonte genética no mundo. O conhecimento da diversidade e a
caracterizacdo molecular dos acessos sdo fundamentais para a identificacdo
gendtipos com caracteristicas desejaveis e para introgressao e eficiente utilizagdo dos
genes de resisténcia nos programas de melhoramento. No entanto, o potencial desse
BAG ainda é subutilizado, com poucos acessos dessas colegdes originando cultivares
utilizadas na cafeicultura nacional e internacional (Silva et al., 2018).

Diante do exposto, o presente trabalho teve como objetivo a caracterizagéo
molecular de acessos do BAG da UFV e da EPAMIG. Para isso, marcadores
moleculares especificos e associados a resisténcia as principais doencas do cafeeiro
foram utilizados para identificar genétipos favoraveis, bem como o rastreio de acessos
com o maior numero de alelos de resisténcia. Além disso, marcadores moleculares
aleatdrios distribuidos ao longo do genoma foram aplicados para mapear a
diversidade genética da colegao e analisar redundancias entre os acessos garantindo
a eficiéncia e a representatividade do BAG. Os resultados obtidos nesse trabalho
contribuirdo para o uso eficiente desses recursos genéticos, com foco no
desenvolvimento de cultivares com resisténcia multipla e duravel e no

estabelecimento de uma futura core collection.


https://link.springer.com/article/10.1007/s13313-023-00933-9#ref-CR11
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Coffea arabica

O café, pertencente a familia Rubiaceae e ao género Coffea, € uma das culturas
agricolas mais importantes do mundo, com expressiva relevancia econémica e social
(Resende et al., 2023; Pontes, 2002). Seus atributos sensoriais conferem ampla
versatilidade de consumo, como cappuccino, expresso, soluvel, saché, além da
aplicacdo em produtos alimenticios e cosméticos (Ferrao et al., 2017). Com mais de
125 espécies descritas, apenas duas, Coffea arabica (arabica) e Coffea canephora
(robusta e conilon) possuem importancia econémica, sendo responsaveis por 60% e
40% da produgcdo mundial, respectivamente (Davis et al., 2011; Davis et al., 2021;
ICO, 2025). O café arabica se destaca em produgéo e consumo, devido ao seu aroma
e sabor mais suave (Ferréo et al., 2017; Resende et al., 2023).

A primeira planta de café foi introduzida no Brasil em 1727 e, apesar de exética,
adaptou-se as condigdes climaticas (Ferrao et al., 2005). Com uma area de produgéo
de 1,88 milhdao de hectares, a producao brasileira de café em 2025 foi estimada em
55,2 milhdes de sacas de 60 kg (EMBRAPA, 2025b). Desse total, 42,96 milhdes foram
destinados a exportacdo, o que gerou uma receita de US$ 13,69 bilhdes (EMBRAPA,
2025a). Além da importancia econémica, a cafeicultura desempenha um papel social
significativo, através da geracdo de 695 mil empregos diretos e indiretos e da
distribuicdo de renda no meio rural (Sesso et al., 2021).

Descrita como alotetraploide, C. arabica originou-se por hibridizagdo natural
entre espécies do género Coffea. Com 2n = 4x = 44 cromossomos, possui Composicao
genbmica de C. canephora (subgenoma CC) e C. eugenioides (subgenoma EE)
ambos com 2n = 2x = 22 (Bawin et al., 2020; Lashermes et al., 1999; Salojarvi et al.,
2023). Através de estudos gendmicos entre acessos selvagens e os progenitores de
C. arabica, estima-se que essa hibridizagéo tenha ocorrido entre 10 mil e 1 milhdo de
anos atras (Scalabrin et al., 2020; Salojarvi et al., 2023; Salojarvi et al., 2024; Yu et
al., 2011).

Entender o centro de origem e dispersao ¢é fundamental para o
desenvolvimento de estratégias em programas de melhoramento. A domesticacédo do
café arabica é incerta, mas entende-se que ele se originou de plantas do sul da
Etidpia, préximo a regiao de Kaffa, considerada o centro primario de diversidade de

C. arabica. Estudos retratam que o sul da Etiépia, permaneceu isolado, com restrito
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acesso de estrangeiros. Antes da derrubada do reino de Menelik Il, em 1897, as
fronteiras da regiao de Kaffa eram fechadas, o que dificultava a dispersao sementes
de café (Meyer, 1965; Salojarvi et al., 2023; Salojarvi et al., 2024; Scalabrin et al., 2020
Yu et al., 2011).

Durante o século X1V, algumas sementes foram retiradas das florestas Etiopes
e envidas ao Iémen, para suprir demandas de cafeterias em Mocca e no Cairo. Assim,
o cultivo na regido do Iémen, comegou a partir de uma pequena quantidade de
material genético, do qual um numero restrito de sementes comegou a se dispersar.
As sementes envidas a India posteriormente chegaram a Amisterda e deram origem
ao grupo varietal Typica. As poucas sementes da ilha de Bourbon (atual Reunido)
originaram o grupo varietal Bourbon (CARVALHO et al, 1952). A maioria das cultivares
comerciais modernas descendem desses dois grupos, o que contribuiu para a estreita
base genética observada em C. arabica (Ferrdo, 2017; Scalabrin et al., 2020;
Wellman,1961; Yu et al., 2011).

Segundo Meyer (1965), a maioria das plantas Burbon produz descendentes
pouco segregantes por meio da propagacdo de sementes, o que contribui para a
vulnerabilidade genética. A natureza perene, autdbgama e a baixa diversidade genética
de C. arabica representam um grande desafio para os programas de melhoramento
da espécie (Merot-I'anthoene, 2019). Essas caracteristicas também tornam C. arabica
mais vulneravel a um amplo espectro de patégenos que afetam o seu
desenvolvimento (Scalabrin et al., 2020; Salojarvi et al., 2024).

A Ferrugem do Cafeeiro (Coffee Leaf Rust — CLR) é a doenga de maior impacto
econdmico nas plantacbes de café, resultando em perdas consideraveis na
cafeicultura mundial (Zambolim; Caixeta, 2021). Causada pelo fungo biotréfico
Hemileia vastatrix, os sintomas caracteristicos sdo lesbes amareladas na face adaxial
da folha, que podem levar ao desfolhamento severo, comprometendo a atividade
fotossintética e reduzindo a produtividade e a qualidade dos frutos (Zambolim;
Caixeta, 2021). A infecgao ocorre através dos estdbmatos e, com a progressado da
doenca, ha produgao de ureddsporos, que podem ser observados na face abaxial.
Nos estagios mais avangados, as lesdes podem evoluir para necrose. Os esporos
pulverulentos favorecem a propagacao do patdégeno na plantagao, sendo o vento o
principal agente de dispersao (Cui et al., 2020; Zambolim; Caixeta, 2018).

A CLR causa danos significativos a diversas areas produtoras de café, com

prejuizos econdmicos que podem levar a perda de até 50% da produgao (Salazar-
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Navarro et al., 2024; Zambolim, 2016). Dados histdricos relatam o aparecimento da
ferrugem do cafeeiro no Sri Lanka, em 1869, espalhando-se progressivamente pela
Asia e Africa, alcancando a América Latina em 1970, quando foi registrada pela
primeira vez no Brasil (Sera, et al., 2022; Zambolim e Caixeta, 2021.). Atualmente,
esta presente em todas as regides produtoras de café do mundo (Avelino et al., 2015;
Baker, et al., 2014).

Surtos de CLR, que afetaram severamente as regides produtoras das
Américas, coletivamente denominados como “The Big Rust’, conferiram, novamente,
notoriedade a doenca (Baker, et al.,, 2014). Segundo Avelino et al. (2015), fatores
econdmicos, de manejo, e principalmente climaticos, foram determinantes para
ocorréncia dessas epidemias, que afetaram a América Central e a Colédmbia. As
perdas estimadas causaram prejuizos significativos, principalmente entre pequenos
produtores, que tinham a cafeicultura como principal fonte de renda. Esses eventos
impulsionaram significativamente as pesquisas voltadas ao melhoramento genético
do cafeeiro, com foco no desenvolvimento de cultivares resistentes a doenca (Baker
et al., 2014).

A resisténcia a CLR é conferida por, pelo menos, 11 genes caracterizados: SH1,
SH2, SH3, SH4, SH5, SHB, SH7, SH8, SH9, SH10, SH11. Os genes SH1, SH2, SH4 e SHS
sdo derivados de C.arabica e, atualmente, ja foram suplantados por racas de H.
vastatrix que ocorrem no Brasil. O gene SH3 foi identificado em um acesso indiano de
C. liberica e os demais SH6 a SH10 foram identificados em em C. canephora
(Bettencourt et al. 1988, Barka et al., 2020, Geleta et al., 2012). Almeida et al, (2021b)
confirmou um provavel gene SH11, anteriormente identificado por Alvarenga et al.
(2010) e caracterizado por Barka et al. (2020).

De acordo com Varzea e Marques (2005), o contexto das mudangas climaticas
vem favorecendo a adaptacao de patdgenos e o desenvolvimento de novas ragas de
H. vastatrix, levando gradativamente a perda de resisténcia em muitas cultivares
comerciais, como observado com os genes Sh derivados de C. arabica. A plasticidade
genética dos microrganismos permite a alteragdo de suas estruturas, quando em
sistemas naturais que promovam o estresse. Essa capacidade, associada a facilidade
de multiplicacdo e dispersao em um curto tempo de geragdes, favorece a rapida
disseminacao das adapta¢des adquiridas nas populagdes microbianas. As mudancgas

climaticas intensificam a pressdo seletiva sobre esses patdégenos, favorecendo o
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surgimento de ragcas mais adaptadas, aumentando o risco as produgdes agricolas
(Ghinier et al., 2011; Scherm et al., 2000).

Outra importante doenga, também causada por fungo, é a Antracnose do
Cafeeiro (Coffee Berry Disease - CBD). Atualmente, € uma doenca restrita ao
continente Africano. Entretanto, a possibilidade de disseminagdo para as regides
produtoras das Américas, refor¢ca a necessidade de adogao de cultivares resistentes
ao patdégeno, uma vez que ha o risco de se tornar endémica, como ocorreu com O
CLR. De acordo com Van Der Vossen e Walyaro (2008), em condi¢des favoraveis ao
fungo, as epidemias de CBD podem dizimar mais de 50% da produgao do fruto em
cultivares suscetiveis. A preferéncia do patdgeno por locais umidos e frios é
especialmente preocupante, uma vez que as lavouras tendem a ser, em sua maioria,
em altitudes elevadas e com incidéncia de chuvas. Além disso, o controle quimico
pode representar cerca de 30% dos custos de produgao, sem garantir a eliminagao
das perdas (Alemu et al., 2025; Van Der Vossen e Walyaro, 2008).

Os principais sintomas da CBD s&o lesdes no fruto jovem, inicialmente
pequenas, mas que rapidamente se tornam machas com tonalidade marrom ou pretas
(Alemu et al., 2025; Van Der Vossen e Walyaro, 2008; Waller,1993). Na fase mais
avancada da doencga, as lesdes causam a queda prematura dos gréaos ou a sua
mumificagao (Rutherford e Phiri, 2006). Frutos em estagio inicial de desenvolvimento,
também podem desenvolver a doenca, porém sao mais resistentes, em sua maioria.
Nesses casos, observa-se lesdes superficiais, que podem ser curadas ou ficarem
dormentes até que o fruto atinja um estagio mais suscetivel (Alemu,2025; Derso e
Waller, 2003; Van Der Vossen e Walyaro, 2008). Além das perdas econbmicas, os
cafeeiros infectados podem perder qualidade sensorial, resultando em sabores
indesejaveis e alteragdes no aroma (Alemu et al., 2025).

Como a doenca ainda nao foi registrada em outros continentes, e a detecgao
do patégeno exige populacbes em estagio avangado de infeccdo, a selecdo de
individuos resistentes através de técnicas moleculares € uma estratégia eficaz. Dessa
forma, € possivel realizar a selecdo precoce de individuos resistentes, sem a
necessidade de expd-los ao patdégeno, o que contribui para evitar a disseminagao da
CBD em outros continentes. Desde 1985, cultivares resistentes tém sido utilizadas em
regides produtoras do continente africano, demonstrado resisténcia efetiva e
duradoura. Mesmo apd6s 20 anos, cultivares como Ruiru 11 no Quénia, Dessu,

Ababuna, Melko CH2 e outras selec¢des, parecem conter uma resisténcia duravel, nao
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havendo quebra de resisténcia pelo hospedeiro (Van Der Vossen e Walyaro, 2008;
Giddisa, 2016). Esses resultados reforcam a importancia do desenvolvimento de
cultivares com alelos de resisténcia.

A Mancha Aureolada (Bacterial Halo Blight - BHB) €& causada por
Pseudomonas syringae pv. garcae e tem ganhado destaque em diversas regides
produtoras, embora tenha sido considerada de menor importancia em relagéo a outros
patogenos do cafeeiro. A doenga € favorecida pelo clima de altitude e incide
principalmente sobre as folhas, mas podem afetar ramos do cafeeiro e inflorescéncias
(Maciel,2018; Rodrigues, 2017). A infeccdo tem como sintomas singulares o
aparecimento de manchas necroéticas circuladas por um anel amarelo, podendo em
casos mais intransigentes, promovendo o escurecimento dos galhos, causando
desfolha até a morte do meristema apical. Populagbes jovens no campo e
estabelecidas em viveiros sao os principais alvos da bactéria (Badel e Zambolim,
2019). A doencga é favorecida por chuvas de granizo e ventos, eventos comuns de
temperaturas amena, e que ocorre em regides onde habitualmente estédo localizadas
as produgdes cafeeiras. O patégeno penetra na planta por meio de aberturas naturais,
como estdmatos, ou feridas foliares, sendo disseminado principalmente pela agua. Os
prejuizos causados podem ser significativos (Badel e Zambolim, 2019; Zoccoli,
Takatsu, Uesugi, 2011).

O manejo tradicional de doengas no cafeeiro € realizado, principalmente,
através do controle quimico. Esta abordagem n&o apenas eleva os custos de
producao, como também implica em impactos ambientais e sociais significativos
(Alemu et al., 2025; Van Der Vossen e Walyaro, 2008; Giddisa, 2016; Talhinhas et al.,
2017; Zambolim, 2016). Nesse contexto, o desenvolvimento de cultivares
geneticamente resistentes, por meio do melhoramento genético, surge como a
alternativa mais viavel e sustentavel a longo prazo (Talhinhas et al.,, 2017).
Adicionalmente, melhoramento busca introduzir outras caracteristicas agronémicas
desejaveis, como aumento de produtividade e melhoria da qualidade da bebida, para
atender as demandas do mercado e dos produtores (Sousa et al., 2019).

A partir da técnica de PCR (Polymerase Chain Reaction) tornou-se possivel a
deteccdo de diferengas genéticas entre individuos, polimorfismos, o que tém
otimizado a escolha de acessos superiores (Almeida et al., 2021b; Hospital, 2009;
Sousa et al., 2019). Em plantas perenes como o café, técnicas de Sele¢ao Assistida

por Marcadores Moleculares (SAM) tém auxiliado e reduzido o tempo de triagem.
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Atualmente, diversas metodologias estao disponiveis, variando conforme os tipos de
marcadores moleculares e estratégias de identificacdo de polimorfismos (Caixeta et
al., 2016; Hasan et al., 2021; Sousa et al., 2019).

A principal vantagem dos marcadores moleculares é a sua independéncia em
relagcao as influéncias ambientais, o que Ihes confere maior precisao e eficiéncia. Além
disso, permitem nao apenas abreviar o ciclo de melhoramento, através da
identificacdo precoce de individuos superiores, como também favorecer a sele¢ao
gendtipos com multiplas fontes de resisténcia, reduzindo os custos e o tempo
associados a selecao fenotipica (Almeida et al., 2021b; Hospital, 2009)

Em cafeeiros, diversos trabalhos tém sido conduzidos com base em SAM,
envolvendo marcadores associados a genes de resisténcia. Prakash et al. (2004),
utilizaram marcadores AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism) para
identificar locos associados a resisténcia a H. vastratrix, conferida pelo gene Sh3.
Posteriormente, Mahé et al., (2008) converteram marcadores AFLP em marcadores
tipo SCAR (Sequenced Characterized Amplified Region), e desenvolveram
marcadores microssatélites SSR (Simple Sequence Repeat). Os marcadores SCAR
sdo baseados em PCR com primers especificos e caracterizam-se por serem simples,
eficientes, de baixo custo e com alta reprodutibilidade. Além disso, podem atuar como
marcadores codominantes, permitindo a distingdo entre homozigotos e heterozigotos
na populacdo. Os marcadores SSR também sao baseados em PCR, possuem alta
reprodutibilidade e sdo mais polimoérficos, possibilitando a observagcdao de mais
diferengas, bem como a distingdo de acessos relacionados (Caixeta et al., 2009).

Outros marcadores associados a resisténcia a H. vastratrix foram
desenvolvidos posteriormente. Almeida et al. (2021b) e Almeida et al. (2024)
desenvolveram e validaram marcadores SCAR e SSR a partir de marcas AFLP ligadas
ao QTL (Quantitative Trait Loci) de resisténcia as ragas |, Il e ao patétipo 001 da CLR,
com base no mapa de ligagao de C. arabica descrito por Pestana et al. (2015).

Com advento do sequenciamento, novas abordagens para o desenvolvimento
de marcadores tém surgido. Dentre elas, destacam-se os marcadores funcionais EST-
PCR (Expressed Sequence Tag-Polymerase Chain Reaction), que se baseiam em
sequéncias transcritas do genoma. Por representarem genes expressos, esses
marcadores sao mais conservados. Alvarenga et al. (2011) identificaram e validaram
um marcador associado a suscetibilidade e a resisténcia a H. vastratrix, a partir de

ESTs previamente descritas por Alvarenga et al. (2010). Além disso, outro gene
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relacionado a resisténcia a CLR, baseado em uma proteina de membrana
conservada, foi desenvolvido e validado por Almeida et al. (2021a).

No contexto da CBD, Gichuru et al. (2008) identificou o loco de resisténcia,
denominado Ck-1 e validou dois marcadores SSR codominantes associados a esse
loco, o qual, segundo o grupo, corresponde ao gene “T” observado por Agwanda et
al. (1997). Em um estudo baseado em associagdo genémica ampla, utilizando a
diversidade genética de cafeeiros selvagens da Etiopia, foram identificados QTNs
(Quantitative Trait Nucleotides) no subgenoma Eugenioides de C. arabica, associados
a efetores relacionados a resposta imunoldgica contra a BHB. Posteriormente o grupo
desenvolveu e validou um marcador AS-PCR (Allele-Specific PCR), (Ariyoshi et al.,
2022a; Ariyoshi et al., 2022b). Essa técnica utiliza primers cuja penultima base da
extremidade 3'OH €& posicionada sobre um sitio SNP (Single-Nucleotide
Polymorphisms) (Kalendar et al., 2022).

Os marcadores moleculares sao ferramentas estratégicas no melhoramento
genético, otimizando a selegao de gendtipos superiores. Uma de suas aplicagbes mais
relevantes é na analise de piramidacao de alelos de resisténcia, um processo que
permite a identificacdo e combinagao de multiplas fontes de resisténcia em um unico
individuo. Como resultado, é possivel desenvolver cultivares com resisténcia mais
duravel e de amplo espectro, algo dificil de alcancar apenas por meio da selegao
fenotipica (Alzate-Marin el al., 2005).

Uma importante fonte de variabilidade genética para o desenvolvimento de
novas cultivares surgiu em 1917, com a descoberta do cafeeiro denominado Hibrido
de Timor (HdT), identificado apds um surto de H. vastatrix na ilha de Timor-Leste, no
sudeste Asiatico. Os HdT sao individuos tetraploides e autoférteis, originados do
provavel cruzamento espontaneo entre C. arabica (2n = 4x = 44) e C. canephora (2n
= 2x = 22) (Agwanda et al., 1997; Bettencourt, 1973; Capucho et al., 2009; Carvalho
et al., 1989; Rodrigues et al., 1975, Rodrigues et al., 2004).

O HdT destaca-se principalmente por sua ploidia, que possibilita o cruzamento
com C. arabica, e pela combinagao de genes de resisténcia a doengas, herdados do
progenitor C. canephora. Adicionalmente, apresenta qualidade de bebida com notas
sensoriais desejaveis, tipicamente associada a espécie C. arabica (Alvarenga, et al.,
2011; Mahé et al., 2008; Sobreira et al., 2015). A utilizagdo de acessos de HdT no
melhoramento genético de C. arabica ganhou notoriedade devido a sua robusta

resisténcia a CLR, uma caracteristica fundamental diante das epidemias que


https://link.springer.com/article/10.1007/s10681-020-02621-x#ref-CR2

20

assolavam a cafeicultura. Subsequentemente, estudos observaram a presenca dos
genes SH5 a SH10 em de populagdes de HAT (Bettencourt et al., 1988; Barka et al.,
2020; Almeida et al., 2021b; Almeida et al., 2024). Além da resisténcia a CLR, diversos
acessos de HdT apresentaram resisténcia a CBD (Bettencourt, 1973; Rodrigues et al.,
2004), moderada resisténcia a BHB (Mohan et al., 1978) e resisténcia a nematoides
como Meloidogyne exigua (Muniz et al., 2009), M. paranaenses (Salgado et al., 2014;
Shigueoka et al., 2016) e M. incognita (Albuquerque et al., 2010).

A maior parte dos acessos de HAT presentes no Brasil foram disponibilizados
pelo Centro de Investigagcao das Ferrugens do Cafeeiro (CIFC), de Portugal, e enviada
ao Departamento de Fitopatologia da UFV e ao Instituto Agronédmico de Campinas
(IAC). Essas instituicbes foram responsaveis por estabelecer as colegbes que
fundamentam os programas nacionais de melhoramento genético. Os acessos
disponibilizados incluiram clones do CIFC 4106, clones das cultivares diferenciadoras
e sementes de cafeeiros selecionados oriundos das estacbes experimentais do
Instituto de Investigagdo Agronémica de Angola (IIAA) e da Estagao Regional de Uige
(ERU). Com base no germoplasma introduzido, foi estruturado o Banco Ativo de
Germoplasma de Hibridos de Timor, atualmente mantido pelo Departamento de
Agronomia (BAG/UFV). E, através de sementes derivadas de autofecundacao, foi
estabelecido o Banco de Germoplasma de Café da EPAMIG (BGC/EPAMIG),
localizados no Campo Experimental de Patrocinio. Esses sdo os maiores bancos de
HAT do mundo.

No entanto, apesar do reconhecido valor dos acessos de HdT como recurso
genético estratégico, sua caracterizagdo molecular ainda € limitada, com um numero
reduzidos de acessos originado cultivares utilizadas na cafeicultura nacional e
mundial. Dessa forma, considerando a importancia do HdT como fonte de
variabilidade genética para C. arabica, este trabalho visa a caracterizagao molecular
de acessos do BAG/UFV e BGC/EPAMIG, contribuindo para a otimizagao do uso
desses recursos para futuras pesquisas e cruzamentos. Os resultados obtidos
auxiliarao na selegcao de genitores superiores para o desenvolvimento de cultivares

mais produtivas e resistentes.

3. MATERIAIS E METODOS
Os experimentos foram conduzidos no Laboratério de Biotecnologia do

Cafeeiro (BIOCAFE), vinculado ao Instituto de Biotecnologia Aplicada & Agropecuaria
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(BIOAGRO), da Universidade Federal de Vigosa (UFV), em Vigosa, Minas Gerais,

Brasil.

3.1 Material genético

A amostragem do material genético utilizado, compreendeu parte dos Bancos
ativos de Germoplasma. Para a realizagao do presente trabalho, foram obtidas folhas
de 92 cafeeiros, sendo 23 acessos de Hibrido de Timor (HdT) conservados no Banco
Ativo de Germoplasma da Universidade Federal de Vigosa (BAG/UFV) e os demais
69 cafeeiros pertencentes a 23 acessos de HAT conservados no Banco de
Germoplasma de Café da EPAMIG (BGC/EPAMIG), localizado no Campo
Experimental de Patrocinio. Do BGC/EPMIG foram amostradas trés plantas de cada
um dos 23 acessos, 0s quais correspondem a progénies de fecundacgao livre
(autofecundagao sem controle) de cada um dos 23 acessos de HAdT do BAG/UFV,

conforme apresentados na Tabela 1.



Tabela 1: Acessos selecionados para caracterizagdo molecular neste trabalho.

Codigo Descricdo da Amostra Parental BAG de Origem
UFV 377-51 Hibrido Timor UFV377-51 - UFV
MG 377-51 1 MG0266-2R1 Hibrido Timor UFV377-51 Epamig
MG 377-51 -2 MG0266-4R1 Hibrido Timor UFV377-51 Epamig
MG 377-51 -3 MG0266-7R1 Hibrido Timor UFV377-51 Epamig
UFV 377-34  Hibrido Timor UFV 377-34 - UFV
MG 377-34 1 MG0267-1R1 Hibrido Timor UFV 377-34 Epamig
MG 377-34 -2 MG0267-5R1 Hibrido Timor UFV 377-34 Epamig
MG 377-34 -3 MG0267-7R1 Hibrido Timor UFV 377-34 Epamig
UFV 377-24  Hibrido Timor UFV 377-24 - UFV
MG 377-24 -1 MG0268-1R1 Hibrido Timor UFV 377-24 Epamig
MG 377-24 - 2 MG0268-2R1 Hibrido Timor UFV 377-24 Epamig
MG 377-24 -3 MG0268-4R1 Hibrido Timor UFV 377-24 Epamig
UFV 377-23  Hibrido Timor UFV 377-23 - UFV
MG 377-23-1 MG0269-1R1 Hibrido Timor UFV 377-23 Epamig
MG 377-23- 2 MG0269-2R1 Hibrido Timor UFV 377-23 Epamig
MG 377-23- 3 MG0269-3R1 Hibrido Timor UFV 377-23 Epamig
UFV 377-21  Hibrido Timor UFV 377-21 - UFV
MG 377-21-1 MG0270-1R1 Hibrido Timor UFV 377-21 Epamig
MG 377-21- 2 MG0270-2R1 Hibrido Timor UFV 377-21 Epamig
MG 377-21-3 MG0270-6R1 Hibrido Timor UFV 377-21 Epamig
UFV 376-57  Hibrido Timor UFV 376-57 - UFV
MG 376-57-1 MG0276-1R1 Hibrido Timor UFV 376-57 Epamig
MG 376-57- 2 MG0276-3R1 Hibrido Timor UFV 376-57 Epamig
MG 376-57- 3 MG0276-4R1 Hibrido Timor UFV 376-57 Epamig
UFV 376-52  Hibrido Timor UFV 376-52 - UFV
MG 376-52- 1 MGO0277-1R1 Hibrido Timor UFV 376-52 Epamig
MG 376-52- 2 MG0277-5R1 Hibrido Timor UFV 376-52 Epamig
MG 376-52- 3 MG0277-5R1 Hibrido Timor UFV 376-52 Epamig
UFV 376-37  Hibrido Timor UFV 376-37 - UFV
MG 376-37-1 MG0278-2R1 Hibrido Timor UFV 376-37 Epamig
MG 376-37- 2 MG0278-3R1 Hibrido Timor UFV 376-37 Epamig
MG 376-37- 3 MG0278-4R1 Hibrido Timor UFV 376-37 Epamig
UFV 376-31  Hibrido Timor UFV 376-31 - UFV
MG 376-31-1 MG0279-2R1 Hibrido Timor UFV 376-31 Epamig
MG 376-31- 2 MG0279-5R1 Hibrido Timor UFV 376-31 Epamig
MG 376-31- 3 MG0278-7R1 Hibrido Timor UFV 376-31 Epamig
UFV 376-14  Hibrido Timor UFV 376-14 - UFV
MG 376-14-1 MG0280-3R1 Hibrido Timor UFV 376-14 Epamig
MG 376-14- 2 MG0280-4R1 Hibrido Timor UFV 376-14 Epamig
MG 376-14- 3 MG0280-5R1 Hibrido Timor UFV 376-14 Epamig
UFV 376-12  Hibrido Timor UFV 376-12 - UFV
MG 376-12-1 MG0282-4R1 Hibrido Timor UFV 376-12 Epamig
MG 376-12- 2 MG0282-5R1 Hibrido Timor UFV 376-12 Epamig
MG 376-12- 3 MG0282-7R1 Hibrido Timor UFV 376-12 Epamig
UFV 376-11  Hibrido Timor UFV 376-11 - UFV
MG 376-11-1 MG0283-2R1 Hibrido Timor UFV 376-11 Epamig
MG 376-11-2 MG0283-3R1 Hibrido Timor UFV 376-11 Epamig
MG 376-11-3 MG0283-6R1 Hibrido Timor UFV 376-11 Epamig
UFV 379-07 Hibrido Timor UFV 379-07 - UFV
MG 379-07-1 MG0291-2R1 Hibrido Timor UFV 379-07 Epamig
MG 379-07- 2 MG0291-3R1 Hibrido Timor UFV 379-07 Epamig
MG 379-07- 3 MG0291-6R1 Hibrido Timor UFV 379-07 Epamig

MG 380-52 Hibrido Timor UFV 380-52 - UFV
MG 380-52- 1 MG0293-2R1 Hibrido Timor UFV 380-52 Epamig
MG 380-52- 2 MG0293-4R1 Hibrido Timor UFV 380-52 Epamig
MG 380-52- 3 MG0293-6R1 Hibrido Timor UFV 380-52 Epamig
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Tabela 1 — Continuagao

Codigo Descricdo da Amostra Parental BAG de Origem
UFV 408-01 Hibrido Timor UFV 408-01 - UFV
MG 408-01-1 MG0294-2R1 Hibrido Timor UFV 408-01 Epamig
MG 408-01-2 MG0294-4R1 Hibrido Timor UFV 408-01 Epamig
MG 408-01-3 MG0294-6R1 Hibrido Timor UFV 408-01 Epamig
UFV 408-10 Hibrido Timor UFV 408-10 - UFV
MG 408-10- 1 MG0295-3R1 Hibrido Timor UFV 408-10 Epamig
MG 408-10- 2 MG0295-5R1 Hibrido Timor UFV 408-10 Epamig
MG 408-10- 3 MG0295-6R1 Hibrido Timor UFV 408-10 Epamig
MG 408-18 Hibrido Timor UFV 408-18 - UFV
MG 408-18-1 MG0298-1R1 Hibrido Timor UFV 408-18 Epamig
MG 408-18- 2 MG0298-2R1 Hibrido Timor UFV 408-18 Epamig
MG 408-18- 3 MG0298-5R1 Hibrido Timor UFV 408-18 Epamig
UFV 408-26 Hibrido Timor UFV 408-26 - UFV
MG 408-26- 1 MG0299-1R1 Hibrido Timor UFV 408-26 Epamig
MG 408-26- 2 MG0299-2R1 Hibrido Timor UFV 408-26 Epamig
MG 408-26- 3 MG0299-3R1 Hibrido Timor UFV 408-26 Epamig
UFV 408-28 Hibrido Timor UFV 408-28 - UFV
MG 408-28- 1 MGO0300-1R1 Hibrido Timor UFV 408-28 Epamig
MG 408-28- 2 MG0300-3R1 Hibrido Timor UFV 408-28 Epamig
MG 408-28- 3 MG0300-4R1 Hibrido Timor UFV 408-28 Epamig
UFV 427-01 Hibrido Timor UFV 427-01 - UFV
MG 427-01-1 MG0302-2R1 Hibrido Timor UFV 427-01 Epamig
MG 427-01- 2 MGO0302-3R1 Hibrido Timor UFV 427-01 Epamig
MG 427-01- 3 MG0302-5R1 Hibrido Timor UFV 427-01 Epamig
UFV 427-09 Hibrido Timor UFV 427-09 - UFV
MG 427-09- 1 MGO0303-1R1 Hibrido Timor UFV 427-09 Epamig
MG 427-09- 2 MG0303-2R1 Hibrido Timor UFV 427-09 Epamig
MG 427-09- 3 MGO0303-5R1 Hibrido Timor UFV 427-09 Epamig
UFV 437-02 Hibrido Timor UFV 437-02 - UFV
MG 437-02- 1 MG0329-5R1 Hibrido Timor UFV 437-02 Epamig
MG 437-02- 2 MG0329-7R1 Hibrido Timor UFV 437-02 Epamig
MG 437-02- 3 MG0329-8R1 Hibrido Timor UFV 437-02 Epamig
UFV 442-42  Hibrido Timor UFV 442-42 - UFV
MG 442-42-1 MG0364-4R1 Hibrido Timor UFV 442-42 Epamig
MG 442-42- 2 MG0364-6R1 Hibrido Timor UFV 442-42 Epamig
MG 442-42- 3 MG0364-9R1 Hibrido Timor UFV 442-42 Epamig
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3.2 Extragao do DNA

Para extragdo do DNA, foram coletadas amostras foliares dos progenitores e
progénies (Tabela 1). O material genético foi extraido utilizando o método proposto
por Diniz et al. (2005). Para isso, folhas jovens, macias e totalmente expandidas foram
coletadas, identificadas, limpas e imediatamente armazenadas a -80 °C,
posteriormente, liofilizadas e maceradas. A quantificagdo e a avaliagdo da qualidade
do DNA foram efetuadas em espectrofotdmetro NanoDrop 2000° e eletroforese em
gel de agarose a 0,8% corado GelRed® sob luz UV, respectivamente. As amostras
foram diluidas para uma concentragdo de 25 ng/uL e armazenadas a -20 °C. Para
verificar a integridade, a Reagao em Cadeia da Polimerase (PCR) foi realizada com o

primer microssatélite SSR16.

3.3 Caracterizagao molecular

A caracterizagdo molecular abrangeu a analise da diversidade genética,
através do uso de marcadores moleculares aleatérios distribuidos ao longo do
genoma e a analise de resisténcia a doengas através do emprego de marcadores
especificos associados a resisténcia as trés principais doengas que afetam C. arabica:
Ferrugem do Cafeeiro (H. vastatrix), Antracnose dos Frutos (C. kahawae) e Mancha

Aureolada (P. syringae pv. garcae).

3.3.1 Andlise de diversidade e fingerprinting

A analise da diversidade genética e a obtencdo de perfis moleculares
(fingerprinting) foram realizadas utilizando um painel de 9 marcadores microssatélites
(SSR) (Tabela 2). Para verificar a cobertura de cada marcador, as sequéncias dos
primers foram alinhadas contra o genoma de referéncia C. arabica cultivar ET-39
(Acesso GenBank: GCA _036785885.1) utilizando o programa BLAST
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/index.cgi?). As reagbes de PCR
foram realizadas conforme o protocolo descrito por Brito et al. (2010). Para um volume
total de 20 pL de reagéo, utilizou-se 2 uL de DNA (25 ng/uL), 1 yL de tampéo, 0,3 uL
de dNTPs, 1,0 mM de MgClz, 1,5 uL de cada primer (0,15 uM) e 0,6 U de Taqg DNA
polimerase (ThermoFisher, EUA). As rea¢des de amplificagdo foram conduzidas no
termociclador Veriti (Applied Biosystems, EUA) com um ciclo inicial de 94 °C por 2
minutos, seguido por 10 ciclos de touchdown. Cada ciclo de touchdown consistiu em

desnaturacdo a 94 °C por 30 segundos, anelamento por 30 segundos com
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temperatura decrescente de 66 °C a 57 °C (redugao de 1 °C por ciclo), e extensao a
72 °C por 30 segundos. Apos o touchdown, realizou-se 30 ciclos adicionais,
consistindo em desnaturagdo a 94 °C por 30 segundos, anelamento a 57 °C por 30
segundos, e extensao a 72 °C por 30 segundos. Por fim, extensao final a 72 °C por
20 minutos. Para a analise em eletroforese capilar, foram utilizados primers marcados
com fluoréforos compativeis com o equipamento SeqStudio Genetic Analyzer (Thermo
Fisher Scientific, EUA). Os eletroferogramas foram obtidos e analisados com auxilio

do software GeneMapper™.

Tabela 2: Primers SSR utilizados para analise de diversidade dos 92 acessos do BAG
de HAT.

Primer  Tam. pb Forward Reverse

CaEST 012 151 GAAGACCAAGCACCCTCAAC  ACACCAACTACGGGCAGACA
CaEST 022 184 GAAGGGACAAAGACGCCTAA CGACAGATGCAGGAATAAACTG
CaEST 22° 207 GCCATTTCACAATCTCACCTC  AGACCCAGCAGACAACAACA
CaEST 28° 169 TTAACCTCCTGCCACACA GCCCAAATAAATCCCTCCA
CaEST 29¢ 199 AGGAGATGCCTGTGACGAAC GGACGGAAAGATTCTGGCTTT
CaEST 452 259 GCATCCTACCGAGTACATACAA TCCATCAACAACAACCGAAG
CaEST 71¢ 155 ATGGAGAGGAAGACGCAACA  CCTTATTGAAGACGCCCAAA
SSR 016¢ 146 ACCCGAAAGAAAGAACCAAG CCACACAACTCTCCTCATTC
SSR 095¢ 226 CGCGTGGGAGATATTGAAGT AAGCGGCAGAAATCAGTGG

Forward: sequéncia de nucleotideos na diregdo 3’ para 5’, Reverse: sequéncia de nucleotideos na

direcdo 5’ para 3'. Referéncias: 2 Souza et al., 2013; ® Missio et al., 2009; ¢Ferrdo et al., 2015; ¢ Combes
et al., 2000.

3.3.2 Analise de resisténcia a doengas

Os DNAs foram amplificados utilizando marcadores associados a gene/loco
de resisténcia (Tabela 3). Para analise de resisténcia a CLR os seguintes marcadores
foram utilizados: SAT244, BA-124-12K-F, CaRHv8, CaRHv9, CaRHv10, CARF 005,
RLK2. Para identificar alelos de resisténcia a CBD, SAT235 e SAT207. Para detectar

resisténcia a BHB, o marcador Psg_QL1 foi utilizado.
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Tabela 3: Primers utilizados para analise de resisténcia dos 92 acessos do BAG de
HdT.

Primer Tam. pb Forward Reverse Gene Loco
SAT2442 316 GCATGTGCTTTTTGATGTCGT GCATACTAAGGAAATTATCTGACTGCT Su3 A
BA-124-
1oKf 384 TGATTTCGCTTGTTGTCGAG TGCAGATTGATGGCACGTTA Su3 A
SSR016¢ 146 ACCCGAAAGAAAGAACCAAG CCACACAACTCTCCTCATTC QTL/GL2 B
CaRHv8 272 ACCTTCTAGTGTTACCGAGGA TCTTAGCGCCATGAATAGCCA QTL/GL2 B
CaRHv9° 151 TGATGAAGAAGAGCGCATAGC GTCTAAGACCAGAATCAGATGG QTL/GL5 C
CaRHv10° 282 GAGAATGTTCACGCCCGGTT3 CTTCACAGTTGTCACGCTCG3 QTL/GL5 C
CC-NBS-
CARF005°¢ 397 GGACATCAACACCAACCTC ATCCCTACCATCCACTTCAAC LRR D
RLKf - - - - E
SAT2079 90 GAAGCCGTTTCAAGCC CAATCTC TTTCCGATGCTCT Ck-1 F
SAT2359 222 TCGTTCTGTCATTAAATCGTCAA GCAAATCATGAAAATAGTTGGTG Ck-1 F
Psg_QL1" 224 TTTATCTATCTGATGTGCTGG TACATCGGCAGCCTCAGAAA Psg_QL G

Forward: sequéncia de nucleotideos na direcao 3’ para 5’, Reverse: sequéncia de nucleotideos na
direcdo 5’ para 3'. Referéncias: @ Mahé et al., 2008; b Almeida et al., 2021b; ¢ Almeida et al., 2024;
Missio et al., 2009; ¢ Alvarenga et al., 2011; f Dados ndo publicados; ¢ Gichuru et al., 2008; " Ariyoshi et
al., 2022b.

As reagdes de PCR para os marcadores foram realizadas de acordo com os
protocolos descritos pelos respectivos autores (Tabela 3). Os marcadores SAT244,
BA-124-12K-F, SSR016, SAT207 e SAT235 foram avaliados utilizando primers
marcados com fluoréforos compativeis com o equipamento SeqStudio Genetic
Analyzer (Thermo Fisher Scientific, EUA). Os eletroferogramas foram analisados com
auxilio do software GeneMapper™. Ja os marcadores CaRHv8, CaRHv9, CaRHv10,
CARF 005, RLK e Psg_QL1 foram avaliados por PCR e eletroforese em gel de
argarose (1,5%), corados com GelRed® e visualizados sob luz UV em aparelho

Fotodocumentador L-Pix®.

3.4 Analise dos dados
Os perfis alélicos obtidos por meio dos marcadores SSR foram utilizados para
construir uma matriz de dissimilaridade, com base no complemento aritmético de um

indice de coincidéncia ndo-ponderado, dado pela expresséo:

L
1
Dy, = ﬁz G
j=1

Em que D;; representa a dissimilaridade entre alelos de dois individuos, L € o

numero de locos e C; € o numero de alelos em comum entre os acesos.



27

Para os grupos nao divergentes, foi utilizado o coeficiente de similaridade de

Jaccard, dado pela expressao:
a
Y= a¥b+ec

No qual a representa o numero de coincidéncias do tipo 1-1 entre os
individuos analisados, b € o numero de similaridade do tipo 1-0, e ¢ € 0 numero de
similaridade 0-1. As relagdes genéticas entre acessos foram analisadas utilizando o
método Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Mean (UPGMA). Os
dendrogramas foram construidos a partir das matrizes de distancia geradas pelo
software GENES (Cruz, 2016), e editados no software FIGTREE. Os pontos de corte

foram definidos com base no teste de Mojena (1977), utilizando o valor k= 1,25.

4. RESULTADOS
4.1 Caracterizagao da resisténcia a doencgas via marcadores moleculares
4.1.1 Resisténcia a CLR

A caracterizagéo da resisténcia a CLR foi realizada por meio de um conjunto
de marcadores. Dois marcadores, SAT224 e BA-124-12K-F, associados ao gene SH3
e identificados como loco A. Quatro marcadores, CaRHv8, SSR16, CaRHV9 e
CaRHv10, associados a dois QTL de resisténcia as racas |, Il e ao patotipo 001, sendo
os dois primeiros identificados como Loco B e os dois ultimos como Loco C. Um
marcador associado ao gene CC-NBS-LRR, identificado como Loco D. Por fim, um
marcador associado ao gene HAT _LLR RLK2, identificado como Loco E.

Com relacédo ao Loco A, apenas o acesso do BAG/UFV, HdAT UFV 379-07, e
seus trés descendentes (MG 379-07-1, MG 379-07-2, MG 379-07-3) apresentaram
alelos associados a resisténcia, identificados pelo marcador BA-124-12K-F. Dessa
forma, nenhum dos individuos foi considerado portador do alelo de resisténcia. A
estratégia utilizada nesse trabalho para inferir a presenca do alelo de resisténcia no
cafeeiro, foi a presenca dos dois marcadores que flanqueiam o gene. Essa abordagem
visa minimizar a ocorréncia de falsos positivos, ou seja, individuos que apresentam
apenas um dos marcadores e que, podem ter perdido o alelo de resisténcia devido a
eventos de recombinacgao.

Para o Loco B, observou-se que 46 (50%) cafeeiros apresentaram os dois
marcadores moleculares (CaRHv8 e SSR16) que flanqueiam um dos QTL associado

a resisténcia as racas | e Il e ao patétipo 001 de H. vastatrix, sendo, portanto, fontes
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de resisténcia para esse loco. Acessos do BAG/UFV (parentais) identificados como
B _, contendo pelo menos um alelo de resisténcia, apresentaram descendentes
(acessos BGC/Epamig) compativeis com o padrdo esperado para autofecundagao.
Cinco acessos parentais apresentaram genotipo homozigoto recessivo (bb), sendo
que para um deles, UFV 376-12, observou-se a presenga do alelo dominante em um
cafeeiro da sua progénie (Tabela 4, Tabela Suplementar).

Para o Loco C, o outro QTL associado a resisténcia as trés ragas do patégeno,
apenas trés acessos, UFV 408-18, MG 408-26-1 e MG 408-28-3, apresentaram alelos
de resisténcia avaliados nos dois marcadores (CaRHv9 e CaRHv10). Observou-se
que o acesso parental UFV 408-28, identificado como homozigoto recessivo, exibiu
pelo menos um descendente contendo o alelo de resisténcia C_ (Tabela 4, Tabela
Suplementar).

A analise do marcador funcional CARF005, relacionado ao gene CC-NBS-LRR
(Loco D), permitiu a identificagdo de 54 (57,60%) individuos com o genétipo D_, nao
sendo possivel distinguir, por meio desse marcador, cafeeiros homozigotos
dominantes ou heterozigotos. Dos 23 acessos parentais, 10 foram identificados como
homozigotos recessivos (“dd”), sendo que alguns apresentaram o gene D na progénie
(Tabela 4).

Em analises com o marcador funcional RLK2 (Loco E), relacionado ao gene
HAT _LLR RLK2, 53 individuos apresentaram marca relacionada a resisténcia. A
genotipagem revelou que 12 acessos parentais foram homozigotos recessivos (“ee”)
e que, como nos demais marcadores, alguns cafeeiros da progénie apresentaram o

alelo de resisténcia E_ (Tabela 4, Tabela Suplementar).

4.1.2 Resisténcia a CBD e BHB

Para o loco F, associado ao gene Ck-1 de resisténcia a CBD e rastreado pelos
marcadores SAT207 e SAT235, foram identificados 36 acessos (39,13%) com a
marca de resisténcia. Dessas fontes de resisténcia, 11 acessos sao homozigotos
dominantes (“FF”) e 25 acessos heterozigotos (“Ff’). Observou-se, como nos demais
marcadores, alelo dominante resistente em progénies originadas de parental
recessivo (Tabela 4).

Para o loco G, relacionado ao gene de resisténcia a P. syringae pv. garcae, e
detectado pelo marcador Psg_QL foram identificados 18 acessos portadores do alelo
dominante (“G_") (Tabela 4).
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4.1.4 Resisténcia multipla

A analise conjunta de todos os locos de resisténcia as principais doencas do
cafeeiro, demonstrou que nenhum acesso de HdT apresentou marcas de resisténcia
para todos os sete locos. Cafeeiros HAT ndo sao fontes de resisténcia para o loco
Su3, confirmado pelas analises moleculares. Dessa forma, a piramidagéo génica nos
HdT foram analisados considerando os demais seis locos, B, C,D,E,Fe G

Considerando os locos B e C, que correspondem a dois QTL que conferem
resisténcia a trés ragas de H. vastatrix (ragas |, Il e ao patétipo 001), 49 (53,26%)
acessos apresentaram pelo menos um QTL. Observou-se que, para os diferentes
locos de resisténcia a CLR, 32 cafeeiros possuem trés locos contendo alelos de
resisténcia, com combinac¢des diferentes (Tabela 4, Tabela 5).

Nenhum individuo apresentou alelos de resisténcia simultaneamente para as
trés doengas analisadas. Todavia, 17 cafeeiros possuem trés locos contendo
resisténcia a CLR e o loco de resisténcia a CBD e um cafeeiro contendo dois locos
para CLR e o loco de BHB. Diferentes locos piramidados foram encontrados, conforme

representado na Figura 1.
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Tabela 4: Resisténcia e suscetibilidade nos genes Su3 (loco A), QTL para resisténcia
as ragas |, Il e ao patétipo 001 (Loco B e C); CC-NBS-LRR (loco D); HAT LRR_RLK2
(loco E);Ck-1 para CBD (Loco F) e Psg_QL para BHB (loco G)

Caédigo Genoétipo Caédigo Genétipo
A B C D E F G A B C D E F G
UFV 377-51 S R S R R S S8 UFV 379-07 S R S R S S S
MG 377-51 -1 ? §$ 8§ 8§ § ? S MG 379-07- 1 S 8 S R S S S
MG37751-2 S S S R R S S MG379-07-2 S R S R S ? S
MG37751-3 S R S R R S S8 MG379-07-3 S R S R R S S
UFV 377-34 ? R 8§ 8 R § S UFV 380-52 S R 8 R R 8§ 8§
MG 377-34 -1 S R S R R S S8 MG 380-52- 1 S R S S R ? S
MG377-34-2 ? R S R R S S MG38052-2 S R S S S ? S
MG377-334-3 S R S R R S 8 MG38052-3 S R S S S S s
UFV 377-24 ? R S R R S S UFV 408-01 ? 8§ 8§ 8§ R S R
MG377-24-1 ? R S R R § S MG 408-01-1 ? S S8 S R S R
MG377-24-2 ? R S R R § S MG 408-01-2 ? R S8 S8 S S R
MG377-24-3 ? R S R R § S MG 408-01-3 ? S 8§ R S8 S R
UFV 377-23 ? R S S R S S UFV 408-10 ? R S R R S8 S
MG 377-23- 1 ? R S R R S S MG 408-10- 1 ? 8 S R R S8 S
MG37723-2 ? R S R R S S MG408-10-2 ? R S R S S S
MG37723-3 ? R S R R ? S MG408-10-3 ? S S R R ? S
UFV 377-21 ? R §$ 8 § ? R UFV 408-18 S R R R R 8§ 8
MG 377-21- 1 ? R S R R § S MG 408-18- 1 S 8§ 8 8§ R 8§ S
MG37721-2 ? R S S S S S MG408-18-2 ? S S S S S S
MG37721-3 ? ? S8 S S8 S R MG408-18-3 ? S S R R S S
UFV 377-57 ? R S R R S S MG 408-26 S 8§ S R S S8 R
MG 377-57- 1 ? R $S S R S S MG 408-26- 1 S R R R 8 ? R
MG37757-2 ? R S R R S S MG40826-2 ? S S S S S R
MG377-57-3 ? R S R R S S8 MG40826-3 S S S R S S S
UFV 376-52 ? 8§ S R R S8 S UFV 408-28 ? 8 S 8§ S S R
MG 376-52- 1 S S S R R S S8 MG 408-28- 1 S 8§ S R 8 ? R
MG37652-2 S R S R R S S MG40828-2 ? S S R R S R
MG37652-3 S S S R R S s MG40828-3 ? S R S S S R
UFV 376-37 S R S S R S S8 UFV 427-01 ? R S S S S8 R
MG 376-37- 1 S R S S R S S8 MG 427-01-1 ? 88 S S S ? R
MG376-37-2 S R S R R S S MG42701-2 ? S S S S S R
MG376-37-3 S R S S R S S8 MG42701-3 ? R S8 S S8 ? R
UFV 376-31 S R S R R S S8 UFV 427-09 ? 8 S S S S S
MG 376-31- 1 S 8 S R R ? S8 MG 427-09- 1 ? 8 S S S S R
MG376-31-2 S R S S R S S MG42709-2 S S S S S S S
MG376-31-3 S R S R R S s MG427-09-3 S S S S S s s
UFV 376-14 ? §$ 8§ 8§ § s S UFV 437-02 ? S S R R S S
MG 376-14- 1 ? R S R R § S MG 437-02- 1 S R 8 R R 8§ 8§
MG376-14-2 ? R S R R S S MG437-02-2 ? R S S S S S
MG376-14-3 ? R S R R S S8 MG437-02-3 S R S R R ? S
UFV 376-12 ? R 8 8§ § s S UFV 442-42 S R 8 R 8 S S
MG 376-12- 1 ? R 8 8§ S8 s S MG 442-42-1 S R 8 R 8 S S
MG376-12-2 ? R S S S S S MG442-42-2 S R S R S S S
MG376-12-3 ? S S S S S S MG442-42-3 S R S S R S S8
UFV 376-11 ? ? 8 R 8§ S8 S
MG 376-11-1 ? R S R R § S
MG 376-11-2 ? R 8 8§ 8§ S8 S
MG 376-11-3 ? R 8 R R S8 8

S= Suscetivel; R= i?esisten

te; RE= Recombinantes; ? = gendtipo ndo identificado
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Figura 1. O gréfico ilustra a distribuicdo de frequéncia dos locos de resisténcia. As barras em rosa
representam a contagem de acessos portadores de cada loco individualmente, as barras em azul
quantificam o numero de acessos com resisténcia mdltipla, e os pontos pretos indicam as
combinagbes especificas de locos em cada pirdmide génica.

Tabela 5: Relagao de acessos por Locos em ordem decrescente ao numero de

individuos
Locos Resisténcia Individuos Numero de
individuos
LOCO B MG-376-14-1, MG-376-14-3, UFV -376-31, MG -376-
LOCO D CLR 31-3, MG -376-37-2, MG -376-52-2, MG -377-23-1, MG
LOGOE. BHB -377-23-2, UFV -377-24, MG -377-24-1, MG -377-24-2, 17
LOGOF CBD MG-377-24-3, MG-377-34-1, MG-377-34-2, UFV-377-
51, MG-377-57-2, MG-437-02-1
LOCO B MG-376-11-1, MG-376-11-3, MG-376-14-2, MG-377-
LOCOD. CLR 21-1, MG-377-23-3, MG-377-34-3, MG-377-51-3, UFV- 13
LOGOE 377-57, MG-377-57-3, MG-379-07-3, UFV-380-52,
UFV-408-10, MG-437-02-3
MG-376-11-2, MG-376-12-1, MG-376-12-2, MG-377-
LOCOB CLR 21-2, MG-380-52-2, MG-380-52-3 6
tggg E’ CLR MG-376-31-2, MG-376-37-1, MG-376-37-3, UFV-377- 5
L OGO F CBD 23, UFV-377-34, MG-442-42-3
LOCO G BHB MG-377-21-3, MG-408-26-2, UFV-408-28, MG-427-01- 5

1, MG-427-01-2, MG-427-09-1

31
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Continuagao...

LOCOD, CLR UFV-376-52, MG-376-52-1, MG-376-52-3, MG-377-51-
LOCOE, CBD 2, UFV-437-02 °
LOCO F :

LOCO B, CLR

o8 o UFV-377-21, MG-408-01-2, UFV-427-01, MG-427-01-3 4
LOCO D, LR MG-376-31-1, MG-408-10-1, MG-408-10-3, MG-408- )
LOCO E 18-3

LOCO B,

o0 CLR UFV-379-07, MG-379-07-2, MG-408-10-2 3
LOCO B, LR

LOCOD. R UFV-442-42, MG-442-42-1, MG-442-42-2 3
LOCO F

LOCO B,

1008 CLR UFV-376-37, MG-377-57-1, MG-380-52-1 3
LOCO D CLR UFV-376-11, MG-379-07-1, MG-408-26-3 3
LOCOD, CLR

rocon o MG-408-01-3, UFV-408-26, MG-408-28-1 3
LOCO B, CLR

oe08 e UFV-376-12, MG-437-02-2 2
LOCOE, CLR

e oR UFV-408-01, MG-408-01-1 2
LOCO B,

LocoC,

oo s CLR UFV-408-18 1
LOCO E

LOCO B,

LOCO C, CLR

0co D o MG-408-26-1 1
LOCO G

LOCOC, CLR

roo¢ o MG-408-28-3 1
LOCO D,

LOCOE. CLR MG-408-28-2 1
LOCO G

LOCOE BHB MG-408-18-1 1
LOCOF CBD UFV-427-09 1

4.2 Analise de diversidade genética

Os 92 acessos de HAT foram analisados com 11 marcadores SSR
aleatoriamente distribuidos no genoma. Com base na analise BLAST, foi verificado
que esses marcadores se encontram localizados em quatro cromossomos do
subgenoma C. canephora (1, 6, 7 e 11) e dois cromossomos do subgenoma de C.
eugenioides (6 e 7).

Por meio desses marcadores, detectou-se um total de 23 alelos, com variagdes
de 1 a 3 e média de 2,09 alelos por marcador. A anélise de agrupamento pelo método
UPGMA, utilizando ponto de corte definido pelo teste de Mojena, resultou na formagao
de 13 grupos distintos (Figura 2). Os grupos IV e V apresentaram o maior niumero de
individuos, com 19,5% e 26% dos acessos, respectivamente. Quatro acessos (MG
377-34-1, MG 377-34-1, MG 380-52-2, UFV 376-57) ndo foram agrupados, sendo

considerados mais divergentes (Figura 2).
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Figura 2. Dendrograma obtido através do método UPGMA baseado na matriz de coeficiente de
dissimilaridade no método n&o ponderado. As cores destacam os grupos definidos pelo ponto de

corte de Mojena. Acessos aparentados estdo indicados em azul e acessos ndo agrupados estao
em vermelho.

Pelo dendrograma, observou-se dois conjuntos de cafeeiros no agrupamento
V, indicados como a e b na Figura 2, que nao foram discriminados. Para permitir sua
diferenciacao, esses gendtipos foram analisados por meio do coeficiente de Jaccard
(Figura 3). Por meio dessa nova analise, os cafeeiros MG 427-01-1 e MG 427-09-1,
bem como MG 427-09-2 e MG 427-09-3 n&o foram diferenciados, mostrando que séo

geneticamente muito proximos.



34

MG 408-01-1

MG 427-01-1

MG 427-09-1

MG 427-09-2

MG 427-09-3

MG 408-01-2

MG 408-26-2

MG 408-28-3

MG 408-26-3

MG 408-28-1

UFV 408-10

0.02

Figura 3. Dendograma dos conjuntos A e B, revelando a estrutura de diversidade interna. Os
dendrogramas foram construidos pelo método UPGMA a partir da matriz de dissimilaridade do
coeficiente de Jaccard. (a) Dendrograma para o Conjunto A. (b) Dendrograma para o Conjunto B. Os
subgrupos, definidos pelo método de Mojena como ponto de corte, sdo representados pelas cores
rosa, amarelo e verde. Acessos que ndo se agruparam sao destacados em vermelho.

A analise de diversidade demonstrou um padrao divergente de relagdo entre
parentais e progénies, onde ao menos um descendente se distanciava
significativamente do progenitor. Como, por exemplo, o acesso parental UFV 377-24
e um de seus descendentes, MG 377-24-3, agrupados no grupo VIII, enquanto os
outros dois descendentes MG 377-24-1 e MG 377-24-2 foram alocados em grupos
distintos (grupo Il e grupo VII, respectivamente), demonstrando variabilidade genética
na descendéncia.

Foi realizada analise conjunta da diversidade genética com a distribuicdo dos
alelos de resisténcia nos sete locos avaliados. Todos os grupos formados
apresentaram acessos com alelos de resisténcia a CLR. Todos os acessos que nao

apresentaram alelos de resisténcia a CBD foram agrupados nos grupos IV, V, X e XI.
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Da mesma forma, os grupos I, Il, IX e Xlll, ndo possuem acesos com alelos de
resisténcia a BHB.

Quanto a distribuicdo de individuos com multiplos locos de resisténcia, dos 17
acessos que contemplam os locos B, D, E e F, estdo distribuidos majoritariamente
entre os grupos VII, VIl e IX. O individuo UFV 408-18 foi o unico identificado como
fonte de resisténcia a todas as marcas relacionadas a ferrugem do cafeeiro, enquanto
o MG 408-26-1, apesar de ndo contemplar todas as marcas para ferrugem, possui o
loco para BHB e foi identificado dentro do grupo X, onde ha pouca diversidade entre

0OS acessos.

5. DISCUSSAO

A busca de fontes de resisténcia para multiplas doencas e racas de H. vastatrix
€ fundamental para o desenvolvimento de cultivares com resisténcia duravel, como
alternativa sustentavel aos métodos de controle quimico (Almeida et al., 2021b;
Alvarenga et al., 2011; Talhinhas et al., 2017). Nesse contexto, os HdT oriundos dos
BAG/UFV e BGC/EPAMIG demonstraram potencial promissor para o
desenvolvimento de tais cultivares.

Na caracterizacdo molecular observou-se grande quantidade de cafeeiros HdT
contendo alelos de resisténcia, em diferentes combinagdes, nos locos B, C, D e E que
confere resisténcia a diferentes racas de H. vastatrix. Esses dados confirmam que
HdT sdo importantes fontes de resisténcia para a CLR (Alkimim et al., 2017; Mahé et
al., 2007; Prakash et al., 2004) e que os acessos mantidos pela UFV e Epamig contém
diferentes genes de resisténcia. A auséncia de individuos com alelo de resisténcia no
loco A era esperado, uma vez que o gene SH3 é derivado de C. liberica (Alkimim et
al., 2017; Mahé et al., 2007; Prakash et al., 2004) e os HdT ndo contém introgresséo
dessa espécie no genoma.

O melhoramento preventivo, com foco na resisténcia a CBD tem sido uma
estratégia adota pelos programas de melhoramento genético. A identificacdo de 34
acessos portadores do loco F associado a resisténcia a essa doencga, demonstra o
potencial do BAG de HdT como fonte promissora de genes que podem ser
incorporados como primeira linha de defesa visando mitigar futuros impactos, caso o
patdégeno seja introduzido no Brasil. Van Der Vossen e Walyaro (2008) investigaram
a durabilidade da resisténcia a CBD em acessos de C. arabica etiope, baseada no

melhoramento genético, e confirmaram a eficiéncia da introgressdao de alelos de
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resisténcia, uma vez que ainda nao houve relatos de quebra da resisténcia. A eficacia
da resisténcia em progénies de HdT, vem se mostrado eficientes, por meio de
inoculagdes com C. kahawae no Quénia. As linhagens derivadas de HdT, vem sendo
utilizadas mundialmente, bem como matrizes doadoras em programas de
melhoramento no Quénia (Gichuru et al., 2008).

Além de resisténcia a CLR e a CBD, também foram observados alelos de
resisténcia a BHB. Tanto de forma isolada, quanto associado a locos de resisténcia a
essas outras doencgas. Além disso, este é o primeiro trabalho de genotipagem que
inclui a resisténcia a essa doenga em HdT.

Dessa forma, cafeeiros contendo diferentes combinacbes dos genes de
resisténcia, piramidados, foram encontrados nos acessos de HdT. A piramidacao
génica baseia-se na hipotese de que, para um patdgeno suplantar multiplos genes de
resisténcia ao mesmo tempo, ainda que para a mesma doenga, seriam necessarias
mutagdes simultaneas em varios de seus genes que sao reconhecidos pelo
hospedeiro. Essas mutagcbes simultdneas sao raras e resultam na diminuicdo do
fitness do patdégeno, pois os genes que sao reconhecidos pelo hospedeiro codificam
proteinas responsaveis pela patogénese do fungo. Dessa forma, a piramidacao génica
consiste em uma estratégia promissora para obtencao de resisténcia duradoura a CLR
(Jones et al., 2024; Zambolim e Caixeta, 2021). Além disso, favorece a obtencao de
uma combinagdo de genes que possam atuar simultaneamente a varios patégenos
(Almeida et al., 2021; Alvarenga, et al., 2011; Alkimim, et al., 2017; Cui el al., 2020). A
identificacdo de acessos com multiplas fontes de resisténcia refor¢ca a importancia do
BAG de HdAT como fonte de genes importantes. Embora, na analise conjunta dos sete
locos de resisténcia, nenhum individuo tenha apresentado locos associados
simultaneamente as trés doencgas avaliadas, foram detectados 69 individuos que
combinam dois ou mais locos de resisténcia, e 17 com trés dos cinco locos de
resisténcia a CLR concomitante ao loco relacionado a CBD.

O estudo de diversidade auxilia no conhecimento e distribuicdo da variacéo
genética da populagdo em estudo, contribuindo para redugao da selegéo de individuos
aparentados (Caixeta et al., 2016; Silva et al., 2018). Com os 11 marcadores
microssatélites utilizados para caracterizacdo dos acessos, observou-se que a
colegédo consiste em gendtipos com alta variabilidade genética, agrupados em 13
grupos maiores. Alguns individuos nédo foram separados, apresentando perfis

moleculares idénticos, demonstrando que sado geneticamente muito proximos. Entre
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os individuos diferenciados pelo método de Jaccard, observou-se que MG 427-01-1 e
MG 427-09-1 possuem o mesmo perfil molecular, assim como MG 427-09-2 e MG
427-09-3. Esses resultados fundamentam a importancia do estabelecimento de uma
futura core collection, pois, ao identificar materiais muito aparentados, é possivel
elimina-los, reduzindo os custos de manutencao e otimizando a selecdo dos acessos
superiores.

O presente estudo revelou uma consideravel diversidade genética. A
expectativa era que os descendentes se agrupassem préximos aos seus respectivos
parentais, como observado para o acesso UFV 376-52 e seus descendentes (grupo
VII). No entanto, esse padrao esperado nao foi observado para a maioria dos acessos.
Essa divergéncia pode ser explicada por trés hipdéteses. Primeiro, pela
heterozigozidade. Sendo o HAT um hibrido natural recente, € muito provavel que
muitos locos ainda ndo tenham se fixado na populagao, resultando em progénies
segregantes, mesmo em autofecundacgao. Segundo, pela ocorréncia de fecundacgéao
cruzada em campo, uma vez que nao houve autofecundagao controlada. Apesar de
multiplicar-se preferencialmente por autofecundacgdo, plantas autdégamas podem
sofrer polinizagao cruzada pelo vento e por insetos (Anthony et al.,2002; Berthaud &
Charrier, 1988). Diferente da autofecundagdo, o cruzamento entre individuos
diferentes promove a variabilidade genética. Por fim, algumas divergéncias podem ser
explicadas por eventuais trocas de sementes durante a coleta, uma vez que o BAG
EPAMIG foi estabelecido a partir de sementes de autofecundacéo nao controlada do
BAG UFV.

Através da analise de 152 acessos de HAT do BAG da UFV, Silva et al. (2018)
observaram que individuos resistentes a CLR se associaram em um mesmo grupo
genético. De maneira semelhante, neste trabalho, foi possivel observar grupos de
individuos suscetiveis a CBD e a BHB. Em relagdao a CLR, houve uniformidade isso
se deve ao fato de que os genitores sao resistentes a ferrugem do cafeeiro.

Em estudo prévio, Silva et al. (2018) inocularam folhas dos acessos parentais
(acessos da UFV) deste estudo, com isolados das racas Il e XXXIII de H. vastatrix,
constatando que estes genotipos sao resistentes a raga Il. Relacionando os resultados
fenotipicos obtidos por Silva et al. (2018) aos moleculares obtidos nesse trabalho,
observa-se que oito acessos parentais caracterizados como recombinantes,
apresentaram resisténcia a raca Il de H. vastatrix. Esse resultado indica que a

recombinagdo nao eliminou o loco de resisténcia. Por outro lado, quatro dos 23
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acessos parentais analisados nao apresentaram alelos de resisténcia para os locos B
e C, que conferem resisténcia as ragas |, Il e patétipo 001. No entanto, em analise
fenotipica, esses mesmos acessos apresentaram resisténcia a raca Il. Essa
divergéncia pode-se ser explicada por dois motivos: o primeiro, a existéncia de um
loco de resisténcia ainda nao identificado; o segundo, possiveis falhas na amplificagao
impossibilitando o aparecimento da marca. Entre os parentais, apenas trés nao foram
resistentes a inoculacdo da raca Il, o que foi confirmado na analise molecular. Tal
comparagao mostra que o BAG UFV possui acessos com uma ampla fonte de
resisténcia, e que a unido de marcadores moleculares auxilia de forma efetiva a

observacao de individuos resistentes, com uma baixa taxa de falha.

6. CONCLUSAO

Por meio da SAM foi possivel analisar 92 cafeeiros de HdT que compde os
BAG/UFV e BGC/EPAMIG, quanto a presenca de alelos de resisténcia as principais
doencas do cafeeiro, identificar a ocorréncia de piramidagao génica, bem como avaliar
a diversidade desses acessos. A caracterizacdo desses BAG contribuirdo para sua
conservagao e uso estratégico, fornecendo informacdes relevantes sobre o pool
génico disponivel. Os resultados encontrados nesse trabalho demonstraram que,
embora as sementes oriundas do BAG UFV originaram o BGC da Epamig, os dois
bancos possuem uma ampla diversidade genética, ampliando ainda mais a
disponibilidade de acessos favoraveis para introgressao de alelos de interesse em C.

arabica.
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Tabela Suplementar 1. Selegcao Assistida por Marcadores Moleculares associados a resisténcia do cafeeiro a ferrugem nos
genes SH3 (loco A), QTL para resisténcia as ragas |, Il e ao paté6tipo 001 (Loco B e C); CC-NBS-LRR (loco D); HAT_LRR_RLK2

(loco E); Ck-1 para CBD (Loco F) e g010741 para BHB (loco G).

Codi Descrigdo da Sat Ba LOCO CaRH SSRO LOCO CaRH CaRHv LOCO LOCO LOCO Sat Sat LOCO LOCO
odigo Amostra 224 124 A V8 16 B vo 10 c D E 235 207 F G
ey RO TMOT sa aa aa BB B B cc C. RE D E.F F F  gg
MG 377- . ) .

51 -1 MG0266-2R1 aa / / BB bb RE cc cc cC dd ee ? Ff : ag
M5G1 3;7 MG0266-4R1 aa aa aa BB bb RE o o cc D E._Ff Ff Ff  gg
M5G1 327 MG0266-7R1 aa aa aa BB Bb B o o cc D E_Ff f RE  gg

35,1; ‘3{ 4 Hu'lt;:'/dy?'_’ggr aa ? 2 BB B B o c cc d E_ Ff Ff Ff  gg

Mg‘f_?' MG0267-1R1 aa aa aa BB B B e C_ RE D E_ FF FF FF  gg
M?f_?' MG0267-5R1 2 2 2 BB B B o c c D E_FF FF FF  gg
Mff’_;"' MGO267-7R1 aa aa aa BB B B o C_RE D E_ Ff f RE  gg
3;"7':_ \21 4 Hdg';'fg%;'_?? aa ? ? BB Bb B_ cc cc cc D_ E_ Ff Ff Ff ag
MG 377-

24 - 1 MG0268-1R1 aa ? ? BB Bb B_ cc C_ RE D_ E_ Ff Ff Ff ag
M3 MGO282R1 aa ? ? BB B B cc cc cc D EFF F g
M,g 3737 MGO268-4R1 aa ? ? BB B B C_ RE D E_Ff Ff Ff  gg

3;]7':_ \2l3 Hdg%d:???_r;gr aa ? ? BB Bb B cc cc cc dd E_ Ff Ff Ff ag
M%‘f’:-" MGO269-1R1 aa 2 2 BB B B o CRE D E FF Ff Ff  gg
M%?'g- MGO2692R1 aa 2 2 BB B B o CRE D EFF Ff Ffi  gg
MG377-  \MG02693R1 aa ? 2 BB B B e CRE D EFf 2 2 gg

23-3




Tabela Suplementar 1. Continuagao

Cédigo Descri¢céo da Sat Ba LOC CaR SSR LOC CaR CaRH LOC LOC LOC sSat Sat LOC LOC
g Amostra 224 124 OA HV8 016 OB H9 vi0 OC 0D OE 235 207 OF 0G

3;1;_ \2,1 Hdg:'/d:j??-r?'_rg?r aa ? ? BB Bb Bb cc cc cc dd ee Ff ? ? G_
M 3T MGO270-1R1  aa ? ? BB B B cc cc cc D E ff F RE g
M MGO2702R1  aa ? 7 BB B Bb cc cc cc dd e fff f g
M MG02706R1  aa ? 2 b ? ? o cc cc dd e ff f f G
3;":;_ \5/7 Hdg';'/dg%g_n;?r aa ? ? b Bb Bb cc cc cc D_ E_ FF ff RE ag
MSG_,:_’:G' MG0276-1R1 aa ? ? BB Bb Bb o o cc dd E_ Ff ff RE  gg
M S MGO0276:3R1  aa ? ? BB bb B cc cc cc D E.FF FF FF  gg
M TS MGOo2764R1  aa ? 2 b B B cc e cc D. E. FF i Re gg
seny  URe MY aa ? 7 BB bbb RE c cc cc D E FF FF FF  gg
M T8 MGO277-1R1  aa aa aa BB bb RE cc cc cc D. EFF FF FF  gg
M % MGO2775R1  aa aa aa bbb bb cc cc cc D. EFF FF FF  gg
M T MGO2775R1  aa aa aa BB bb RE cc cc cc D. E FF FF FF  gg
3;]:_ \;7 Hdg'fg;g_’g? aa aa aa BB Bb B_ cc cc cc dd E_ FF Ff RE ag
M 7S MG2782R1  aa aa aa BB B B cc cc cc od E.F F  F  gg
M S MG02783R1  aa aa aa b B B cc cc cc D E.F F F  gg
M?.,:_’ZG' MG0278-4R1 aa aa aa BB Bb B o o cc dd E. Ff Ff  Ff  gg
3;]:_ \:; 1 Hdlti('/dg,?-g_rg?r aa aa aa BB Bb B_ cc cc cc D_ E_ Ff Ff Ff ag
MG 376-  MGo279-2R1  aa aa aa BB bbb RE cc o o D_ E. FF 2?2 7  gg

31-1
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Tabela Suplementar 1. Continuagao

Cédigo Descri¢céo da Sat Ba LOC CaR SSR LOC CaR CaRH LOC LOC LOC sSat Sat LOC LOC
g Amostra 224 124 OA HV8 016 OB Hw vi0 OC OD OE 235 207 OF O0G
Mg?;e' MG0279-5R1 aa aa aa BB B B c c cc d E_ Ff Ff Ff  gg
M;?ge' MG0278-7R1 aa aa aa BB B B c c c D EFf Ff F  gg
UFV Hibrido Timor

376-14 UFV 376-14 aa ? ? BB bb RE cc cc cc dd ee ff Ff RE g9
MEST8  MGo203R1 a7 7 b B B o o o D E  Ff Ff Ff  gg
MG 378 MG02804R1 a7 7 b bb b e o o D E ff Ff RE gg
M TS MGO02805R1  aa ? ? BB B B cc cc cc D E.F F F g

UFV Hibrido Timor
? ?

376-12 UFV 376-12 aa 7 / b bb bb cc cc cc dd ee Ff Ff Ff ag
Mf‘zf’zs' MG0282-4R1  aa 7 2 b B B cc cc cc dd e ff ff  f  gg
Mf‘zf’zs' MG0282-5R1 2 2 2 b bbb bbb cc cc cc dd e ff ff  f  gg
Mfz??f' MG0282-7R1 aa ? ? BB bb RE c cc cc dd e f f  f  gg

UFV Hibrido Timor
? ? ? ?

376-11 UFV 376-11 aa oo BB ' ¢ % . b e FOF T 9
MO ST6  MGo2832R1  aa ? 7 BB B B cc cc cc D E ff g
M?ﬁ;‘i' MG0283-3R1  aa ? 2 b B B c c cc dd e ff fF  f  gg
MG 16 MG0283.6R1  aa ? 2 BB B B cc C.RE D E. FF F F g

UFV Hibrido Timor

379.07 UEV 379-07 aa Aa RE b bb bb cc cc cc D_ ee FF Ff Ff g9
M(();_,:_s:g- MG02912R1 aa Aa RE BB b RE c c c D e ff ff i gg
M T MG0291-3R1  aa Aa RE bbb bb cc cc cc D e ff 2?2 7 g
MG379-  \Go291-6R1 aa Aa RE bbb bb cc e c D E_f ff i  gg

07-3
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Tabela Suplementar 1. Continuagao

Cédigo Descri¢céo da Sat Ba LOC CaR SSR LOC CaR CaRH LOC LOC LOC sSat Sat LOC LOC
g Amostra 224 124 OA HV8 016 OB Hw@ vI0 OC OD OE 23 207 OF O0G
3:;(::_ \;2 Hdltzilldgég_rggr aa aa aa BB Bb B_ cc cc cc D_ E_ ff ff ff ag
M5G2_3ﬁ°' MG02932R1 aa aa aa BB B B o o c dd Ef 2 2  gg
M MG02934R1  aa aa aa BB B B cc cc cc dd e 2?2 7 gg
M MG0293.6R1  aa aa aa b B Bb cc cc cc dd e ff F RE gg
4;’:_ ‘é ; %‘E{}dzgé’_‘gﬁr aa ? ? BB bb RE oo o cc dd E_ & f f G
M‘g1 _428' MG0294-2R1 2 2 2 BB bb RE o o c d E & & f G
M‘g1 _428' MG0294-4R1 2 2 2 BB B B o c cc dd e f & f# G
Mg‘1 _42,8' MG0294-6R1 aa ? ? BB bb RE o c cc D e f & f G
4:)‘|8F_ \1,0 Hdlt;:'/dzog_r?gr aa ? ? b bb bb cc cc cc D_ E_ ff ff ff ag
M A MGo253R1  aa ? 7 BB bbb RE cc cc cc D E ff F RE g
M % MGo255R1 a7 7 b bb bb cc o cc D e f ff f  gg
M % MGo56R1  aa ? 7 BB bbb RE cc cc cc D E ff 7 7 g
4:‘)';_ ‘1'8 Hdt;r\'/dgog'_'?gr aa aa aa b bbb b C C C_ D E i Ff RE gg
MG 408-

18- 1 MG0298-1R1 aa aa aa BB bb RE cc cc cc dd E_ ff ff ff ag
Mfs‘_‘gs' MG0298-2R1 2 aa ? BB bb RE o e cc dd e ff f i gg
Mfs‘_‘gs' MG0298-5R1 2 aa ? BB bb RE o e c D E_ff f i  gg

iooas e T aa aa aa BB bb RE C_ cc RE D. e FI i RE G
MG 408-  \1G0299-1R1  aa aa aa b bb  bb  C C C D e f 2 2 G

26-1
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Tabela Suplementar 1. Continuagao

Cédigo Descri¢céo da Sat Ba LOC CaR SSR LOC CaR CaRH LOC LOC LOC sSat Sat LOC LOC

g Amostra 224 124 OA HV8 016 OB HwW vi0 OC OD OE 23 207 OF O0G
Mgs‘_‘gs' MG0299-2R1 2 a ? BB bb RE o cc cc dd e f & f# G
Mgs‘_‘gs' MG0299-3R1 aa aa aa BB bb RE o o cc D ee ff f f  gg

UFV Hibrido Timor
? ?

408-28 UFV 408-28 / aa / BB bb RE cc cc cc dd ee ff ff ff G_
MG 408- .

28- 1 MGO0300-1R1 aa aa aa BB bb RE C_ cc RE D_ ee ff / : G_
M,fafga' MGO3003R1 aa ? 2 BB bb RE C ¢ RE D E f & f G
M,fafga' MG0300-4R1 2 aa ? BB bb RE C_ CC_ dd e & f f G

UFV Hibrido Timor

? ?
427-01 UFV 427-01 aa 7 / b bb bb cc cc cc dd ee ff ff ff G_
Mg‘_"f' MG0302-2R1 aa ? ? BB bb RE e o cc dd e f 2 2 G
Mg‘_"‘,y' MG0302-3R1 aa ? ? BB bb RE o cc cc dd e f & f G
M§1‘_‘§7' MG0302-5R1 2 a2 b bb bb o cc cc dd e 2?2 fF 2 G
UFV Hibrido Timor
427-09 UFV 427-09 ? aa ? BB bb RE cc cc cc dd ee FF FF FF a9
Mg;g‘_"f' MG0303-1R1 aa ? ? BB bb RE o cc cc dd e f & f G
M(C);gfi?- MGO0303-2R1 aa aa aa BB bb RE cc cc cc dd ee ff ff ff ag
Mgg‘_t?' MGO0303-5R1 aa aa aa BB bb RE cc cc cc dd ee ff ff ff ag
UFV Hibrido Timor
? ?
oty o Tme > aa ? BB b RE < C RE D E_Ff Ff F  gg
MG 437-

02-1 MG0329-5R1 aa aa aa BB Bb B_ cc C_ RE D_ E_ FF FF FF ag
M(();;_t:;?- MG0329-7R1 aa ? ? BB Bb B_ cc C_ RE dd ee FF FF FF ag
MG437-  \150329-8R1 aa aa aa BB B B o CRE D E_ FF 2 2 gg

02-3
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Tabela Suplementar 1. Continuagao
Cédigo Descri¢céo da Sat Ba LOC CaR SSR LOC CaR CaRH LOC LOC LOC sSat Sat LOC LOC
g Amostra 224 124 OA HV8 016 OB Hv9 v10 OC OD OE 235 207 OF OG
422F_ \‘{2 Hdltzilld:l)“';l_rzgr aa aa aa BB Bb B_ cc cc cc D_ ee FF Ff Ff gg
Mfz‘_l:z' MG0364-4R1 aa aa aa BB Bb B_ cc C_ RE D_ ee Ff Ff Ff ag
Mfz‘_tgz' MG0364-6R1 aa aa aa BB Bb B_ cc cc cc D_ e FF Ff Ff a9
Mfzfgz' MG0364-9R1 aa aa aa BB Bb B_ cc cc cc dd E_ FF FF FF 99

RE: Individuos recombinantes; ?: genétipos nao identificados



