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RESUMO

MARIZ, Bruna Lopes, D.Sc., Universidade Federal de Vicosa, dezembro de 2025.
Desenvolvimento e aplicacao de marcadores moleculares de polimorfismos de
nucleotideo unico em Coffea. Orientadora: Eveline Teixeira Caixeta Moura.
Coorientadores: Dénia Pires de Almeida, lara Goncalves dos Santos e Marcos Deon
Vilela de Resende.

Os polimorfismos de nucleotideo unico (SNPs) se consolidaram como ferramentas
genbmicas fundamentais para o melhoramento genético vegetal moderno,
destacando-se por sua elevada sensibilidade analitica, eficiéncia, custo-beneficio e
versatilidade de aplicacdo em diferentes contextos laboratoriais. A integragcao
estratégica desses marcadores moleculares com métodos convencionais de
melhoramento representa um paradigma inovador para acelerar o desenvolvimento
de cultivares de Coffea spp. com caracteristicas agronémicas superiores. Este
estudo teve como obijetivos: (i) conduzir uma analise bibliométrica abrangente sobre
a aplicacao de SNPs no melhoramento genético do cafeeiro e (ii) desenvolver e
validar marcadores SNPs associados ao controle da altura de plantas em C. arabica.
Os resultados das analises bibliométricas reportaram aplicagdes promissoras para o
melhoramento assistido por marcadores SNP na reducdo do tempo de
desenvolvimento de novas cultivares e no aumento da acuracia seletiva. Embora as
abordagens de genotipagem de alto rendimento (high throughput) tenham gerado
um extenso catalogo de SNPs em Coffea spp., persiste um desafio critico: a
transicdo entre a descoberta e a validacdo funcional desses marcadores para
aplicacao pratica, particularmente em metodologias de baixo rendimento (low
throughput). Para superar essa lacuna, foram desenvolvidos e validados quatro
marcadores SNPs pela genotipagem High-Resolution Melting (HRM) e dois
marcadores por Tetra-Primer Amplification Refractory Mutation System (Tetra-Primer
ARMS), para estudos de altura de plantas em C. arabica. Estes marcadores
ampliaram o conhecimento nos aspectos da complexidade genética da altura da
planta e abrem perspectivas para a selecdo de plantas com porte previsivel. Essa
previsibilidade permite otimizar o espacamento de plantio, além de facilitar a colheita
mecanica e tornar o manejo cultural mais eficiente. A abordagem integrada entre
genémica e melhoramento convencional representa um avango significativo no
desenvolvimento de cultivares de café, alinhando pesquisa cientifica com demandas
praticas da cadeia produtiva.

Palavras-chave: marcadores SNPs; tecnologias de genotipagem; melhoramento
assistido por marcadores; selegcdo genotipica



ABSTRACT

MARIZ, Bruna Lopes, D.Sc., Universidade Federal de Vigcosa, December, 2025.
Development and application of molecular markers of single nucleotide
polymorphisms in Coffea. Adviser: Eveline Teixeira Caixeta Moura. Co-advisers:
Dénia Pires de Almeida, lara Goncalves dos Santos and Marcos Deon Vilela de
Resende.

Single nucleotide polymorphisms (SNPs) have become established as fundamental
genomic tools in modern plant breeding, owing to their high analytical sensitivity,
efficiency, cost-effectiveness, and versatility across diverse laboratory applications.
The strategic integration of these molecular markers with conventional breeding
methods represents an innovative paradigm for accelerating the development of
Coffea spp. cultivars with superior agronomic traits. This study aimed to: (i) conduct a
comprehensive bibliometric analysis of the application of SNPs in coffee breeding
and (ii) develop and validate SNP markers associated with the control of plant height
in C. arabica. The bibliometric analyses revealed promising applications of SNP-
based marker-assisted selection, particularly in reducing the time required for the
development of new cultivars and increasing selection accuracy. Although high-
throughput genotyping approaches have generated an extensive catalog of SNPs in
Coffea spp., a critical challenge remains: bridging the gap between marker discovery
and functional validation for practical application, especially in low-throughput
methodologies. To address this limitation, four SNP markers were developed and
validated using High-Resolution Melting (HRM) genotyping, and two additional
markers were validated using the Tetra-Primer Amplification Refractory Mutation
System (Tetra-Primer ARMS) for plant height studies in C. arabica. These markers
enhance the understanding of the genetic complexity underlying plant height and
open new perspectives for the selection of plants with predictable growth habits.
Such predictability enables optimized planting density, facilitates mechanical
harvesting, and improves overall crop management efficiency. The integrated
approach combining genomics and conventional breeding represents a significant
advance in coffee cultivar development, aligning scientific research with the practical
demands of the production chain.

Keywords: SNP markers; genotyping technologies; marker-assisted selection;
genotypic selection



SUMARIO

INrOAUGAO ETAL.......iiiiiieiiieiie ettt ettt ettt e et e e e et e e sbeesaaeenbeessneensaensaeenne 9

RETEIEIICIAS vttt ettt eeeseseeeeenesmnenenesenenmnmnmnennne 12

CAPITULO 1: ANALISE BIBLIOMETRICA DAS APLICACOES DE MARCADORES
SNP EM MELHORAMENTO GENETICO DO CAFEEIRO

I INEEOAUGAO. ettt e et et e e e et e e e e e et e e e eatee e taeeeeareeeearee e 18

1.1 ReviSA0 DIDIIOZIATICA ... .ccvieiieeiiieiiecece e et 20

1.1.1  Como os SNPs se tornaram os marcadores mais versateis para estudos gendmicos
em plantas cultivadas nos GItIMOS AN0S?.........c.cecuieeiierieriiienie et eee 20

1.1.2  Identificacdo de SNPs em genotipagens de high throughput e low throughput...21

1.1.3  GWS e GWAS como ferramentas genomicas para identificagdo de SNPs aplicaveis

a0 melhoramento genético VEZEtal........ccueivuiiiiieiiieeiieiecie et 26
1.2 Material € MELOAOS ....oueieuiiiiiieiiee e e 27
1.3 RESUITAAOS. ...ttt et et 28
1.4 DIISCUSSAO ...ttt ettt ettt et ettt et e st et e et e e bt e e et e e bt e eabeebeesabeeseeenbeesneesnseesneeenne 35
1.5 (07071167 L1 1L 1o T PSSP 39
1.6 RETEIENCIAS ..ttt 40

CAPITULO 2: DESENVOLVIMENTO E VALIDACAO DE MARCADORES
MOLECULARES SNP PARA ALTURA DE PLANTAS EM Coffea arabica

2 1315 (0 16 L1 (o7 1o T USROS PP RRTRRR 55
2.1 Material € MELOAOS .....cueeiiieiieeiii ettt ettt 58
2.1.1  Material VEEEtal .......ccooooiiiiiiiiiieiiece e e 58
2.1.2  EXtrac@o de DINA........ooiiiieiie e e 60
2.1.3  Selecao de SNPs associados a altura de planta ............ccccceeeevieeeiieenciieeniee e, 60

2.1.4 Desenvolvimento de marcadores SNP Low-throughput .............cccocuveeecvveennnnnn. 62



2.1.5 Modelagem Longitudinal da Altura das Plantas e Andlise de Associacdo Genética

64
22 RESUIAAOS ...ttt st 66
2.2.1 Desenvolvimento dos marcadores moleculares SNP para altura de cafeeiros.....66

2.2.2 Genotipagem da populacdo de testagem utilizando marcadores HRM e Tetra

Primer ARMS desenvolvidos para altura de plantas ...........ccccoeeveeevcieeeiiieeeniee e 71
2.2.3  Analise da segregag¢ao dos marcadores desenvolvidos..........ccceevevveeriieenieeennens 76
2.2.4 Modelagem longitudinal da altura de plantas da populagdo de testagem............. 77
2.2.5 Associacao fenotipica e genotipica dos marcadores moleculares validados........ 78

2.2.6  Analise descritiva das médias fenotipicas em relacao aos marcadores moleculares
validados para a altura de Plantas...........ccceeeveecuieeiiieiienie et 80

2.2.7 Identificacdo de genes e anota¢do funcional da regido génica entre V16099 e
V1190 81

2.4 DDISCUSSAOD ettt ettt eeeeeeeseeeneseeenenmnnnmnenmnmnnnnnen 83
2.5 CONCIUSTOD oo, 86
2.6 RETEIEIICIAS vttt eeeeenenenenenmnmnmnnnen 87



Introducio geral

O café é uma das bebidas mais consumidas no mundo, com estimativas de consumo anual
de aproximadamente 10 milhdes de toneladas de graos, o que equivale a cerca de 500 bilhdes
de xicaras por ano. O Brasil destaca-se como o maior produtor e exportador mundial, com
previsoes de receita bruta de cerca de 6 bilhdes de dolares e € responsavel por cerca de 37% do
total global de café exportado, seguido por paises como Vietnd e Colombia (Cecafé, 2025;
Conab, 2025; FAO, 2025; ICO, 2025b). Este mercado de café ¢ marcado por uma forte
dinamica de importacao, com os Estados Unidos, a Unido Europeia e o Japao representando os
maiores consumidores, responsaveis por 60% do total de importacdes. O aumento da demanda
por cafés especiais e sustentaveis, aliado a expansdo do consumo em mercados emergentes,
como Asia e Africa, tem impulsionado o crescimento continuo das exportagdes (ICO, 2023;
Amrouk et al., 2025).

O género Coffea compreende 141 espécies descritas (Guyot et al., 2020). Do ponto de vista
comercial, C. arabica (ardbica) e C. canephora (robusta e conilon) dominam o mercado global,
respondendo por 64% e 36% da producdo mundial de café, respectivamente (ICO, 2025a). A
espécie C. liberica, variedade Liberica (café liberica) e variedade Dewevrei (café excelsa),
embora de importancia econdmica marginal, apresentam relevancia regional em mercados
especificos do Sudeste Asidtico (Davis et al., 2022; Melia et al., 2025).

Enquanto a maioria das espécies do género sdo diploides, autoincompativeis e de
fecundagdo cruzada, C. arabica se distingue por ser alotetraploide e apresentar uma taxa de
autofecundacdo superior a 90% (Clarindo & Carvalho, 2008; Lashermes et al., 2016; Salojérvi
et al., 2024; Sattler et al., 2022; Scalabrin et al., 2020). Essa caracteristica, aliada a sua base
genética estreita, uma vez que as cultivares disponiveis tém origem nas formas botanicas Typica
e Bourbon, contribui para que o melhoramento genético dessa espécie seja um processo
desafiador e demorado, com até 30 anos para langamento de cultivares (Anthony et al., 2002;
Bawin et al., 2021; Combes et al., 2000). A falta de diversidade genética nas linhagens de
melhoramento de café ardbica tem sido reconhecida como uma limitagdo significativa da
tolerancia varietal a estresses bioticos e abidticos (Huang et al., 2020; Millet, Delahaie, et al.,
2024; Montagnon et al., 2021; Scalabrin et al., 2024).

Devido a sua importancia econdmica global, o melhoramento genético de cafés tem sido
amplamente realizado para atender as demandas do mercado produtor e consumidor. A
introgressdo de genes de interesse agrondmico € realizada por meio de cruzamentos inter e

intraespecificos, produzindo progénies segregantes que, submetidas a ciclos de selecao



genealodgica e recorrente, ddo origem a cultivares elite (Barbosa et al., 2020; Feitosa et al., 2024;
Mishra, 2020; Saavedra et al., 2023; Prakash et al., 2016). O café arabica teve um incremento
de produtividade média cerca de 50% nas Ultimas duas décadas principalmente devido a
melhoramento genético e em manejo, representando 80% das exportagcdes globais de cafe,
acompanhado pela crescente demanda de café canéfora (Carvalho, 1981; FAO, 2025). Contudo,
a necessidade por novas cultivares ¢ um processo continuo e cada vez mais desafiador, dada a
crescente exigéncia por maiores niveis de produtividade, resisténcia a doengas e adaptacao a
condi¢des ambientais adversas (Grand View Research, 2024; ICO, 2025b; Malta et al., 2021).

Os programas de melhoramento genético buscam cultivares com: (i) caracteres
morfoagrondmicos que contribuam para alta produtividade e vigor vegetativo; (ii) resisténcia
vertical e horizontal a agentes bidticos, que comprometam o desenvolvimento da planta, como
fungos, bactérias, nematoides e insetos predadores; (ii1) uniformidade de maturagdo; e (iv)
qualidade superior da bebida (Ariyoshi, Freitas, et al., 2022; Barbosa et al., 2020; Feitosa et al.,
2024; Koutouleas et al., 2023; Mishra, 2020; Santos et al., 2022). Complementarmente,
atributos como adaptagao a colheita mecanizada, adensamento, estabilidade fenotipica em
diferentes regides e redugdo de custos de implantagdo sdo determinantes para a adogao de novas
cultivares (Van der Vossen et al., 2015).

A introgressao simultanea dessas caracteristicas — que visam produtividade, resiliéncia a
estresses e qualidade — demanda aplicagdo de meétodos de melhoramento como selegdo
genealogica, selecdo recorrente e retrocruzamentos, cuja eficiéncia estd condicionada a
variabilidade genética disponivel e aos objetivos do programa (Ariyoshi, Freitas, et al., 2022;
Malta et al., 2021; Pereira et al., 2021). Em uma estratégia integrada e multitemporal, prioriza-
se, a longo prazo, a introgressao assistida de alelos oriundos de espécies silvestres relacionadas
(como C. canephora e C. eugenioides), visando ampliar a base genética. Paralelamente, a médio
e curto prazo, recomenda-se a busca de variagdes genéticas dentro da espécie C. arabica,
explorando acessos tradicionais e germoplasma subutilizado para incorporacao mais rapida de
alelos favoraveis. Contudo, o desenvolvimento de novas cultivares de café pode exigir mais de
trés décadas na auséncia de ferramentas biotecnologicas, devido a biologia perene da espécie,
a autogamia e a necessidade de cinco a sete ciclos de autofecundagdo para a obtengdo de
cultivares (Ariyoshi et al., 2025; Morais & Melo, 2011; Surya Prakash et al., 2016).

Neste contexto, a biotecnologia surge como uma ferramenta estratégica capaz de otimizar
tempo e custos no desenvolvimento de cultivares de café (Ariyoshi et al., 2025; Huang et al.,
2020; Koutouleas et al., 2023). Com o advento de tecnologias moleculares e de sequenciamento

de nova geracao, tornou-se possivel a genotipagem de milhares de polimorfismos genéticos,

10



principalmente os polimorfismos de nucleotideo tnico (SNP), que constituem marcadores
moleculares altamente informativos para a andlise da diversidade genética e para o
entendimento da gendmica quantitativa, funcional e evolutiva (Melia et al., 2025; Morais &
Melo, 2011; Santos et al., 2022; Scalabrin et al., 2024; Tran et al., 2016).

Os marcadores SNP podem ser associados a locos de interesses agrondmicos e utilizados
na Selecdo Assistida por Marcadores Moleculares (SAM) em programas de melhoramento
genético (Luis et al., 2022; Tran et al., 2018; Zhang et al., 2021). Essa abordagem permite:
seleg¢do precoce e acurada de genotipos portadores de alelos desejaveis em estagios de plantula,
independentemente das condi¢des ambientais; redugdo de ciclos de melhoramento pela
eliminagdo de individuos ndo promissores em estagios iniciais; ¢ piramidacdo eficiente de
multiplos genes de resisténcia/tolerancia (Zargar et al., 2016). Esses marcadores demonstram
versatilidade, sendo eficazes na discriminagdo de caracteristicas tanto monogénicas quanto
poligénicas (Koutouleas et al., 2023; Mishra, 2020; Morais & Melo, 2011; Tran et al., 2016).

Esses avangos tém impulsionado significativamente as areas de gendmica e
bioinformatica, viabilizando a associacao entre dados genotipicos e fenotipos agronomicamente
relevantes, contribuindo para o desenvolvimento de cultivares mais produtivas, resilientes e
adaptadas as demandas do mercado global (Dmitriev et al., 2022; Filippis, 2017; Jian & Li,
2021; Scalabrin et al., 2020). Nesse contexto, a presente tese relata aplicacdo de marcadores
moleculares de polimorfismos de nucleotideo inico no género Coffea.

No Capitulo I, ¢ apresentada uma revisao bibliométrica abordando a cultura do cafeeiro
associados as tematicas de estudos de selecdo e associagdo gendmica ampla, e as principais
metodologias de genotipagem de SNP de baixo rendimento (low-throughput), que contribuiu
para o embasamento e a elabora¢do do capitulo subsequente. No Capitulo II sao apresentados
os resultados do desenvolvimento de marcadores moleculares SNP identificados em loco de
caracteristica quantitativa (QTL- Quantitative Trait loci) associado a reducdo da altura de
plantas para estudos em C. arabica. Estes estudos justificam-se pela necessidade de transpor a
lacuna entre a descoberta de marcadores e sua aplicagdo pratica, bem como elucidar aspectos
da complexidade genética da caracteristica altura de plantas e projetar perspectivas para a
selecdo de plantas com porte previsivel. Os resultados destes estudos trazem implicagdes
relevantes para programas de melhoramento genético, pois permitem a aplicacdo de marcadores

na selegdo assistida no género Coffea.
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RESUMO

A revolugdo gendmica tem transformado o melhoramento genético de plantas ao longo das
ultimas décadas, permitindo a identificacdo precisa de locos associados a caracteristicas de
interesse por meio de marcadores moleculares. Dentre esses, os polimorfismos de nucleotideo
unico (SNP) emergiram por sua alta densidade genomica, estabilidade e facilidade de
automagdo, consolidando-se como ferramentas importantes para abordagens modernas de
Selecdo Genomica Ampla, Associagdo Gendmica Ampla (GWAS) e Selecao Assistida por
Marcadores. No género Coffea, que apresenta singular complexidade gendmica devido ao
habito perene, varia¢des de ploidia e base genética relativamente estreita, os SNPs representam
uma ferramenta estratégica para superar limitacdes do melhoramento convencional. Esta lacuna
motivou a presente analise bibliométrica, que tem como objetivo mapear sistematicamente as
pesquisas sobre aplicagdes de SNPs em genotipagem de alto (High throughput genotyping) ¢
baixo (Low throughput genotyping) rendimento no melhoramento do cafeeiro. A literatura
revela que a aplicagcdo de SNP no café ¢ relativamente recente, com apenas 31 manuscritos
publicados, envolvendo colaboragdo entre pesquisadores de 15 paises. Nos estudos com
genotipagem de alto rendimento, identificou-se 83 termos agrupados em 9 clusters tematicos.
As genotipagem de baixo rendimento concentraram-se na validagdo de SNPs para
caracteristicas de qualidade da bebida, resisténcia a patdogenos e rastreabilidade, com 94 termos
distribuidos em 7 clusters. As metodologias de baixo rendimento aplicadas foram: High-
Resolution Melting (HRM), Kompetitive Allele-Specific PCR (KASP), TagMan, Tetra-Primer
Amplification Refractory Mutation System (Tetra-Primer ARMS) e Allele-Specific PCR (AS-
PCR). Embora as abordagens de varredura gendmica ampla tenha possibilitado a identificagao
de um grande niimero de SNPs, observa-se ainda uma importante defasagem entre a fase de
descoberta e a validacao funcional desses marcadores para aplicagdo pratica, particularmente

quando se consideram metodologias de baixo rendimento.

Palavras-chave: Coffea. Painel de genotipagem. Valida¢do de marcadores SNPs. HRM.
KASP. TagMan. Tetra-Primer ARMS. AS-PCR.
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1 Introducao

O uso de marcadores moleculares revolucionou o ritmo e a precisdo da andlise genética de
plantas, o que, por sua vez, facilitou a implementacdo do melhoramento molecular de culturas.
As ultimas quatro décadas testemunharam enormes avancos na evolucdo dos sistemas de
marcadores e das respectivas tecnologias de detec¢ao (Dmitriev et al., 2022; Kumar et al., 2024;
Nadeem et al., 2018). Paralelamente aos avancos da gendmica, os marcadores moleculares vém
se sofisticando progressivamente, impulsionados pela expansdo exponencial de informagdes
genomicas disponiveis (Mishra, 2020; Morais & Melo, 2011; Zargar et al., 2016).

Os marcadores de DNA podem ser identificados com base em técnicas como Reacdo em
Cadeia da Polimerase (PCR), hibridizagdo e sequenciamento, que permitem detectar diferencas
entre os genomas dos individuos (Grover & Sharma, 2016). Além disso, podem ser
categorizados de acordo com sua escala de processamento em alto rendimento de genotipagem
(High throughput genotyping) e baixo rendimento de genotipagem (Low throughput
genotyping), que se refere a quantidade de informagao que um método pode gerar por unidade
de tempo ou custo. Nesse contexto, o rendimento indica quantos locos (localizagdes no
genoma) podem ser genotipados (identificados) simultaneamente (Filippis, 2017; Kockum et
al., 2023; Lu et al., 2024; Merot-L’anthoene et al., 2019; Sahoo et al., 2025).

Os marcadores de alto rendimento permitem a genotipagem de milhares de locos
simultaneamente, e sao ideais para analises em larga escala. Entre os mais utilizados destacam-
se os SNPs, Single Feature Polymorphisms (SFPs), Diversity Arrays Technology (DArt),
Reduced-Representation Libraries (RRLs), Restriction Site-associated DNA (RAD-seq),
Complexity Reduction of Polymorphic Sequences (CRoPS), Genotyping by Sequencing (GBS)
e Shotgun Genotyping (MSG). As principais diferencas entre essas plataformas estdo
associadas as metodologias de detec¢do, que variam quanto ao principio de captura dos
polimorfismos, a necessidade de sequenciamento, ao grau de multiplexagdo e a profundidade
de cobertura gendmica (Schatz et al., 2012; Singh et al., 2022; Yadav et al., 2016).

Os marcadores de baixo rendimento permitem genotipar um nimero limitado de loco por
vez, esse processo de genotipagem permite uma analise aprofundada de regides especificas do
genoma. Dentre os marcadores de baixa escala estdo Restriction Fragment Length
Polymorphism (RFLP), Random Amplified Polymorphic DNA (RAPD), Sequence
Characterized Amplified Regions (SCAR), Amplified Fragment Length Polymorphism (AFLP),
Simple Sequence Repeat (Microssatélites ou SSRs), e também os SNPs (Mishra, 2020; Morais
& Melo, 2011; Sahoo et al., 2025).
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Esses diferentes tipos de marcadores moleculares sio adotados no melhoramento do
cafeeiro para a identificacdo de alelos que conferem resisténcia multipla a doengas (Alkimim
et al., 2017; Almeida et al., 2021; Alvarenga et al., 2011; Brenes et al., 2025; Feitosa et al.,
2024; Saavedra et al., 2023), conservagdo de bancos de germoplasma (Zhang et al., 2021),
caracterizagdo de genes de interesse (Almeida, et al., 2021; Alves, et al., 2022; Combes et al.,
2000; Gichuru et al., 2008; Mahé et al., 2008; Prakash et al., 2004), analise de diversidade
genética (Bikila, 2015; Ferrao et al., 2013; Montagnon et al., 2021; Nong et al., 2025; Surya
Prakash et al., 2016), escolha de genitores para formacao de populagdes (Medeiros et al., 2021;
Setotaw et al., 2020; Sousa et al., 2019), clonagem (Mishra et al., 2023), monitoramento da
pureza genética (Bolivar-Gonzélez et al., 2022; Silva et al., 2023), estudos da organizagdo e
mapeamento gendmico (Lashermes et al., 2016; Merot-L’anthoene et al., 2019; Salojérvi et al.,
2024; Scalabrin et al., 2024), analise de locos quantitativos (Moncada et al., 2016; Romero et
al., 2014; R. A. Silva et al., 2024), estudos de filogenia e evolugdo (Bawin et al., 2021; Davis
et al., 2011), entre muitas outras aplicagdes e perspectivas.

Os marcadores moleculares do tipo SNPs emergiram como a mais recente geracdo de
marcadores moleculares, destacando-se como ferramentas multifuncionais na genomica
contemporanea (Breyer & Smith, 2020; Filippis, 2017; Singh et al., 2022; Yadav et al., 2016).
Esses marcadores consistem em variacdes pontuais de um unico nucleotideo em posicoes
especificas do genoma, decorrentes de substituicdes das bases nitrogenadas, podendo estas
serem transi¢des (purina-purina ou pirimidina-pirimidina) e transversdes (purina-pirimidina)
(Udoh et al., 2021; Zargar et al., 2016). Eles podem estar localizados tanto em regides
codificantes (exons) quanto em regides nao codificantes (introns e regioes intergénicas). Essa
ubiquidade gendmica, combinada com sua elevada densidade nos genomas vegetais, confere
aos SNPs uma aplicabilidade eficiente em estratégias de genotipagem, desde metodologias de
baixo rendimento a plataformas de alto rendimento (Mammadov et al., 2012; Morgil et al.,
2020).

A aplicacao de marcadores moleculares SNPs configura-se como uma abordagem gendmica
inovadora para superar limitagdes intrinsecas ao melhoramento convencional do cafeeiro, tais
como o longo ciclo reprodutivo da espécie, a baixa taxa de recombinacdo e a dificuldade de
fenotipagem de caracteristicas quantitativas altamente influenciadas pelo ambiente. Os SNPs
viabilizam estratégias como Andlise de Associagdo Genomica Ampla (Genome-Wide
Association Studies — GWAS) (Ariyoshi, et al., 2022; Silva et al., 2022; Ferrao et al., 2023;
Gimase et al., 2021; Gonzales et al., 2025; Sant’Ana et al., 2018; Silva et al., 2024; Suela et al.,
2023; Zaidan et al., 2025), Selegdo Gendmica Ampla (Genome-Wide Selection — GWS)
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(Alkimim et al., 2020; Arcanjo et al., 2024; Sousa et al., 2019); mapeamento de alta resolugdo
e identificagdo de locos de caracteristicas quantitativas (Quantitative Trait Loci — QTLs)
(Merot-L’anthoene et al., 2019), e, consequentemente, a Selegdo Assistida por Marcadores
(SAM) (Akpertey et al., 2021; Bolivar-Gonzalez et al., 2022; Tao et al., 2013; Zhou et al.,
2016).

Diante desta perspectiva, o presente estudo emprega analise bibliométrica sistematica para:
(1) mapear a produgao cientifica sobre a utilizacdo de SNPs em GWS, GWAS e plataformas de
genotipagem de baixo rendimento; (ii) identificar padrdes temporais e geograficos na pesquisa;
e (iii) delinear lacunas tecnoldgicas e oportunidades para o desenvolvimento de cultivares com
maior produtividade, resisténcia a patdogenos e qualidade sensorial - atributos essenciais para

atender as exigéncias do mercado mundial de café.

1.1 Revisao bibliografica

1.1.1 Como os SNPs se tornaram os marcadores mais versateis para estudos genémicos
em plantas cultivadas nos ultimos anos?

A superioridade analitica dos SNPs reside em sua alta densidade e distribuicdo gendmica,
considerados a forma mais frequente de variagdo genética natural, com resolu¢do na ordem de
kilobases (kb). Estima-se que os SNPs ocorrem uma vez a cada 1.000 bases nitrogenadas ou
mais (Mammadov et al., 2012; Marth et al., 1999), o que proporciona cerca de 1% de
abundancia considerando uma populacdo resultado da baixa taxa de mutacdo espontanea do
DNA. Essa abundancia representa mais de 90% de todas as diferengas entre eucariotos,
portanto, eles sdo considerados o melhor recurso de variagdo genética para estudos
populacionais e mapeamento do genoma (Bawin et al., 2021; Huang et al., 2020; Mekbib et al.,
2022; Udoh et al., 2021).

O impacto de uma variagao genética SNP depende de sua localizagdo no genoma e pode ser
consideradas variantes codificadoras e nao codificadoras, com possibilidade de efeitos
benéficos, neutros ou negativos para o genotipo (Bolivar-Gonzaélez et al., 2022; Mammadov et
al., 2012; Marth et al., 1999). As variantes codificadoras ocorrem em éxons e podem alterar a
sequéncia de aminodcidos, potencialmente modificando a estrutura e a funcdo da proteina
resultante (Morgil et al., 2020). As variantes nao codificadoras englobam diferentes tipos de
alteragdes genéticas como: (1) mutagdes em introns, que podem influenciar o splicing do RNA
mensageiro, determinando quais éxons serdo incluidos na tradug¢do e, consequentemente,
afetando propriedades essenciais da proteina, como sua solubilidade ou associagdo com

membranas celulares; (ii) variagdes em regides regulatdrias, como promotores e
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intensificadores, que podem modificar os niveis de expressao génica, impactando ndo apenas o
gene diretamente afetado, mas também genes vizinhos no mesmo cromossomo; (iii) alteragdes
em pequenos RNAs ndo codificantes, como microRNAs, podem interferir na estabilidade e
tradu¢ao de RNAs mensageiros, regulando indiretamente a sintese proteica (Kockum et al.,
2023).

No entanto, uma limitacdo dos SNPs ¢ sua natureza bialélica predominante, o que resulta
em menor conteudo informativo por marcador em comparagao com marcadores multialélicos,
como microssatélites. Estima-se que aproximadamente cinco marcadores SNPs sejam
necessarios para fornecer informagdes equivalentes a um unico marcador microssatélite. Apesar
dessa limitagdo, a combinacdo de alta densidade gendmica, estabilidade, aplicabilidade em
larga e pequena escala, torna os SNPs ferramentas promissoras (Merot-L’anthoene et al., 2019;

Zhang et al., 2021).

1.1.2  Identificacdo de SNPs em genotipagens de high throughput e low throughput

Os SNPs sao detectados quando um nucleotideo em uma leitura difere daquele presente na
posicao correspondente do genoma de referéncia. Na auséncia de um genoma de referéncia,
essa comparagdo ¢ realizada mediante comparagdo de leituras entre diferentes gendtipos
utilizando métodos de “montagem de novo” (Kumar et al., 2024).

O processo de chamada de SNPs emprega arquivos de alinhamento gerados por sofiwares
de mapeamento, aplicando critérios rigorosos que incluem profundidade de leitura adequada,
qualidade das bases e proporc¢des de nucleotideos no consenso. A eficiéncia na deteccdo de
SNPs ¢ significativamente ampliada quando se analisam multiplos genotipos representativos da
diversidade da espécie, permitindo uma caracterizacdo mais abrangente da variabilidade
genética populacional. (Delomas et al., 2021; Lu et al., 2024; Scheben et al., 2017; Singh et al.,
2022).

As plataformas de genotipagem e sequenciamento de SNPs classificam-se em trés
categorias principais conforme escala e aplicabilidade: Microarrays, Sequenciamento de Nova
Gera¢ao (NGS) e Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) (Tabela 1). Os Microarrays
permitem a andlise de densidade extremamente alta (100.000 a 5 milhdes de SNPs) com
capacidade moderada (centenas a milhares de amostras), sendo adequados para estudos de
GWAS (Merot-L’anthoene et al., 2019; Zhang et al., 2021). Derivagdes de NGS proporcionam
densidade que varia de moderada a alta (1.000—100.000 SNPs), dependendo do método, da
cobertura, da profundidade de leitura, da espécie e da complexidade do genoma, com

rendimento comparavel, configurando-se como alternativas versateis para estudos que exigem
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equilibrio entre custo e resolu¢dao gendmica (Dmitriev et al., 2022; Filippis, 2017; Yadav et al.,
2016).

As plataformas de genotipagem baseadas em PCR sdo consideradas sistemas de baixo
rendimento por analisarem tipicamente de 1 a 100 SNPs por reagcdo, o que as torna
particularmente adequadas para analise de marcadores SNPs previamente identificados como
promissores para determinada finalidade (Lawrie & Massey, 2023; Marth et al., 1999; Schatz
et al., 2012). A alta especificidade na detec¢ao de variantes em locos pré-determinados e facil
analise sdo vantagens destas metodologias em relagdo a genotipagem em larga escala. Entre as
principais aplicacdes destacam-se: validagdo de SNPs candidatos em GWAS; a genotipagem
rotineira em programas de melhoramento genético e a implementacdo em laboratorios de
diagnostico gendomico. Consolidando seu papel como metodologia versatil e acessivel para
analise gendmica direcionada (Jian & Li, 2021).

A escolha entre as diversas plataformas de genotipagem por SNPs deve considerar
fatores interdependentes, como: (i) a densidade de marcadores requerida; (ii) o tamanho e
estrutura da populacao de estudo; (iii) a infraestrutura computacional disponivel; e (iv) as
limitacdes orcamentarias. A selecdo criteriosa da tecnologia € essencial para equilibrar custo,

resolutividade e viabilidade técnica (Breyer & Smith, 2020).

Tabela 1: Exemplares da diversidade de marcadores moleculares de alto e baixo rendimento e

suas caracteristicas de processamento.

Marcadores Rendimento Quantidade (3e Enzim:as~de CR Informz:g:(')?s Multiplexacio Tamanho
DNA nareacio Restricido de sequéncia amostral
RFLPs Baixo 2-10 ng Sim Nao Nio Dificil <50-100
RAPDs Médio 5-10 pg Nao Sim Sim Dificil <100
AFLPs Médio ~1 pg Sim Sim Sim Possivel <100
SSRs Médio 10-20 ng Nao Sim Sim Possivel 48-384
SNPs Alto > 5ng Nao Sim Sim Possivel Variavel
SFPs Alto 50-100 ng Sim Nao Nao Nao 100-500
DATrt Alto 50-100 ng Sim Nao Nao Nao 100-500
RRLs Muito alto 25ng Sim Sim Sim Possivel >1000
RAD-seq Muito alto 300 ng Sim Sim Sim Possivel >1000
CRoPs Muito alto 300 ng Sim Sim Sim Possivel >1000
GBS Muito alto 100 ng Sim Sim Sim Possivel >1000
MSG Muito alto 10 ng Sim Sim Sim Possivel >1000

RFLPs: Restriction Fragment Length Polymorphisms; RAPDs: Random Amplified Polymorphic DNA; SCAR:
Sequence Characterized Amplified Region; AFLPs: Amplified Fragment Length Polymorphisms; SSRs: Simple
Sequence Repeats (ou Microsatelites); SNPs: Single Nucleotide Polymorphisms; SFPs: Single Feature
Polymorphisms; DArT: Diversity Arrays Technology; RRLs: Reduced Representation Libraries; RAD:seq:
Restriction:site Associated DNA Sequencing; CRoPs: Cleaved Randomly Amplified Polymorphic Sequences; GBS:
Genotyping:by:Sequencing; MSG: Multiplexed Shotgun Genotyping. Adaptado de Zargar et al., 2016.
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Para a genotipagem low throughput de SNPs na cultura do cafeeiro, as metodologias
reportadas na literatura incluem técnicas baseadas em PCR em tempo real, com andlises por
curvas de dissociacdo (High Resolution Melting - HRM), PCR alelo-especifico competitivo
(Kompetitive Allele-Specific PCR — KASP), TagMan (baseado em sondas); além de abordagens
que podem ser executadas em gel de agarose, como Tetra-Primer ARMS-PCR (Tetra-Primer

Amplification Refractory Mutation System) e alelo-especifico (A/lele-Specific PCR — AS-PCR).

1.1.2.1 Genotipagem High Resolution Melting (HRM)

A genotipagem HRM ¢ uma técnica pds-PCR que permite a deteccdo de variantes
genéticas com base no comportamento de dissociag@o térmica do DNA de fita dupla (dsDNA),
realizada em um sistema de tubo fechado. Apds a amplificacdo por PCR da regido contendo os
SNPs de interesse, 0 DNA ¢ submetido a um gradiente de temperatura, enquanto a fluorescéncia
dos corantes intercalantes especificos ¢ monitorada continuamente (Bolivar-Gonzélez et al.,
2022; Gatica-Arias et al., 2023; Kim et al., 2023; E. M. de A. Silva et al., 2023).

O principio de deteccao baseia-se na ligacdo do corante fluorescente ao DNA de dupla
fita em baixas temperaturas, quando a fluorescéncia é méaxima. A medida que a temperatura
aumenta, ocorre a desnaturacdo do DNA e liberagdo do corante, causando uma queda abrupta
na fluorescéncia (cerca de 1000 vezes). Os SNPs alteram a estabilidade térmica do DNA,
gerando perfis de dissociacdo distintos que podem ser discriminados pela Temperatura de
Melting (Tm) (Combes et al., 2018; Wojdacz et al., 2008).

A forma e o Tm das curvas de fusdo sdo influenciados por propriedades intrinsecas do
amplicon, como teor de GC, comprimento e sequéncia. Os SNPs que envolvem trocas C/T,
G/A, C/A ou G/T geralmente promovem variacdes térmicas mais detectaveis (ATm > 0,5—
1,0 °C), enquanto trocas C/G (ATm de 0,2-0,5°C) e A/T (ATm < 0,2 °C) podem ser mais
dificeis de distinguir. Os dados gerados na analise de HRM sdo usualmente representados por
diferentes formas graficas de fluorescéncia em func¢ao da temperatura. A maioria dos softwares

de analise interpreta de modo automatizado os resultados (Kim et al., 2023).

1.1.2.2 Genotipagem Kompetitive Allele-Specific PCR (KASP)

A tecnologia KASP utiliza dois primers especificos para os SNPs, cada um contendo
uma sequéncia complementar a regido flanqueadora do polimorfismo, mas com um nucleotideo
diferente na extremidade 3', correspondente ao alelo especifico. Eles sdo marcados com

fluordforos distintos (por exemplo, FAM e HEX), permitindo a deteccdo diferenciada dos alelos
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durante a PCR. Um primer reverse ¢ utilizado para amplificar a regido de interesse que ¢
complementar a ambos primers especificos (Akpertey et al., 2021; Semagn et al., 2014).

A detecgao ¢ realizada apds a amplificacao, utilizando um leitor de placas calibrado com
filtros especificos para os comprimentos de onda dos fluor6foros (Merot-L’anthoene et al.,
2019). A intensidade da fluorescéncia ¢ analisada para determinar o genotipo da amostra. Por
exemplo, a presenga de fluorescéncia apenas no comprimento de onda associado ao fluoréforo
FAM indica homozigose para o alelo 1, enquanto a fluorescéncia apenas no comprimento de
onda associado ao fluoroforo HEX indica homozigose para o alelo 2. A presenca de
fluorescéncia em ambos os comprimentos de onda indica heterozigose (Millet, Allinne, et al.,

2024; Millet, Delahaie, et al., 2024; Semagn et al., 2014).

1.1.2.3 Genotipagem TagMan

A genotipagem de SNPs pela tecnologia TagMan também baseia-se no uso primers
marcados com sondas. Para os SNPs, duas sondas s@o projetadas: uma especifica para o alelo
de referéncia e outra para o alelo alternativo. Cada sonda ¢ marcada com fluor6foros diferentes
que emitem comprimentos de onda distintos (por exemplo, FAM e VIC) (Sahoo et al., 2025;
Tao et al., 2013).

Cada sonda consiste em uma sequéncia oligonucleotidica complementar a regido
flanqueadora dos SNPs, marcada com um fluor6foro em sua extremidade 5' e um guencher
(bloqueador) na extremidade 3'. O quencher suprime a fluorescéncia do fluor6foro enquanto a
sonda esta intacta. Durante os ciclos de PCR, na etapa extensdo, a DNA polimerase sintetiza a
nova fita de DNA a partir dos primers, quando a polimerase encontra a sonda TagMan, sua
atividade exonuclease 5'—3' cliva a sonda, liberando o fluoréforo do quencher e permitindo a
emissao de fluorescéncia (Campos et al., 2023; Hicks et al., 2023; Tao et al., 2013).

Cada fluordforo liberado emite luz em um comprimento de onda especifico,
correspondendo ao alelo presente. Ao final da reagdo, a intensidade da fluorescéncia ¢ analisada
para determinar o genotipo da amostra. Por exemplo, a presenca de fluorescéncia apenas no
comprimento de onda associado ao corante FAM indica homozigose para o alelo 1, enquanto a
fluorescéncia apenas no comprimento de onda associado ao corante VIC indica homozigose
para o alelo 2. A presenca de fluorescéncia em ambos os comprimentos de onda indica
heterozigose. A tecnologia TagMan oferece possibilidade de genotipagem de multiplos SNPs

em uma Unica reagdo (multiplexacao) (Sahoo et al., 2025).
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1.1.2.4 Genotipagem Tetra-Primer Amplification Refractory Mutation System (Tetra-
Primer ARMS)

A genotipagem Tetra- Primer ARMS ¢ uma abordagem baseada em PCR multiplex que
permite a deteccao especifica de SNPs por meio da amplificacio seletiva de alelos. Esse método
fundamenta-se na utilizacao dois primers internos (Inner Forward/Reverse) que sao projetados
com uma base discriminatoria na extremidade 3', permitindo ligagdo preferencial aos alelos-
alvo da troca dos SNPs (Ye et al., 2001). Essa base ndo-complementar ¢ inserida na penultima
posicao 3' para aumentar a especificidade, inibindo a extensao pela DNA polimerase em casos
de incompatibilidade. Dois primers externos (Outer Forward/Reverse) amplificam um
fragmento longo de DNA como controle (Tanha et al., 2015; Ye et al., 2001).

A combinagdo desses quatro primers em uma unica reagdo de PCR permite a amplificacao
simultanea, gerando amplicons de tamanhos distintos que podem ser facilmente diferenciados
por eletroforese em gel de agarose (Alyethodi et al., 2018). Observam-se trés tipos de padrdes
de bandas: um fragmento maior, que serve como controle interno da reacdo; e dois fragmentos
menores, cada um correspondendo a um alelo especifico dos SNPs analisados. Esses padroes
permitem a discriminag¢do dos genotipos em individuos heterozigotos exibem as trés bandas
(controle + dois alelos especificos), enquanto homozigotos apresentam apenas duas bandas
(controle + um alelo, variando entre dominante ou recessivo) (Medrano & Oliveira, 2014;

Schincariol, 2011).

1.1.2.5 Genotipagem Allele-Specific PCR (AS- PCR)

A genotipagem AS-PCR proporciona distingdo de variantes alélicas de um até cinco
nucleotideos. Esta técnica baseia-se na amplificacdo diferencial de alelos através de primers
especificos, possibilitando a identificagdo de SNPs em uma Unica reacdo realizada sob
condig¢des convencionais de PCR (Gaudet et al., 2009).

O sistema utiliza trés oligonucleotideos: um primer reverso comum e dois primers forwards
alelo-especificos, estes ultimos contendo caudas ndo homologas de distintos comprimentos.
Esta configuragdo gera produtos de amplificagdo com tamanhos diferenciados para cada alelo,
os quais podem ser discriminados por eletroforese em gel de agarose (Gaudet et al., 2009). A
especificidade da reagdo ¢ significativamente aumentada pela introducdo estratégica de um
mismatch desestabilizador na penultima posicdo da extremidade 3' dos primers alelo-
especificos, o que inibe eficientemente a amplificagdo de alelos ndo-alvo (Kalendar, Shustov,

etal., 2022; Liu et al., 2012).
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Como principais vantagens, destaca-se o baixo custo operacional em comparagdo como
todos os métodos que necessitam de qPCR. E limitada por sua otimizagdo trabalhosa dos
parametros de reagdo e avaliagdo de resultados delongada. Por isso, algumas metodologias de
modificagdo vém sendo propostas para otimizagdo de resultados e uso em gqPCR
(Amangeldiyeva et al., 2023; He et al., 2020, 2022; Kalendar, Baidyussen, et al., 2022; Lefever
etal., 2019; Liu et al., 2012).

1.1.3  GWS e GWAS como ferramentas genomicas para identificacao de SNPs aplicaveis
ao melhoramento genético vegetal

As ferramentas de Selecdo Gendmica Ampla (GWS) e Estudos de Associacdo
Gendmica Ampla (GWAS) representam pilares fundamentais para a identificagdo e aplicagdo
de SNPs no melhoramento genético vegetal de precisao. Ambas se fundamentam na analise de
dados genomicos, representados por milhares de marcadores SNP distribuidos ao longo do
genoma, obtidos pelo sequenciamento do DNA de populacdes de plantas.

A GWS ¢ uma metodologia de predi¢do que utiliza os SNPs para estimar os Valores
Genéticos Estimados de Melhoramento (GEBVs), e assim, permitir a sele¢ao de individuos com
base no seu potencial genético, mesmo antes da expressao fenotipica. Em contrapartida, o
GWAS ¢ uma abordagem que identifica SNPs individualmente associados ao fendtipo de
caracteristicas agronomicamente relevantes, o que fornece insights sobre a arquitetura genética
do carater e viabiliza a sele¢@o assistida para genes de efeito maior (Korte & Farlow, 2013;
Mekbib et al., 2022, Merot-L’anthoene et al., 2019; Meuwissen & Goddard, 2001; Santos et al.,
2022; Spence et al., 2025).

O principio dessas metodologias ¢ o desequilibrio de liga¢do, no qual SNPs proximos
Nno mesmo cromossomo apresentam maior associacao entre si do que aqueles mais distantes,
devido a menor probabilidade de serem separados por eventos de recombinagdo genética (Silva
etal., 2022; Silva et al., 2024; Zargar et al., 2016). Como a taxa de recombinagdo ¢ geralmente
proporcional a distdncia entre os locos, SNPs adjacentes tendem a ser co-herdados. Variagdes
nas taxas de recombinacdo ao longo do genoma levam a formagao de blocos de desequilibrio
de ligacao (ou blocos de haplotipos), regides com forte associacao alélica entre multiplos SNPs,
que sdo essenciais para inferir relagdes gendtipo-fenotipo (Arcanjo et al., 2024; Kockum et al.,
2023; Meuwissen & Goddard, 2001).

Uma vez identificados os SNPs candidatos com correlacdo com o fenotipo-alvo, estes
podem ser convertidos em marcadores moleculares especificos utilizando metodologias de

genotipagem de baixo rendimento, permitindo a genotipagem direcionada exclusivamente para
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o polimorfismo de interesse. Esses marcadores desenvolvidos e validados, ao explorarem
eficientemente a variacdo genética natural presente em populagdes diversas, tornam-se
ferramentas cruciais para a selecdo assistida por marcadores, otimizando a identificacao de
genotipos superiores e acelerando o desenvolvimento de cultivares melhoradas com

caracteristicas agrondmicas desejaveis (Arcanjo et al., 2024; Uffelmann et al., 2021).

1.2 Material e métodos

Para andlise da producao cientifica relacionada ao género Coffea e suas aplicagdes na
genotipagem de SNPs, adotou-se uma abordagem exploratéria baseada em bibliometria. A
busca bibliografica foi conduzida prioritariamente na base Scopus (Elsevier), selecionada por
sua ampla cobertura multidisciplinar e consisténcia na indexagdo de periodicos relevantes para
a area. Embora consultas exploratorias tenham sido realizadas também nas bases Web of
Science e PubMed, observou-se que estas retornaram um numero significativamente menor de
artigos diretamente vinculados aos termos de busca utilizados, reforcando a adequacgdo da
Scopus como fonte primaria para o escopo deste estudo.

A revisdo sistematica foi estruturada em dois eixos metodologicos complementares,
visando abranger desde a identificagdo até a aplicagdo de marcadores SNPs funcionais em
Coffea spp. O primeiro eixo abrangeu estudos gendmicos com énfase na identificagdo de
marcadores SNPs, agronomicamente promissores ao melhoramento genético, por meio de
abordagens de GWS e GWAS. Para essa finalidade, utilizou-se a string de busca: "Coffea AND
(GWS OR GWAS OR SNP-MARKER)". O segundo eixo metodologico foi direcionado a
validacdo e aplicagdo de marcadores SNPs previamente identificados abrangendo todas as
técnicas de genotipagem de baixo rendimento documentadas na literatura cafeeira. Para essa
abordagem, empregou-se string de busca: "Coffea AND (HRM OR KASP OR TagMan OR
rhAmp OR AS-PCR OR ARMS OR MTPA)".

A busca na base de dados foi realizada considerando a ocorréncia dos termos
especificados, nos campos de titulo, resumo e palavras-chave dos registros. Todas as
publicacdes recuperadas foram sistematicamente analisadas, a fim de verificar sua real
aderéncia aos critérios tematicos definidos nas strings de busca. Nao foram aplicadas restrigdes
quanto ao periodo de publicacdo, garantindo a inclusdo abrangente de todos os estudos
relevantes disponiveis na base consultada.

Os dados bibliograficos foram processados no software VOSviewer, especializado em
analise de redes cientificas (Eck & Waltman, 2010). O algoritmo VOS (Visualization of

Similarities) agrupa termos por similaridade, minimizando distancias entre elementos
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correlacionados, e mapeia coocorréncias em que o teor de associagdo entre termos € calculada
com base na frequéncia de apari¢do conjunta no texto. A partir disso, sdo gerados clusters
tematicos em que cada cluster representa um conjunto de termos fortemente interligados. Nos
clusters o tamanho reflete a frequéncia dos termos ou o volume de publicagdes associadas, € a
proximidade espacial entre clusters indica relagdes tematicas.

Para a analise da base de dados bibliografica, foram aplicadas técnicas de agrupamento
baseadas em logaritmo de modularidade (Log-likelihood/Modularity clustering), visando
identificar padrdes de associacdo entre termos e colaboragdes cientificas. Foram analisadas a
coocorréncia de palavras-chave, extraidas dos registros bibliograficos, considerando suas
frequéncias e relacdes. Também foi feita analise da rede de coautoria entre paises, em que foram

mapeadas as colaboragdes cientificas com base na afiliagdo dos autores.

1.3 Resultados

A plataforma retornou 39 publicagdes, das quais 20 estudos de fato relacionavam o género
Coffea com GWS, GWAS e/ou marcadores SNPs na busca "Coffea AND (GWS OR GWAS OR
SNP-MARKER)" (Figura 1). Os primeiros estudos foram publicados em 2016, abordando
qualidade de bebida, caracteres agrondomicos, estresses bidticos e abidticos. Dentre os trabalhos
analisados, a maioria tinha relatos de cruzamentos interespecificos para melhoramento genético
populacional, em que 12 manuscritos estavam diretamente ligados a C. arabica, seis a C.
canephora e dois incluiam ambas as espécies.

Quanto a producao académica, foram encontrados 108 autores que publicaram sobre o tema.
No entanto, apenas 24 (27,58%) haviam publicado mais de dois trabalhos. A produg¢ao cientifica
esta concentrada em 10 paises, com 12 manuscritos com cooperagdo entre paises (Tabela 2).
As areas tematicas das publicagdes ficaram concentradas em ciéncias agrarias e bioldgicas

(53%), e bioquimica, genética e biologia molecular (41%).
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Figura 1: Revisdo sistematica do niimero de publicagdes cientificas de GWS e GWAS

aplicados a Coffea spp.

Tabela 2: Revisao sistematica da distribui¢ao geografica de publicagdes sobre GWS e GWAS
aplicados a Coffea spp.

Pais Documentos Citagoes
Estados Unidos 7 207
Costa Rica 2 47
Brasil 14 173
China 2 45
México 2 22
Australia 1 30
Franga 1 61
Vietna 1 30
Coldémbia 1 38
Quénia 1 28

Na constru¢ao do mapa bibliométrico, foram identificados 83 termos, organizados em nove
clusters interconectados ¢ um cluster isolado, relacionado a doenga mancha aureolada
(Pseudomonas syringae) (Figura 2A). O grafico de evolucdo temporal revelou tendéncias
recentes em palavras-chave, como: algoritmos genéticos, fatores ambientais, Brasil,

melhoramento genético e marcadores SNPs (Figura 2B).
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Os resultados de busca para métodos de genotipagem de baixo rendimento para SNPs (PCR
ou qPCR), inicialmente retornou 30 publicacdes, das quais 11 de fato estavam relacionadas a
tematica proposta (Figura 3). O primeiro estudo foi publicado em 2013, e posteriormente uma
producao cientifica esparsa no tema. As publicacdes mais recentes abordam temas como
agrobiodiversidade e variabilidade genética, refletindo uma tendéncia crescente em aplicagdes

de rastreabilidade e de melhoramento genético.

N w =Y

Numero de PublicacGes

[Eny

0 @ @
2013 2014 2015 2016 2017 2018 2019 2020 2021 2022 2023 2024 2025

Ano

Figura 3: Revisdo sistemdtica do nimero de publicagdes cientificas sobre metodologias de

genotipagem SNPs de baixo rendimento aplicados a Coffea spp.

Foram identificados 58 autores associados as publicacdes, distribuidos em 11 paises, com
11 manuscritos com colaboracao entre paises (Tabela 3). Desses, nove autores possuiam mais
de 10 citacdes, indicando um nucleo de pesquisadores ativos, porém limitado. As publicacdes
classificaram-se em seis categorias principais: Ciéncias Agrarias e Bioldgicas; Bioquimica
(53%); Genética e Biologia Molecular (29%); Engenharia (6%); Imunologia e Microbiologia
(6%); Multidisciplinar (6%).
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Tabela 3: Revisdo sistemadtica da distribuicdo geografica de publicacdes sobre metodologias

de genotipagem de baixo rendimento para SNPs aplicados a Coffea spp.

Pais Documentos Citagoes
Costa Rica 4 11
Estados Unidos 3 30
Franca 3 40
Haiti 2 2
Bélgica 1 2
Vietna 1 2
Brasil 4 14
China 1 24
Gana 1 28
Tailandia 1 24
Holanda 1 21

Na analise de redes, foram catalogadas 94 palavras-chave, organizadas em sete clusters:
cluster 1 com 29 itens, cluster 2 com 19 itens, cluster 3 com 12 itens, cluster 4 com 11 itens,
cluster 5 com 10 itens, cluster 6 com 7 itens e cluster 7 com 6 itens (Figura 4A). Os termos
com maior for¢a de conexado e publicagdes mais recentes foram Coffea, HRM, genética, Coffea
arabica, doencas de planta e SNPs (Figura 4B).

Na andlise bibliométrica conjunta de todos os manuscritos, os "Avangos em Genética
e Melhoramento de Plantas de Café e Deteccdo de Patogenos" emergiu como conceito central
que unifica as diversas linhas de pesquisa (Figura 5). Este nticleo tematico se ramifica em sete
vertentes principais de investigacdo: estudos comparativos entre espécies de Coffea,
desenvolvimento e aplicagdo de marcadores moleculares, uso de GWAS, estratégias de
melhoramento para resisténcia a doengas, gestdo de bancos de germoplasma, andlises de
diversidade genética e investigacdes sobre os processos historicos de domesticagdo. O
mapeamento sistematico identificou e organizou 71 conceitos-chave em um fluxograma

tematico abrangente, revelando as interconexdes entre pesquisa basica e aplicada.
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Figura 5: Andlise sistematica em cl/usters dos temas dos manuscritos avaliados nos estudos genomicos aplicados ao género Coffea envolvendo GWS, GWAS e

métodos de genotipagem de SNPs de baixo rendimento.
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1.4 Discussao

Este estudo bibliométrico evidencia um cendrio cientifico incipiente, porém promissor, no
emprego de GWS, GWAS e validacao de marcadores SNPs no melhoramento genético de
Coffea spp. A identificagdo de apenas 31 manuscritos nas tematicas, desde 2013, sugere que
essas abordagens genOmicas sdo relativamente recentes na pesquisa cafeeira. No entanto, em
comparagao com culturas anuais de amplo estudo genomico, como milho (Zea mays), soja
(Glycine max) e trigo (Triticum aestivum), as pesquisas em Coffea spp. ainda apresentam
lacunas significativas, tanto em numero de publicagdes quanto em aplicagdes praticas
consolidadas (Luis et al., 2022; Sant’Ana et al., 2018; Suela et al., 2023; Uffelmann et al., 2021,
Zaidan et al., 2025).

Essa defasagem decorre, em grande parte, da biologia perene do cafeeiro, cujo ciclo
longo demanda extensas areas experimentais, elevados custos operacionais e longos periodos
de condugdo dos experimentos de campo (Nonato et al., 2021; Scalabrin et al., 2020, 2024). A
esse cenario somam-se os elevados custos da genotipagem em larga escala, contrastando com
o baixo investimento financeiro destinado a cultura, uma vez que os programas de
melhoramento dependem majoritariamente de instituicdes publicas (Clarindo & Carvalho,
2008, 2009; Lashermes et al., 2016; Salojérvi et al., 2024). Ademais, a padronizagdao de
protocolos especificos para o poliploide C. arabica ainda constitui um desafio, demandando
investigacdes aprofundadas sobre a interagdo entre subgenomas (Clevenger et al., 2015; Lu et
al., 2024).

Os estudos disponiveis de GWS e GWAS concentram-se na identificagdo de marcadores
moleculares associados a caracteristicas agrondmicas com influéncias na produtividade e
qualidade do cultivo. Dentre estas estdo resisténcia a patdgenos como ferrugem (Hemileia
vastatrix) (Silva et al., 2022; Silva et al., 2024; Sousa et al., 2024; Zaidan et al., 2025),
cercosporiose (Cercospora cafeicola) (Silva et al., 2022), mancha aureolada (Pseudomonas
syringae pv. Garcae) (Ariyoshi, et al., 2022), antracnose dos frutos - CBD (Colletotrichum
kahawae) (Gimase et al., 2020), nematoides (Meloidogyne paranaenses) (Gonzales et al., 2025)
e bicho mineiro (Leucoptera coffeella) (Alkimim et al., 2017; Sousa et al., 2019).

Além dos atributos de resisténcia, ha também um numero crescente de estudos voltados
a qualidade quimica dos graos, com destaque para teores de cafeina, trigonelina e compostos
volateis (Luis et al., 2022; Muniz et al., 2024; H. T. M. Tran et al., 2018), bem como lipidios e

diterpenos (Muniz et al., 2024; Sant’Ana et al., 2018). Também sdo relatados para caracteres
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morfoagrondmicos (Alkimim et al., 2018, 2020; Silva et al., 2022; Silva et al., 2024; Sousa et
al., 2024; Suela et al., 2023) e diversidade genética (Sousa et al., 2017; Zhou et al., 2016).

As metodologias de baixo rendimento de genotipagem de SNPs em café mostram-se em
fase de consolida¢dao, com 58% das publicagdes concentradas nos ultimos trés anos. Este
crescimento recente pressupoe uma fase anterior de descoberta, na qual abordagens de alto
rendimento identificaram genes e QTLs de interesse, criando assim a base necessaria para o
desenvolvimento e aplicagdo de ferramentas genotipicas mais direcionadas e acessiveis.
Simultaneamente isso revela um potencial promissor para estudos longitudinais, especialmente
para popularizagdo de metodologias para validacdo, e estudos comparativos entre plataformas
de genotipagem, quanto a acurcia, custo e aplicabilidade em programas de melhoramento.

A genotipagem por HRM foi aplicada em trés estudos para desenvolvimento de
marcadores SNPs em café. Silva et al. (2023) e Combes et al., (2018) validaram marcadores
SNPs via HRM deteccao de adulteragdes entre C. arabica com C. canephora. Bolivar-Gonzalez
et al. (2022), identificaram 15 marcadores SNPs interespecificos e 4 intraespecificos em C.
arabica, em genes relacionados ao acimulo de sacarose nas sementes (SUS2, CaKOlI e
CcOAOMT) e na regido ndo codificadora /7S2, comprovando sua eficacia para caracterizacao
de germoplasma, rastreabilidade e autentica¢do na cadeia exportadora de café.

Os estudos que empregaram a genotipagem KASP em café concentraram-se
predominantemente em analises de diversidade genética, tanto entre espécies quanto
intraespecificas. Merot-L’anthoene et al. (2019) sintetizaram e validaram ensaios KASP para
42 SNPs, selecionados a partir de um microarray de 8,5 mil SNPs, com o objetivo de
discriminar geneticamente C. arabica e C. canephora. Posteriormente, Akpertey et al. (2021)
utilizaram 120 marcadores SNPs KASP para examinar erros de parentesco, rotulagem incorreta,
diversidade genética e estrutura populacional em 400 acessos de C. canephora procedentes de
diferentes paises e mantidos em um banco de germoplasma em Gana. Mais recentemente, Millet
et al. (2024a) identificaram fluxo génico entre variedades tradicionais de C. arabica (Typica,
Bourbon e Catimor) por meio de 96 SNPs genotipados via KASP, em sistemas agroflorestais
no Haiti. No mesmo ano, Millet et al. (2024b) empregaram 80 SNPs em ensaios KASP para
caracterizar a diversidade genética e varietal dos recursos cafeeiros nas ilhas de Guadalupe e
Haiti.

Na literatura cientifica, o Gnico relato de genotipagem TagMan em café foi no estudo
de Tao et al. (2013), que desenvolveu um marcador SNPs baseado no gene GAPDH para

deteccao especifica de C. kahawae, agente causal da antracnose do cafeeiro, demonstrando alta
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especificidade para diagndstico e monitoramento da doenca. Também ¢ reportada uma tnica
aplicacdo de genotipagem Tetra-Primer ARMS-PCR em café, validando 10 SNPs para
caracteristicas de qualidade de bebida (acucares, cafeina, acidos clorogénicos), tolerancia
hidrica e produgdo de graos (Schincariol, 2011).

Pesquisas empregando genotipagem por AS-PCR desenvolveram marcadores SNPs
para resisténcia a doencas. Almeida et al. (2024) desenvolveram o marcador CaRHv10-AS,
demonstrando mais de 97% de eficacia na identificacdo de gendtipos de C. arabica resistentes
a multiplas racas de H. vastatrix, agente causal da ferrugem. Ariyoshi, Sera, et al. (2022)
validaram em populacdes F: e de retrocruzamento o marcador SNPs Psg QL1 para resisténcia
a Pseudomonas syringae pv. Garcae, causador da mancha aureolada.

Considerando os eixos metodologicos abordados nesta pesquisa, observa-se uma
disparidade critica entre a identificagdo de SNPs em estudos de GWS/GWAS e sua subsequente
validagdo funcional. Enquanto centenas de SNPs sdo reportados como associados a
caracteristicas agrondmicas de interesse, apenas uma fracdo minima ¢ efetivamente convertida
em marcadores funcionais aplicaveis a selecdo assistida por marcadores (SAM) por meio de
metodologias de baixo rendimento (como PCR/qPCR), conforme evidenciado pelas 11
publicacdes identificadas nessa etapa de validagdo. Essa lacuna técnica resulta de desafios
intrinsecos ao processo de validagdo: muitos marcadores candidatos apresentam
comportamento monomorfico quando testados experimentalmente, o que inviabiliza sua
aplicacdo pratica. Além disso, mesmo os marcadores que se mostram polimoérficos demandam
extensiva validacdo estatistica em distintas populagdes para confirmar sua associagao fenotipica
e a porcentagem de variagdo explicada, acrescentando complexidade e tempo ao processo de
desenvolvimento de ferramentas moleculares robustas.

A predominancia de estudos em C. arabica (representando mais de 70% dos manuscritos
analisados) sobre C. canephora esta diretamente associada a sua maior relevancia econémica
global, responsédvel por aproximadamente 60% da producdo mundial de café (ICO, 2023,
2025a). Além disso, a maior sensibilidade de C. arabica a estresses bioticos e abidticos justifica
o foco da pesquisa em estratégias genOmicas para mitigar essas vulnerabilidades. Contudo, C.
canephora apresenta caracteristicas estratégicas para o futuro da cafeicultura ligados a
rusticidade frente a diferentes ambientes, diversidade genética e um mercado em expansdo
impulsionado pela industria de soliveis e blends. Espécies silvestres como C. liberica e C.
eugenioides também representam oportunidades adicionais para estudos comparativos de

genOmica funcional, hibridagdo interespecifica e a introgressao de locos de interesse.
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No panorama geopolitico da pesquisa, a lideranga dos Estados Unidos e Brasil na produgao
cientifica reflete papéis estratégicos no mercado global do café. Os Estados Unidos, como maior
importador mundial e o Brasil, como maior produtor e exportador, investem em pesquisas para
garantia de qualidade e seguran¢a alimentar. Essa sinergia ¢ estratégica, mas requer maior
integragdo com paises produtores da Africa e América Central, onde a diversidade silvestre
de Coffea oferece recursos genéticos ainda inexplorados (Davis et al., 2011, 2022; Davis &
Rakotonasolo, 2021).

O sequenciamento do genoma referéncia de C. arabica e C. canephora foi concluido, mas
novas montagens e anotacdes continuam refinando esses genomas (Denoeud et al., 2014;
Salojdrvi et al., 2024). Essas informagdes proporcionam avangos significativos na gendmica do
cafeeiro, permitindo a identificacio mais precisa de genes envolvidos em diversas
caracteristicas agronOmicas de interesse. Esses dados gendmicos viabilizaram o
desenvolvimento de painéis de SNPs de alta densidade, a constru¢do de mapas genéticos mais
robustos, ¢ a implementacdo de estratégias de selecdo assistida por marcadores e predi¢dao
gendmica. (Combes et al., 2013, 2023; Denoeud et al., 2014; Herrera et al., 2012; Lashermes
et al., 2016; Salojarvi et al., 2024). Paralelamente, o desenvolvimento de algoritmos
computacionais ¢ modelos estatisticos avancados tem aumentado a acuracia das analises
preditivas, ampliando a aplicabilidade de GWS e GWAS no melhoramento do cafeeiro
(Arcanjo et al., 2024; Paixao et al., 2022; Sousa et al., 2024; Suela et al., 2023).
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1.5 Conclusao

Este estudo bibliométrico identificou um elevado niimero de SNPs descritos em 20
manuscritos por meio de abordagens de varredura genomica ampla em cafeeiros. No entanto,
observa-se uma defasagem significativa entre a descoberta inicial desses marcadores e sua
validagdo funcional para aplicagdo pratica por meio de metodologias low throughput, conforme
relatado em apenas 11 publicagdes. O avanco das plataformas de genotipagem baseadas em
PCR (HRM, KASP, TagMan, AS-PCR) tem contribuido para reduzir essa lacuna, ainda que de
forma incipiente.

As aplicagdes low throughput reportadas concentram-se principalmente em
cruzamentos interespecificos envolvendo C. arabica e C. canephora, voltados ao
melhoramento genético populacional. Paralelamente, nota-se a necessidade de aprimoramento
na fenotipagem de precisdo, em redes de ensaios multiambientes, € no desenvolvimento de
modelos estatisticos e ferramentas bioinformaticas especificas para a genética das espécies de
café.

Um viés geopolitico também ¢ evidente: a producdo cientifica concentra-se
predominantemente nos maiores paises produtores e consumidores de café, enquanto os paises
africanos — reconhecidos como centro de origem e principal reservatorio de diversidade
genética do género Coffea — permanecem sub-representados, mesmo diante de seu potencial
estratégico para o desenvolvimento de marcadores moleculares.

Diante desse cenario, esfor¢os futuros devem priorizar a integracdo de pipelines que
unam descoberta, validacao e aplicagdo de SNPs, além do fortalecimento de colaboragdes
internacionais — especialmente com paises detentores de ampla diversidade genética do género.
A consolidagdo dessas estratégias poderd acelerar o desenvolvimento de cultivares mais

produtivas, resilientes e alinhadas as demandas do mercado global de café.
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RESUMO

A selecdo precoce de cafeeiros com porte definido ¢ estratégica em programas de
melhoramento genético para otimizar a colheita, o manejo, o adensamento ¢ a efici€éncia no uso
de insumos na lavoura. Este estudo objetivou desenvolver marcadores moleculares de
polimorfismo de nucleotideo tinico (SNP), previamente identificados por Estudo de Associacao
Genomica Ampla (GWAS), para uso na selecdo assistida e para melhor compreensdo da
caracteristica altura de plantas em Coffea arabica. Para isso, utilizou-se uma populacio de
mapeamento para desenvolvimento de marcadores e uma populagdo de testagem para os
marcadores desenvolvidos. Foram empregadas as metodologias de genotipagem /ow-
throughput dos SNPs: High Resolution Melting (HRM), RNase H-dependent Amplification
(thAmp), Tetra-Primer Amplification Refractory Mutation System (Tetra Primer ARMS) e
Modified Tetra-Primer Amplification Refractory Mutation System (MTPA). Foram obtidos seis
marcadores moleculares utilizando as metodologias HRM e Tetra-Primer ARMS para os SNPs
V16099 (HRM-V16099-2, 4P. ARMS-V16099-1), V1190 (HRM-V1190-3, 4P.ARMS-V1190-
1), V42 (HRM-V42-2) e V16476 (HRM-V16476-1), demonstrando seu potencial para
aplicagdo em selecdo assistida. As demais metodologias testadas, thAmp e MTPA, ndo foram
eficientes no desenvolvimento de marcadores. Na populacdo de testagem, confirmou-se a
capacidade desses marcadores em diferenciar os alelos de interesse; no entanto, a analise de
associacao de marca simples nao detectou efeitos significativos isoladamente sobre a altura das
plantas. Esta divergéncia pode ser atribuida a mudanca de background genético entre as
populacdes, possiveis alteragdes no padrao de desequilibrio de ligagao (LD) ou a modulacdo
por efeitos epistaticos, corroborando a natureza poligénica e complexa do carater. A regido
gendmica dos marcadores V16099 e V1190 revelou 13 genes candidatos envolvidos em
processos de morfogénese e controle hormonal (auxina, acido jasmonico e acido abscisico),
sugerindo uma rede génica determinante para a arquitetura da planta. Este trabalho reporta os
primeiros marcadores moleculares para discriminacdo de altura em cafeeiros, oferecendo

ferramentas potenciais para a selecao assistida em programas de melhoramento genético.

Palavras — Chave: Melhoramento genético; Porte de café; Selecao Assistida por Marcadores

Moleculares; Genotipagem HRM; Tetra Primer ARMS.
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2 Introducio

Os complexos genomas do género Coffea representam, ao mesmo tempo, desafios e
oportunidades para os programas de melhoramento genético. Elucidar sua origem, evolugao e
diversidade gendmica ¢ essencial para explorar seu potencial no desenvolvimento de cultivares
de café melhoradas (Huang et al., 2020; Merot-L’anthoene et al., 2019; Salojarvi et al., 2024;
Scalabrin et al., 2020, 2024). Dentre as 141 espécies descritas (Guyot et al., 2020), a mais
cultivada ¢ C. arabica (2n = 4x = 44), uma espécie alotetraploide originada de uma hibridagao
natural entre os ancestrais diploides C. canephora (subgenoma CC) e C. eugenioides
(subgenoma CF) (Medrano et al. 2025; Bawin et al. 2021; Lashermes et al. 1999, 2016).

Atualmente, o Brasil possui 127 cultivares de C. arabica de dominio publico registradas
(Brasil, 2025). A maioria das cultivares de C. arabica resistentes a doengas apresenta
introgressdes de C. canephora provenientes do cafeeiro Hibrido de Timor (HdT) (Bettencourt
et al., 1992; Bettencourt & Rodrigues, 1988; Carvalho et al., 1989; Huang et al., 2020; Mekbib
et al., 2022; Montagnon et al., 2021; Setotaw et al., 2020; Silvarolla et al., 1997). Os cafeeiros
HdT, originados de cruzamento espontdneo entre C. canephora e C. arabica, constitui a
principal fonte de resisténcia multipla a fatores biodticos e abioticos incorporada em progénies
de C. arabica em escala mundial (Bettencourt, 1973; Bettencourt et al., 1992; Clarindo et al.,
2013; Clarindo & Carvalho, 2009; Lashermes et al., 2016; Sattler et al., 2022). Entre os hibridos
derivados do HdT utilizados no melhoramento genético, destacam-se as populagdes oriundas
dos cruzamentos de Caturra x HdT e Vila Sarchi x HdT, conhecidas na literatura como Catimor
e Sarchimor, respectivamente (Bertrand et al., 1997; Bettencourt & Fazuoli, 2008; Chaves &
Zambolin, 1976; Severino et al., 2008; Varzea et al., 2008).

O uso desses hibridos interespecificos enfrenta um obstaculo: o HAT possui porte elevado
de plantas (com relatos de até 9 metros), caracteristica que pode ser indesejavel para manejo
fitotécnico da lavoura e para realizacao das colheitas manual, semimecanizada e mecanizada
(Bettencourt, 1973; Bonomo et al., 2004; Silvarolla et al., 1997). Quando cruzados com
cultivares de C. arabica consideradas de porte baixo, os descendentes exibem significativa
segregacao para a altura das plantas. Como resultado, surgem populagdes nas quais apenas uma
fragdo dos individuos combina a estatura desejada com o perfil de resisténcias almejado,
exigindo assim uma selecdo rigorosa ao longo de vérias geragdes (Brasil, 2024; Lashermes et
al., 2016).

A altura da planta, componente central de sua arquitetura, € um carater de grande relevancia

agrondmica, com interacao entre as caracteristicas genéticas e o ambiente de cultivo. Ela esta
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intrinsecamente relacionada a fatores decisivos para a produtividade, como o grau de
dominancia apical, a alocagao de biomassa e a eficiéncia da captagdo luminosa (Busov et al.,
2008; Ju et al., 2018; Lanfear et al., 2013). Além disso, a altura ¢ um parametro fundamental
para o planejamento do manejo, influenciando diretamente a definicdo do espagamento de
plantio, a viabilidade do adensamento ¢ a eficiéncia da colheita. Nesse contexto, a capacidade
de prever a altura das plantas em programas de melhoramento emerge como uma ferramenta
estratégica para o desenvolvimento de cultivares adaptadas a diferentes sistemas produtivos na
cafeicultura (Carvalho et al., 1979; Carvalho & Monaco, 1972; Dias et al., 2020; Silvarolla et
al., 1997).

As principais pesquisas sobre a heranga genética da caracteristica altura em café arabica sdo
da década de 1980, desenvolvidas por meio de cruzamentos contrastantes entre cultivares
consideradas baixas e altas (Carvalho et al., 1979, 1984b, 1984a; Carvalho & Monaco, 1972;
Silvarolla et al., 1997). Carvalho et al. (1984b) sugeriram que o porte reduzido é governado
pelos locos Sb, Sr e Ct, presentes nas cultivares Sao Bernardo, San Ramon e Caturra,
respectivamente; ¢ levantaram hipoteses de que outros locos responsaveis pelo porte baixo
poderiam estar presentes em cafés como Villa Sarchi, Pacas e Vila Lobos.

Os locos Sh, Sr e Ct segregam independentemente e podem ter combinagdes diibridas, com
possibilidade de os alelos estarem presentes em ambos os subgenomas (C© e CF), resultando
em até quatro copias de um mesmo alelo nos cromossomos homeologos. A caracteristica porte
reduzido ¢ condicionada por genes dominantes em relagdo ao porte normal. Em cruzamentos
entre plantas com alelos para dois locos diferentes, ocorre uma interagdo epistatica do tipo duplo
dominante, na qual a presenca de um alelo dominante condiciona porte reduzido e mascara o
efeito no outro (propor¢do 15:1 em F2, e 3:1 em cruzamento teste) (Carvalho et al., 1984b,
1984a).

Acredita-se que a mutacdo Ct de Caturra tenha surgido no Bourbon Vermelho, dando
origem a cultivar Caturra Vermelho (Bonomo et al., 2004; Carvalho & Monaco, 1972). Seu
principal efeito fenotipico € a redu¢do do comprimento médio dos internddios dos ramos
ortotropicos e plagiotropicos, que diminui a altura das plantas, conferindo-lhes aspecto
compacto. Linhagens portadoras do gene Ct, tendem a ter menor didmetro de copa em relacdo
as linhagens ndo portadoras (Carvalho et al., 1984a). As caracteristicas altura da planta,
didmetro da copa e comprimento dos internddios sdo diretamente relacionados a expressao
desse gene, e guardam importantes correlagdes entre si (Aguiar et al., 2004; A. Carvalho et al.,

1979).
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Trabalho mais recente de Carvalho et al. (2022) sugere que a expressao da altura do cafeeiro
¢ modulada pela interacao dos alelos Ct ou ct com genes de efeito secundario, justificando a
variagdo fenotipica dentro das categorias de porte baixo e alto. Sob a perspectiva da
caracterizacao por descritores minimos, a altura de planta pode ser classificada em Ct Ct ou Ct
ct (muito baixa, baixa e média) e ct ct (alta e muito alta). Por essa classificacdo, as cultivares
dos grupos Vila Lobos sdo consideradas muito baixas; Caturra e Villa Sarchi, baixas (< 2,0 m);
Catuai Amarelo, médias (~2,0 m), Acaia, Bourbon e Mundo Novo, altas (> 3,30m) (Aguiar et
al., 2004; Brasil. Ministério da Agricultura, 2000; Carvalho et al., 1984a; Pereira et al., 2025).

Entretanto, para fins praticos no melhoramento genético, prevalece uma classificacdo
binaria simplificada em porte baixo e porte alto. Nesse sistema, o padrao de porte baixo ¢
representado por cultivares com altura semelhante a do 'Catuai', derivadas da introgressao de
alelos de 'Villa Sarchi' (como Obata, Tupi, IAPAR 59, IPR 98) ou 'Caturra' (como Catuai
Vermelho, Catuai Amarelo, Rubi e Topdzio). Nas condi¢des do sudeste brasileiro, essas plantas
geralmente atingem de 1,8 a 2,2 m de altura quando adultas. O padrdo de porte alto, por sua
vez, inclui cultivares como 'Mundo Novo', 'Acaid' e '[catu’, que atingem de 2,2 a 3,0 m ou mais.
Nesta classificagdo, as cultivares Bourbon Amarelo ¢ Bourbon Vermelho também sao
consideradas de porte alto, por serem portadoras dos alelos ct ct, embora sejam classificadas
como de porte médio na metodologia de descritores minimos (Carvalho et al., 2022; Fazuoli et
al., 2008; Julca-Otiniano et al., 2023; Valarini et al., 2005)

Um recente Estudo de Associagdo Genomica Ampla (GWAS) conduzido por Silva et al.
(2024) identificou um Loco de Caracteristica Quantitativa (QTL) associado a altura de plantas
no cromossomo 6 de C. arabica. Entre os 49 SNPs significativos associados ao carater, 42
localizavam-se no subgenoma C€, enquanto 11 no subgenoma CE. Os efeitos fenotipicos desses
SNPs na redugdo da altura variaram de 4,61% a 21,21%. Esses SNPs encontram-se em
desequilibrio de ligacdo e abrangem uma por¢do extensa do cromossomo, 0 que sugere que
multiplos genes possam estar envolvidos no controle dessa caracteristica. A hipotese de que a
altura ¢ regulada por uma rede complexa de genes de pequeno efeito € reforgada por estudos de
Selecao Genomica Ampla (GWS) realizados na mesma populagdo, os quais reportaram baixa
herdabilidade genotipica e identificaram 202 QTLs putativos associados a altura das plantas
(Sousa et al., 2019).

Com base nessa descoberta, o QTL identificado por Silva et al. (2024) constitui um alvo
gendmico importante para entendimento dessa caracteristica e para o avanco do melhoramento

genético por meio de marcadores moleculares. Diante disso, o presente estudo teve como
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objetivo aprofundar o conhecimento sobre a caracteristica altura de plantas em C. arabica,
mediante ao desenvolvimento e validacao molecular de marcadores SNPs localizados neste
QTL. O proposito final consistiu em converter esses marcadores moleculares em ferramentas
aplicaveis a selecao assistida, para otimizar o tempo necessario no desenvolvimento de novas

cultivares de café com porte definido.

2.1 Material e Métodos
2.1.1 Material vegetal

Nesse trabalho utilizou-se uma populagdo de mapeamento para desenvolvimento dos
marcadores e uma populacao de testagem para avaliar os marcadores desenvolvidos.

A populacdo de mapeamento utilizada no GWAS foi empregada neste estudo para
identificar marcadores polimoérficos e avaliar a precisao na discriminagao alélica, uma vez que
seus genotipos haviam sido previamente sequenciados, assegurando assim a reprodutibilidade
dos resultados de genotipagem. Essa populagdo foi desenvolvida a partir de cruzamentos
contrastantes entre genitores de C. arabica de porte reduzido do grupo Catuai Amarelo (UFV
2143-236, UFV 2148-57 e UFV 2154-344) e plantas de porte alto derivadas de Hibrido de
Timor (UFV 440-10, UFV 445-46 e CIFC 832/2).

Além dos genitores, incluiram-se nas andlises genotipicas os hibridos Fi oriundos desses
cruzamentos controlados (H419-1, H419-10, H513-5, H514-7 e HS514-8), bem como
retrocruzamentos de diferentes combinacdes (1 1,3 4,1 5,1 3,9 1 e 2 2). Também foram
avaliados trés individuos segregantes da geragdao F» (10 4, 10 1 e 13 1), totalizando 20
genotipos utilizados. A descricdo completa dessa populacdo de mapeamento encontra-se em
Sousa et al. (2017).

Para avaliag¢do e validagdo dos marcadores low-throughput em um background genético
distinto, os SNPs foram analisados em uma populagdo segregante F» de 150 gendtipos, derivada
do cruzamento entre o acesso Hibrido de Timor MG0357 e a linhagem Tupi Amarelo [AC 5162
(Figura 1), aqui designada como populacdo de testagem. Estudos preliminares confirmaram
elevada capacidade de combinagdo deste cruzamento, que resultou em duas plantas F: (C12P-
8-B20-E5 e C12P-22-B20-ES5) (Medeiros et al., 2021). Estas plantas F: foram
subsequentemente autofecundadas em Vigosa, MG, Brasil (20°44'28,4"S 42°50'53,9"W),
gerando a populagdo F: utilizada neste estudo. Este pedigree populacional combinou genitores

com alturas contrastantes, viabilizando a analise da segregacao do carater na progénie.
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Figura 1: Estrutura do Programa de Melhoramento Genético de Café arabica direcionado a

reducdo de altura de planta, resultante da integracdo de dados moleculares e fenotipicos.

O HdT MGO0357, pertencente ao Banco de Germoplasma da EPAMIG, ¢ derivado do acesso
HAT UFV 441-04, originalmente introduzido no Brasil pelo Centro de Investigacdo das
Ferrugens do Cafeeiro (CIFC). Em contraste, o cafeeiro Tupi Amarelo IAC 5162, apresenta
porte baixo, frutos gratudos, alta resisténcia a patdogenos e elevado potencial produtivo. Foi
desenvolvido pelo Programa de Melhoramento do Instituto Agrondomico de Campinas (IAC), a
partir da identifica¢do de uma planta com frutos amarelos em uma lavoura da cultivar Tupi [AC
1669-33. Sua origem remonta ao germoplasma Sarchimor, sendo que a Tupi IAC 1669-33 ¢
derivada do hibrido CIFC H361-4 — este, por sua vez, originado do cruzamento entre Villa
Sarchi CIFC 971/10 e HAT CIFC 832/2. Acredita-se que o Tupi Amarelo IAC 5162 seja
resultado de um cruzamento natural entre a Tupi IAC 1669-33 e um cafeeiro da cultivar Catuai
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Amarelo. Como resultado dessa genealogia, o Tupi Amarelo IAC 5162 tem fenotipo de porte
baixo, frutos gratdos, alta resisténcia a patogenos e elevado potencial produtivo (Brasil, 2025;
Carvalho et al., 2022; Fazuoli et al., 2008).

A populagdo F» foi plantada em 2016 em delineamento de blocos aumentados, com quatro
repeticoes de 50 plantas cada, espacadas em 3,0 m entre linhas e 0,80 m entre plantas. Apds
avaliacdo da sobrevivéncia, a populagdo efetiva para analise de altura foi estabelecida em 135
plantas. Foram incluidas como testemunhas as cultivares Paraiso MG H419-1 e Catuai
Vermelho IAC 144, com trés plantas de cada por bloco, selecionadas por suas caracteristicas
de baixo porte e alto vigor vegetativo.

A fenotipagem da altura foi realizada medindo-se o ramo ortotrdpico principal da superficie
do solo até seu apice, em centimetros. As mensuragoes foram conduzidas durante os periodos
produtivos de 2018, 2020, 2021, 2022, 2023 e 2024, proporcionando uma série temporal

abrangente para analise da caracteristica.

2.1.2 Extraciao de DNA

O DNA gendmico da populacdo de mapeamento e da populagao de testagem foi extraido a
partir de folhas jovens, seguindo a metodologia estabelecida por (Diniz et al., 2005). A
quantificagdo foi realizada utilizando os sistemas NanoDrop™ 2000/2000c (NanoDrop
Technologies, Wilmington, EUA) e Qubit 2.0 (Invitrogen). A qualidade foi avaliada mediante

eletroforese em gel de agarose a 1%.

2.1.3 Selecao de SNPs associados a altura de planta

O desenvolvimento de marcadores SNPs usados nesse trabalho teve inicio com a construcao
de 40.000 sondas de DNA (Sousa et al., 2017, Resende et al., 2016). A partir deste conjunto,
foram selecionadas 10.000 sondas polimorficas, de alta eficiéncia e distribuidas ao longo do
genoma (Sousa et al., 2019). Usando essas sondas na genotipagem por Capture-Seq (RAPiD
Genomics), Silva et al. (2024) identificaram 21.211 marcadores SNP e, por meio de anélise de
GWAS, mapearam QTL no cromossomo 6, contendo 49 SNPs significativamente associados a
altura da planta (p<0,05) (Tabela 1). Estes 49 SNPs mapeados no QTL do cromossomo 6 foram
empregados para avangar na compreensdo da caracteristica altura de plantas e no

desenvolvimento de ferramentas gendmicas para C. arabica (Figura 2).
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Tabela 1. Marcadores SNPs associados a altura de plantas identificados por Silva et al. (2024).

SNPs Subgenoma Posicio  p-value R? Alelo  Alelo Favoravel Efeito (%)
V15959 C. canephora 18653343 1.02E-06  0.13359 T/G T 7.84281
V15966 C. canephora 18683698 5.12E-08  0.1642 G/A A 9.32675
V15967 C. canephora 18683725 1.15E-06  0.13684 C/T T 8.03744
V16012 C. canephora 19668205 1.56E-06  0.13291 G/T T 7.58232
V16014 C. canephora 19668268 6.28E-07  0.14141 T/C C 8.56697
V16027 C. canephora 19711172 2.52E-06  0.12814 A/G G 7.79241
V16029 C. canephora 19711182 1.75E-06  0.13192 A/T T 7.81282
V16050 C. canephora 20516595 2.37E-07  0.14913 A/T A 8.43056
V16099 C. canephora 21356008 1.25E-06  0.1079 C/T T 19.56234
V16297 C. canephora 26782635 1.93E-06 0.12073 C/A C 5.29129
V16298 C. canephora 26782664 1.83E-06 0.11905 C/T C 5.1215
V16293 C. canephora 26937789 3.99E-07  0.14288 C/T T 7.50054
V16294 C. canephora 26937799 1.68E-07  0.15273 G/A G 7.62358
V16295 C. canephora 26937808 1.22E-06  0.13603 A/G A 7.40663
V16296 C. canephora 26937817 2.99E-07 0.14881 G/A G 7.88765
V15785 C. canephora 30136750 9.53E-07  0.10301 T/C C 4.60664
V15786 C. canephora 30136754 1.60E-07 0.11814 A/C C 4.98635
V1190 C. canephora 30457537 1.53E-06 0.13143 T/C C 21.21391
V15787 C. canephora 30968458 7.64E-07  0.13943 A/G A 7.66001
V1094 C. canephora 31352169 2.34E-06  0.13012 C/T T 7.18741
V16180 C. canephora 32858769 2.93E-07 0.14951 G/A A 8.48874
V16206 C. canephora 33299570 1.57E-07  0.15237 A/G G 8.46431
V1666 C. canephora 33759015 1.21E-07  0.15923 T/G G 7.90736
V1504 C. canephora 34372993 1.04E-06  0.13284 G/T G 6.92785
V16508 C. canephora 34559139 1.39E-06  0.10804 T/C T 4.87099
V16509 C. canephora 34559142 1.79E-06  0.10844 T/C T 4.88017
V16482 C. canephora 34836377 2.32E-06 0.12723 G/A G 6.92015
V16481 C. canephora 34852348 3.98E-07  0.14382 A/G A 8.26294
V16476 C. canephora 34852929 3.19E-07 0.13838 T/C T 6.63111
V16479 C. canephora 34852983 8.28E-08  0.1506 A/G A 7.22469
V16480 C. canephora 34852993 4.04E-07  0.13818 A/G A 6.83245
V1690 C. canephora 35004072 2.07E-06  0.10846 G/A G 7.98351
V16589 C. canephora 37176686 1.31E-06 0.12377 G/A G 6.12801
V2101 C. canephora 37696025 1.98E-07  0.1507 A/C C 7.83073

V40 C. canephora 37767529 1.75E-06  0.1264 T/A T 7.68267

V41 C. canephora 37767535 1.79E-06  0.12654 T/C T 7.70794

V42 C. canephora 37767560 2.05E-06  0.12198 T/C T 7.51621
V16336 C. canephora 54173849 9.68E-07  0.13528 A/G G 7.7757
V15899 C. eugenioides 16766939 8.84E-07  0.11037 T/C T 5.81278
V15914 C. eugenioides 17010018 4.41E-07  0.11965 A/G G 6.11464
V16102 C. eugenioides 20768840 1.93E-06  0.13382 A/T A/T 4.70157
V16391 C. eugenioides 43620472 5.09E-07  0.14393 T/A A 8.11656
V16392 C. eugenioides 43620494 2.50E-07  0.15093 G/A A 8.17788
V16395 C. eugenioides 43620540 9.61E-07  0.13135 C/T T 7.41266
V16418 C. eugenioides 47341413 1.37E-06  0.12705 T/C C 7.32441
V16762 C. eugenioides 51038354 8.60E-07  0.12894 C/A A 7.62583
V16744 C. eugenioides 51085545 1.93E-07 0.14412 G/A A 7.80832
V16709 C. eugenioides 51312825 2.21E-06 0.10674 G/C C 5.6536
V16630 C. eugenioides 51939316 1.50E-06  0.12542 A/G A 7.61825
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Figura 2. Fluxograma dos processos para o desenvolvimento e obtencdo de marcadores para

altura de planta, destinados a sele¢ao assistida em caf¢.

daslumde  dualumde
SAM S

2.1.4 Desenvolvimento de marcadores SNP Low-throughput

A metodologia de genotipagem de SNP em baixa escala utilizada foi High Resolution
Melting (HRM), justificada por sua comprovada eficiéncia na deteccdo alélica em
alotetraploides, robustez em ensaios preliminares e utilizagdo em outros estudos com o
género Coffea (Bolivar-Gonzalez et al., 2022; Combes et al., 2018; Gatica-Arias et al., 2023;
Silva et al., 2023).

Para o desenvolvimento dos marcadores HRM, as sequéncias flanqueadoras de cada SNP
— correspondendo a 300 pares de bases a montante e 300 pares de bases a jusante da posi¢ao
polimorfica — foram inicialmente utilizadas como base para o desenho dos pares de primers.
Nos SNPs V40, V41, V42, V16293, V16294, V16295, V16296, V16476, V16479, V16480,
V16392, V16395, V15967 e V15966, foi necessario desenvolver amplicons que combinassem
dois ou mais SNPs, devido a proximidade fisica no genoma. As regides foram analisadas quanto
a qualidade, auséncia de repeti¢cdes e temperatura de melting (Tm) adequada, assegurando

amplificagdo especifica e fragmentos compativeis com a técnica HRM.
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Em seguida, cada sequéncia de amplicon prevista (incluindo o par de primers e a regidao
interna do SNP) foi submetida a alinhamento contra o genoma de referéncia de C. arabica cv.
Caturra Vermelho CCC135-36, utilizando a ferramenta Basic Local Alignment Search Tool
(BLAST) (National Center for Biotechnology Information — NCBI, 2024). Essa etapa teve
como finalidade confirmar a especificidade dos primers no genoma e assegurar que cada
amplicon fosse unico, sem alinhamentos secundarios indesejados.

Os ensaios de HRM foram realizados conforme protocolo padronizado QIAGEN®© (Qiagen,
2009) e as diretrizes estabelecidas por Stomka et al. (2017). Para cada SNP alvo, foram
customizados dois ou trés conjuntos de primers, com posterior sele¢do do par mais eficiente
por testes in vitro. Os primers foram desenhados para gerar produtos de amplificacdo entre 132-
345 pb, com Tm aproximada de 60°C. As rea¢des de qPCR foram conduzidas em triplicata
técnica, em volume final de 10-25 pL, contendo 1-50 ng de DNA genomico, 1X HRM PCR
Master Mix QIAGENO, 0,7 uM de cada primer (forward e reverse). O perfil de amplificacao
consistiu em: ativacdo enzimadtica a 95°C por 5 minutos, seguida de 40 ciclos de desnaturacao
a 95°C por 10 segundos e anelamento/extensdo a 55°C por 30 segundos. A etapa de dissociagdo
foi realizada com gradiente de temperatura de 65°C a 95°C, com incremento de 0,1°C a cada 2
segundos. A amplificacdo e andlise dos dados foram efetuadas no termociclador Rotor-Gene QO
Series (QIAGEN, Alemanha).

Os marcadores V16099 e V1190, selecionados por seus elevados efeitos fenotipicos, foram
submetidos a metodologias complementares de genotipagem. Além do HRM, empregou-se a
genotipagem RNase H-dependent Amplification (rhAmp), baseada em PCR em tempo real
(qPCR), bem como métodos em gel de agarose, incluindo o Tetra-Primer Amplification
Refractory Mutation System (Tetra Primer ARMS) e Modified Tetra-Primer Amplification
Refractory Mutation System (MTPA). A aplicacdo estratégica de multiplas metodologias low-
throughput fundamentadas em principios distintos (fusdo térmica e tamanho de fragmento)
visou aumentar as probabilidades de desenvolvimento bem-sucedido de marcadores funcionais
e propor abordagens aos diferentes cenarios operacionais de um programa de melhoramento.

Os ensaios de genotipagem rhAmp foram realizados de acordo com o protocolo
padronizado IDT — Integrated DNA Technologies© e as diretrizes estabelecidas por (Dobosy
et al., (2011). Para cada SNP alvo, a empresa desenvolveu 10 conjuntos de primers, dos quais
foi selecionado o par mais eficiente para validacdo in vitro. A discriminagao alélica foi realizada
mediante deteccao dos fluordforos Yakima Yellow® (canal VIC, emissdao em 551 nm - regido

verde do espectro) e Fluorescein® (canal FAM, emissao em 517 nm - regido azul). Os alelos
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de referéncia foram marcados com o0 FAM e os alternativos com VIC. As reacdes continham 3-
10 ng de DNA gendmico, rhAmp Genotyping Master Mix (2X), rhAmp Reporter Mix (40X) e
Ensaio SNP ridmp (20X), em volume final de 10 pL. O perfil de amplificacdo consistiu em:
ativagdo enzimatica a 95°C por 10 minutos; seguida de 40 ciclos de desnatura¢do a 95°C por
10 segundos, anelamento 60°C por 30 segundos, extensao a 68°C por 20 segundos. A
amplificacdo e andlise dos dados foram efetuadas no termociclador 7500 Real-Time PCR
System (Thermo Fisher Scientific - EUA).

A genotipagem por Tetra-Primer ARMS foi realizada conforme o protocolo de Ye et al.,
(2001) com as adaptacdes propostas por Medrano & Oliveira (2014). Os primers foram
desenvolvidos utilizando o software especifico para Tetra-Primer ARMS (Ye et al., 2001). As
reagdes de PCR foram otimizadas em volume final de 25 pL, contendo 250 ng de DNA
gendmico, 1X tampao de reagdo, 3-4 mM de MgCl,, 400 uM de dNTPs, 0,12 uM de cada
primer (externo e interno) e 2,5 U/uL da enzima Taq DNA polimerase Platinum (Invitrogen,
Thermo Fisher Scientific). O programa de amplificagdo consistiu em: desnaturagdo inicial a
94°C por 5 minutos; 5 ciclos touchdown (desnaturacio a 94°C por 30 segundos, anelamento de
60°C a 55°C com redugdo de 1°C por ciclo por 30 s, extensdo a 72°C por 30 s); seguidos por
30 ciclos padrao (94°C por 30 s, 57°C por 30 s, 72°C por 40 s); e extensdo final a 72°C por 10
min. A separagdo dos produtos de PCR foi efetuada por eletroforese em gel de agarose 2,5% e
gel de poliacrilamida 6%, sob condi¢des de 70V, 300mA e 90W, permitindo a discriminacao
dos genoétipos mediante andlise do perfil de bandas.

A genotipagem por MTPA foi conduzida conforme protocolo estabelecido por Tanha et al.,
(2015), mantendo as diretrizes fundamentais do método ARMS (Ye et al., 2001) para otimizagao
das reagdes de PCR. O programa de amplificacao no termociclador consistiu em: desnaturagao
inicial a 94°C por 5 minutos; 30 ciclos de desnaturacdo a 94°C por 30 segundos, anelamento a
54-60°C por 30 segundos e extensdo a 72°C por 40 segundos; seguidos de extensao final a 72°C
por 10 minutos. Para andlise dos produtos, aliquotas de 5 uL de cada reagdo foram misturadas
com 2 uL de corante de carga e submetidas a eletroforese em gel de agarose a 2% e gel de

poliacrilamida 6%, sob condi¢des de 70 V, 300 mA e 90 W.

2.1.5 Modelagem Longitudinal da Altura das Plantas e Analise de Associa¢cio Genética

Para a analise da genotipagem da populagdo de testagem, os resultados foram submetidos a
Testes de Qui-Quadrado a 5% de significancia. A fenotipagem do crescimento das plantas da

populagdo de testagem ao longo dos seis anos de avaliagao (2018, 2020, 2021, 2022, 2023 ¢
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2024) foi modelada considerando o carater longitudinal dos dados. Isso permite capturar a
dindmica temporal do crescimento e discriminar a contribuicdo de efeitos genéticos e
ambientais em diferentes fases do desenvolvimento da planta perene, superando a limitagdo de
avaliagOes fenotipicas pontuais.

Modelos mistos com diferentes estruturas de covariancia residual foram testados. A
estrutura de covariancia dos residuos foi selecionada mediante comparacao de modelos pelo
Critério de Informagdo Bayesiano (BIC), testando-se as estruturas: Simetria Composta
(Uniforme), Exponencial, Exponencial Heterogénea, Antedependéncia de Primeira Ordem e
Nao Estruturada. A modelagem mista foi realizada utilizando o pacote ASReml-R v. 4.1

(Gilmour et al. 2015) conforme modelo a seguir:
y=XB+Za+Wi+g;

Onde y ¢ o vetor de dados fenotipicos tomados entre 2018 ¢ 2024; B ¢é o vetor de efeitos fixos

de anos; a ¢ o vetor aleatorio de gendtipos, a~N (0, I 05), em que I ¢ uma matriz identidade e
aé ¢ a variancia genotipica; i ¢ o vetor aleatorio da interagdo gendtipos x anos, i~N (0, 1 O'iz),
em que o7 ¢ a variancia da interacio genoétipos x anos; e £; € 0 vetor aleatorio dos residuos

modelado utilizando uma matriz uniforme, ou exponencial, ou exponencial heterogénea, ou de
antedependéncia de primeira ordem ou ndo-estruturada. As letras mailsculas representam as
matrizes de incidéncia para os efeitos referidos.

Os componentes de varidncia foram obtidos por meio do Restricted Maximum Likelihood
(REML) (Patterson & Thompson, 1971). Além disso, foram obtidas estimativas dos efeitos
fixos via Best Linear Unbiased Estimates (BLUEs) e predicdes de valores genéticos via Best
Linear Unbiased Predictions (BLUPs) (Henderson 1975; Thompson 1973). O teste de Wald
foi utilizado para verificar a significancia do efeito fixo de ano e o Likelihood Ratio Test (LRT)
foi utilizado para testar a significancia dos componentes de variancia. A associa¢do entre
marcadores e altura das plantas foi realizada pela anélise de marca simples (Single-Marker
Analysis), utilizando o pacote R/qtl (Broman et al., 2003).

Para caracterizar a regido gendmica compreendida entre os marcadores V16099 e V1190,
foram realizados o mapeamento e a anotacdo funcional de genes candidatos associados ao
controle da altura em C. arabica. A identificacdo dos genes foi efetuada mediante consulta ao
genoma de referéncia da espécie, disponivel na plataforma NCBI - National Center for

Biotechnology Information, (2025).
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2.2 Resultados
2.2.1 Desenvolvimento dos marcadores moleculares SNP para altura de cafeeiros

A analise dos SNPs obtidos por sequenciamento na populagdo de mapeamento (Sousa et
al., 2017) revelou que os genitores derivados de Hibrido de Timor (HdT) apresentaram
gendtipos associados ao porte alto, enquanto os genitores Catuai exibiram alelos favoraveis a
reducdo de altura (Tabela 2). Uma excec¢do foi o acesso HAT CIFC 832/2, que, por ser um
material geneticamente mais rustico e nao ter sido submetido a ciclos de autofecundagao,
manteve heterozigose em todos os locos analisados, embora também apresente fenotipo de
porte alto. Esse padrao refletiu-se na progénie H513-5 (UFV 2148-57 x CIFC 832/2), que
exibiu homozigose na maioria dos loci devido a segregagdo alélica especifica desse parental.
As demais progénies (Fi, F2 e retrocruzamentos) apresentaram segregacdo genotipica
compativel com a heranga mendeliana.

Para a obtencdo de marcadores SNP low-throughput associados a altura de plantas, as
sequéncias contendo os SNPs identificados para essa caracteristica via GWAS (Silva et al.,
2024) foram analisados no genoma de C. arabica cv Caturra disponivel no NCBI. Os
alinhamentos in silico revelaram alta similaridade entre os subgenomas C¢ e CF no cromossomo
6. As sequéncias do subgenoma C€ apresentaram identidade superior a 80% com a sequéncia
do subgenoma CE. Foram selecionados 16 SNPs exclusivos do subgenoma C¢, sendo eles
V16099, V1190, V40, V41, V42, V16293, V16294, V16295, V16296, V16476, V16479,
V16480, V16392, V16395, V15966 ¢ V15967. Foram desenvolvidos 16 marcadores HRM, 2
rhAmp, 4 Tetra-Primer ARMS, 2 MTPA e 2 para sequenciamento (Tabela 3).

A genotipagem HRM permitiu a discriminacao alélica eficiente nos marcadores: HRM-
V16099-2, HRM-V1190-3, HRM-V42-2, HRM-V16476-1 ¢ HRM-V15967.V15966-2. Estes
exibiram um padrdo codominante, com amplificagdo e curvas de melting/dissociagao
compativeis com os protocolos estabelecidos. Os marcadores projetados com amplicons
contendo multiplos SNPs (com exce¢ao de HRM-V15967.V15966-2) nao exibiu uma fase de
amplificagdo exponencial clara e apresentaram ruidos de leitura em ciclos tardios. Os dois
marcadores com amplicons mais complexos, contendo quatro SNPs (HRM-
V16293.V16294.V16295.V16296-1 e -2), mostraram evidéncias de formag¢do de dimeros
de primer nos ciclos iniciais, resultando em perfis de amplificacdo inconsistentes e perfis

de melting ndo interpretaveis.
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Tabela 2. Sequenciamento da populagdo de mapeamento utilizado para desenvolvimento e validagdo de marcadores HRM associados a altura em

cafeeiros.

SNPs C/T T/C T/A T/C T/ C C/T G/A A/G G/A T/C A/G A/G G/A C/T G/A CT

Alelo favoravel a redugdo de altura T C T T T T G A G T A A A T A T

[=a) =) o < wn \& \© (=) S o w \& o

[=2) & 1= - ~ (=2 (=) (=2} (=) o~ o~ ] (=) (=) \& \&

Genétipo Genealogia = = Ny Y N < < < < 3 3 3 N e @ @

> 7 S S

UFV 440-10 Genitor - Hibrido de Timor CIFC 4192B CT TT AA CC CC CC AA GG AA CC GG GG GG c€cCc GG cc
UFV 445-46 Genitor - Hibrido de Timor CIFC 4193C CT TT AA CC CC CC AA GG AA CC GG GG GG cc a6 cc
CIFC 832/2 Genitor - Hibrido de Timor CIFC 832/2 CT TC TA TC TC CT GA AG GA TC AG AG GA CTr GA (CT
UFV 2143-236  Genitor - Catuai amarelo IAC 30 TT CC TT TT TT TT GG AA GG TT AA AA AA TT AA TT
UFV 2148-57 Genitor - Catuai amarelo IAC 64 TT CC TT TT TT TT GG AA GG TT AA AA AA CT AA TT
UFV 2154-344  Genitor - Catuai amarelo IAC 86 TT CC TT TT TT TT GG AA GG TT AA AA AA CT AA TT
H419-1 Fi (UFV2143-235 x UFV445-46) CT TC TA TC TC CT GA AG GA TC AG AG GA CT GA CT
H419-10 Fi (UFV2143-235 x UFV445-46) CT TC TA TC TC CT GA AG GA TC AG AG GA CTr GA (CT
H513-5 Fi1 (UFV 2148-57 X CIFC 832/2) CT TC TT TT TT TT GG AA GG TT AA AA AA CT AA TT
H514-7 F1 (UFV 2154-344 x UFV 440-10) CT TC TA TC TC CT GA AG GA TC AG AG GA CTr GA C(CT
H514-8 Fi1 (UFV 2154-344 x UFV 440-10) CT TC TA TC TC CT GA AG GG TC AG AG GA CTr GA <(CT
11 Retrocruzamento de H419-1 x (UFV 445-46) CT TT AA CC CC CC AA GG AA CC GG GG GG c€cCc GG cc
34 Retrocruzamento de H514-8 x (UFV 440-10) CT TC TA TC TC CT GA AG GA TC AG AG GA CT GA CT
15 Retrocruzamento de H419-1 x (UFV 445-46) CT TC TA TC TC CT GA AG GA TC AG AG GA CT GA CT
13 Retrocruzamento de H419-1 x (UFV 445-46) TT TT AA CC CC CC AA GG AA CC GG GG GG c€cCc GG cc
91 Retrocruzamento de UFV 2148-57 x (H513-5) CT CC TT TT TT TT GG AA GG TT AA AA AA TT AA TT
22 Retrocruzamento de H419-1 x (UFV 2143-235) TT CC TT TT TT TT GG AA GG TT AA AA AA CT AA TT
10 4 F, de H514-8 CT TT AA CC CC CC AA GG AA CC GG GG GG cCc GG cc
10 1 F, de H514-8 CT TC TT TT TT CT GA AG GA TC AG AG GA CT GG cCc
13 1 F, de H513-5 CT CC TT TT TT TT GG AA GG TT AA AA AA CT AA TT

()]
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A genotipagem Tetra Primer ARMS permitiu o desenvolvimento dos marcadores
4P.ARMS-V16099-1 (leitura em agarose) e 4P.ARMS-V1190-1 (leitura em poliacrilamida).
Esta metodologia demonstrou dependéncia critica da qualidade do DNA, com amostras
contendo razao 260/230 inferior a 1,8 exibindo amplificacdo deficiente (bandas fracas ou
ausentes). As bandas controle (Outer Forward e Outer Reverse) apresentaram-se bem
definidas, enquanto as bandas alelo-especificas exibiram menor intensidade, requerendo analise
criteriosa, como ja descrito pela metodologia.

A genotipagem por thAmp mostrou-se ineficaz para a discriminagao alélica dos SNPs
V16099 e V1190. Na andlise de dispersao, todos os gendtipos (controles, genitores, Fi1 e F2)
agruparam-se proximos, indicando comportamento monomorfico. Os eletroferogramas
revelaram sinais elevados para o fluor6foro VIC (alelos alternativos: V16099-T e V1190-C) e
sinais proximos ao baseline para FAM (alelos de referéncia). Adicionalmente, observou-se alta
proporc¢ao de chamadas indeterminadas pela analise de Ct (Cycle threshold), com redugao da
amplificacdo em concentragdes mais elevadas de DNA.

A genotipagem por MTPA nao permitiu o desenvolvimento de marcadores para V16099,
mesmo com otimizag¢des de parametros. Para V1190, ambos os primers testados falharam na
validagdo, com distin¢do alélica limitada apenas as bandas de controle e ao alelo C em gel de
agarose. A analise em gel de poliacrilamida também nao permitiu discriminacdo genotipica

adequada.
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Tabela 3. Primers customizados para os SNPs do QTL associados a altura de cafeeiros para as genotipagens HRM, rhAmp, Tetra Primer ARMS, MTPA

e sequenciamento.

Genotipagem SNPs Primers Identificacio Forward (5’ - 3°)* Reverse (5° - 3%)* Amplicon
1 HRM-V16099-1 TCTTAGCTCGTGATAGTGATCGAAA ATCTCCGGGATGAAATTTAGGCTT 241
V16099 2 HRM-V16099-2 GATCGAAATCAAATCCATCCAAACT CGGGATGAAATTTAGGCTTTCAG 219
3 HRM-V16099-3 TCTTAGCTCGTGATAGTGATCGAAAT TCTCCGGGATGAAATTTAGGCTTT 240
4 HRM-V1190-1 CGTACTAATGATCTGGTTTGCTCAC TTTCGACTCCATTCAACTCTAACAC 246
V1190 5 HRM-V1190-2 TACTAATGATCTGGTTTGCTCACGA TTCGACTCCATTCAACTCTAACACG 243
6 HRM-V1190-3 TAATGATCTGGTTTGCTCACGAATG GTTTCGACTCCATTCAACTCTAACA 242
V40, V41, V42 7 HRM-V40.V41.V42-1 TCCGACACCTCGAAAGAGTT TAGGCTGTCTGGACCATTACC 192
HRM V42 8 HRM-V42-2 ACTCTTGTGTTGTAATCCAG TAGGCTGTCTGGACCATTACC 138
V16293, V16294, V16295, V16296 9 HRM-V16293.V16294.V16295.V16296-1 AGAGCTTCCCTTGAACTTGC AGTGTGAGAGCATTCTAACCTA 194

V16293, V16294, V16295, V16296

HRM-V16293.V16294.V16295.V16296-2

AGAGCTTCCCTTGAACTTGCAT

TTCTCGAAAGAGTTTATGTGGTTGA

323

V16476

V16476, V16479, V16480

HRM-V16476-1

HRM-V16476.V16479.V16480-2

GACAAGCAGCGACGACATTG

CAAGCAGCGACGACATTGAT

TTAGCCGTCCTCGTCACTTG

GCCATTGTCCGTCTCTACCA

95

205

V16395

V16392, V16395

HRM-V16395-1

HRM-V16392.V16395-2

TCAAGGGTACAAGTTCAGCCA

AGTGAAACAGTCGCTCGCTT

GGTCATTGGCACTTTTCTAGGG

GGTCATTGGCACTTTTCTAGGG

183

298

V15967

V15967, V15966

HRM- V15967-1

HRM- V15967.V15966-2

AGCTGCTACAGGATCAATCAACAT

CATTATGTAATTTGACACCAT

ATAGGGAGACGTAGCCAAGCAT

ATAGGGAGACGTAGCCAAGCAT

107

133

rhAmp

AATGCTAACCTGCAAATAAAATTCTAC

V16099 17 rthAmp-V16099 GGTTTGAGTTTACCAGGAACATAGC 185
GAATGCTAACCTGCAAATAAAATTCTAT
ACAGCCCTTCCTACCA

V1190 18 rthAmp-V1190 GCGACAAGGTTTAGGACACTTGG 135
ACAGCCCTTCCTACCG
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... continuagao

Genotipagem SNPs Primers Identificacdo Forward (5’ - 3°)* Reverse (5° - 3%)* Amplicon
Outer: GAGCATGTCTTAGCTCGTGATAGTG GCTTCCAAACATGTTATGTTCCTG 383
19 4P.ARMS-V16099-1
Inner: TGCTAACCTGCAAATAAAATTCTCTC GAAATTTAGGCTTTCAGCATGTTTAA 51
V16099
Outer: AGCATGTCTTAGCTCGTGATAGTGAT  GCTTCCAAACATGTTATGTTCCTG 382
20 4P.ARMS-V16099-2
Tetra Primer Inner: TGCTAACCTGCAAATAAAATTCTCTC GAAATTTAGGCTTTCAGCATGTTTAA 51
ARMS Outer: GGCATGAGCGTACTAATGATCTGGTTT ACAACATCGTACAGAAGTCCGTGTGA 353
21 4P.ARMS-V1190-1
Inner: AACGCTTTGACCGTGCCTCTG GTCGATCTCTACAGCCCTTCCTCCT 45
V1190
Outer: CTAATGATCTGGTTTGCTCACGAATGA ACAACATCGTACAGAAGTCCGTGTGA 341
22 4P.ARMS-V1190-2
Inner: AACGCTTTGACCGTGCCTCTG GTCGATCTCTACAGCCCTTCCTCCT 45
V16099 - -
Outer: TCTGGTTTGCTCACGAATGAGAGTT TCCGTGTGATTTTTTGGTTGTCGC 317
23 4P.MTPA-V1190-1
MTPA V119 Inner:ACGCTTTGACCGTGCCTCTG CGATCTCTACAGCCCTTCCTCCT 42

24

4P.MTPA-V1190-2

Outer: TTGAGTACGAGGCATGAGCGTAATA

Inner:AACGCTTTGACCGTGCCTCTG

CTGGCCCAACCTACAACATCGTCCA

GTCGATCTCTACAGCCCTTCCTCCT

375

45

* Nucleotideos sublinhados representam os SNPs.
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2.2.2 Genotipagem da populacio de testagem utilizando marcadores HRM e Tetra
Primer ARMS desenvolvidos para altura de plantas

Os marcadores desenvolvidos na populagdo de mapeamento (HRM-V16099-2, 4P. ARMS-
V16099-2, HRM-V1190-3, 4P.ARMS-V1190-1, HRM-V42-2, HRM-V16476-1 ¢ HRM-
V15967.V15966-2) foram analisados com a genotipagem da populacao de testagem.

2.2.2.1 Marcadores moleculares desenvolvidos para o SNP V16099

O marcador HRM-V16099-2 demonstrou um perfil codominante, com curvas de
dissociacdo diferenciadas para os gendtipos homozigotos (diferenca de 0,2 °C) e uma curva
distinta para os heterozigotos (Figura 3). A genotipagem da populacdo alcangou acuricia
superior a 85% na discriminagdo alélica, estimada pelo sofiware de andlise. O ponto de

dissociacdo (Tm) dos produtos de amplificacdo foi de 77,5 °C.

100

Figura 3: Perfil de dissociacdo e leitura do marcador molecular HRM -V16099-2. dF/dT:
derivada do negativo da taxa de mudanca no sinal de fluorescéncia (dF) por derivada do

aumento na temperatura (dT)
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Paralelamente, o marcador 4P.ARMS-V16099-1 foi desenvolvido exibindo um padrao
de heranca dominante. Neste sistema, os genétipos homozigotos CC sdo claramente
identificados, enquanto os genotipos TT e CT compartilham o mesmo padrao de bandas (Figura
4). Este fendomeno ¢ atribuido a uma incompatibilidade intencional (*-2 mismatch*) no terminal
3' do primer Inner, que privilegia a amplificacdo pelos primers Outer, resultando em bandas de

controle de alta intensidade e bandas alelo-especificas de menor intensidade.

taf Amarelo IAC 62

~Tupi IAC 5162
~ Catuai Vermelho IAC 144

CT — HAT UFV 441-04

IT ~ Controle alélico
CT - Conlrole alélico
T — HAT MG 0357

€T ~HdT CIFC 832/2

~ €C - Controlealélico

11
.§\|Ail|lll

——>» Alelo Controle: Outer Forward + Outer Reverse (383 pb)

300
——> Alelo T: Inner Forward + Outer Reverse (237 pb)

—
o —> Alelo C: Outer Forward + Inner Reverse (198 pb)

Figura 4: Perfil eletroforético do marcador molecular 4P.ARMS-V16099-1, em gel de agarose
2,5%.

Os dados de genotipagem por HRM e Tetra Primer ARMS confirmaram a constitui¢cdo
genotipica dos parentais: os genitores femininos oriundos de HdT sdo homozigotos TT, os
genitores do parental masculino sdo homozigotos CC, e a progénie F; ¢ heterozigota CT, com
a populacao F; exibindo segregacao mendeliana. De acordo com o estudo de GWAS, o alelo T
estd associado a reducdo da altura da planta, enquanto o alelo C correlaciona-se com o aumento

da estatura, corroborando com a genotipagem realizada e a fenotipagem descrita na literatura.

2.2.2.2 Marcadores moleculares desenvolvidos para o SNP V1190

O marcador HRM-V1190-3 foi selecionado para a andlise da populacao devido a sua maior
amplitude de leitura, com uma diferenga de 7m de 0,6 °C entre os homozigotos, permitindo

uma clara distingdo entre os trés gendtipos (Figura 5).
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Figura S: Perfil de dissociagcdo e leitura do marcador molecular HRM-V1190-3. dF/dT:
derivada do negativo da taxa de mudanca no sinal de fluorescéncia (dF) por derivada do

aumento na temperatura (dT).

Na técnica Tetra Primer ARMS, os sistemas de primers inicialmente produziram quatro
bandas monomorficas em gel de agarose. No entanto, o marcador 4P.ARMS-V1190-1 permitiu
a distingdo entre homozigotos e heterozigotos quando analisado em gel de poliacrilamida
(Figura 6). Neste sistema, os alelos especificos sao diferenciados por uma diferenca de 55 pb,

visualizando-se na posicao de 600 pb no gel.

Alelo Controle: Outer Forward + Outer Reverse (353 pb)

Alelo T: Inner Forward + Outer Reverse (227 pb)
Alelo C: Outer Forward + Inner Reverse (172 pb)

Alelo Controle

Alelo T
Alelo C

Figura 6: Perfil eletroforético do marcador molecular 4P.ARMS-V1190. (A) Bandas de
amplificacio monomorficas em gel de agarose. (B) Polimorfismo dos alelos de forma

codominante em gel de poliacrilamida.
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Ambas as metodologias de genotipagem (HRM e Tetra Primer ARMS) confirmaram a
constitui¢do genotipica esperada: o genitor de porte alto como homozigoto TT e o genitor de
porte baixo como homozigoto CC. Estes resultados validam as associacdes identificadas pelo

estudo de GWAS, nas quais o alelo C se mostrou favoravel a redugao da altura das plantas.

2.2.2.3 Marcador molecular desenvolvido para o SNP V42

O marcador HRM-V42-2 apresentou padrao codominante com diferenca de temperatura de
dissociacdo de 0,5 °C entre os homozigotos, permitindo distingdo clara dos trés gendtipos na
faixa de fluorescéncia de 15 a 80 unidades (Figura 7). O genitor de porte alto apresentou
genotipo CC (Tm = 77,4 °C), enquanto o de porte baixo mostrou gendtipo TT (Tm = 78,2 °C),
validando a associagdo identificada pelo GWAS de que o alelo T esta associado a reducdo da

altura das plantas para este locus.

Normalized FlLorescence

20

g 756 758 760 762 764 766 768 70 772 774 776 778 780 782 74 TB6 78E TR0 792 794 796 798 GO0 802
°C

Figura 7: Perfil de dissociagdo HRM do marcador molecular V42-2 com SNPs T/C. dF/dT:
derivada do negativo da taxa de mudanca no sinal de fluorescéncia (dF) por derivada do

aumento na temperatura (dT)

2.2.2.4 Marcador molecular desenvolvido para o SNP V16476

Para os SNPs V16476, o marcador HRM-V16476-1 demonstrou diferenca de dissociacao
de 0,3 °C entre homozigotos, com leitura na faixa de 79,8 a 80,8 °C e fluorescéncia entre 60-
70 unidades (Figura 8). O genitor alto apresentou genotipo CC (Tm = 81,2 °C) e o baixo,

gendtipo TT (Tm = 80,8 °C), confirmando que o alelo T contribui para a redu¢do neste SNP.
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Figura 8: Perfil de dissociagdo HRM do marcador molecular HRM-V16476-1 com SNPs T/C.

dF/dT: derivada do negativo da taxa de mudanca no sinal de fluorescéncia (dF) por derivada do

aumento na temperatura (dT)

2.2.2.5 Marcador molecular desenvolvido para os SNPs V15967 e V15966

O marcador HRM-V15967.V15966-2 foi desenvolvido com dois SNPs estratégicos: um no
primer forward e outro na regido central do amplicon. A analise revelou diferenca de 0,4 °C
entre homozigotos, porém os heterozigotos diferiram em apenas 0,1 °C do homozigoto AA,

resultando em faixas estreitas de leitura (75,9-76,2 °C; fluorescéncia 70-76) (Figura 9).

2

Figura 9: Perfil de dissociagdo HRM do marcador molecular HRM- V15967.V15966-2 com

SNPs C/T e G/A, respectivamente. dF/dT: derivada do negativo da taxa de mudancga no sinal

de fluorescéncia (dF) por derivada do aumento na temperatura (dT)

A analise genotipica validou as associacOes previamente identificadas pelo GWAS: o
genitor de porte alto apresentou hapldtipo CC/GG (V15967/V15966; Tm = 77,5 °C), enquanto
o genitor de porte baixo exibiu hapldtipo TT/AA (Tm = 77,1 °C), confirmando que os alelos T
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(V15967) e A (V15966) estao associados a reducdo da altura das plantas. No entanto, as
diferengas térmicas reduzidas entre gendtipos GA/CC e AA/TT (0,1°C) comprometem a
confiabilidade da discriminacao alélica, conforme documentado na literatura para sistemas
HRM com baixa variagcdo de 7m. Diante desta limitagdo técnica, o marcador HRM-

V15967.V15966-2 foi excluido das analises subsequentes na populagdo de testagem.

2.2.3 Analise da segregacio dos marcadores desenvolvidos

A genotipagem da populagdo de testagem com os marcadores desenvolvidos para os SNPs
V16099 (HRM-V16099-2 e 4P.ARMS-V16099-1), V1190 (HRM-V1190-3 ¢ 4P.ARMS-
V1190-1), V42 (HRM-V42-2) e V16476 (HRM-V16476-1) apresentou padrdes de segregacao
codominantes consistentes como o esperado, conforme confirmado pelo teste de Qui-quadrado
(Tabela 4). Para um grau de liberdade igual a 2, a hipdtese de segregacao 1:2:1 foi aceita para
todos os marcadores (p > 0,05), com probabilidades variando entre 56% e 99%. As analises
confirmaram os genoétipos parentais dominantes para TT e CC, e segregagdo mendeliana
esperada na populacdo F>. As testemunhas apresentaram genétipos condizentes com os

esperados para porte baixo.

Tabela 4: Analise de segregagao dos marcadores desenvolvidos para os SNPs V16099, V1190,
V41 e V16476 por meio do teste de qui-quadrado (y?).

Genealogia V16099 V1190 V41 V16476

Testemunha Paraiso MG H419-1 TT TT CC CC
Testemunha Catuai Vermelho IAC 144 CcC CcC TT TT
Progenitor Feminino HT UFV 441-04 TT TT CC CC
Progenitor Masculino Tupi IAC 1669-33 CcC CcC TT TT
Genitor Feminino HT MG 0357 TT TT CcC CC
Genitor Masculino Tupi Amarelo IAC 5162 CcC CC TT TT
C12 P8 B20 E5 CT CT CT CT

" C12 P22 B20 E5 CT CT CT CT

F2

31 gendtipos - TT
36 gendtipos - CC

75 gendtipos - CT

31 gendtipos - TT
34 gendtipos- CC

77 gendtipos - CT

37 gendtipos - TT
30 gendtipos- CC

75 gendtipos - CT

43 genoétipos - TT
40 gendtipos - CC

77 gendtipos- CT

Teste 32"

X2 calculado 0,80

Grau de
Liberdade 2
Probabilidade
66,94%

X2 calculado 1,14

Grau de
Liberdade 2
Probabilidade
56,53%

X2 calculado 1,14

Grau de
Liberdade 2
Probabilidade
56,53%

X2 calculado 0,58

Grau de
Liberdade 2
Probabilidade
74,92%

* % a 5% de significancia.
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2.2.4 Modelagem longitudinal da altura de plantas da populacio de testagem

Para a analise fenotipica da populagdo de testagem (F2) considerando modelagem
longitudinal, o modelo que melhor descreveu os dados foi o Modelo de Antedependéncia de
Ordem 1, selecionado por apresentar o menor valor de BIC entre os modelos avaliados (Tabela
5). Os modelos Uniforme, Exponencial heterogéneo e Nao estruturado, ndo convergiram as
matrizes de dados, portanto os resultados de BIC ndo puderam ser calculados. O efeito fixo Ano
foi significativo, indicando a existéncia de varia¢ao entre as médias de altura da populagao nos
diferentes anos.

O teste de razdo de verossimilhan¢a (LRT) foi significativo a 1% para o componente de
variancia de genotipos considerando o modelo adotado (p-value = 1.657e-10 ***). De forma
geral, verificou-se que a maioria dos genotipos apresentou incremento progressivo nos valores
genéticos preditos ao longo dos anos, compativel com o padrdo bioldgico de crescimento da
planta (Figura 10). Observou-se um aumento acumulado de altura de aproximadamente 57%
para a testemunha 1, 61% para a testemunha 2 e 54% para F>. A altura média das plantas

apresentou um incremento de 45% no periodo de 2018 a 2024.

Tabela 5: Modelagem longitudinal da altura de plantas da populagdo de validagao.

Modelos BIC

Uniforme -

Exponencial 5430.66

Exponencial Heterogéneo -

Antedependéncia de Ordem 1 5345.29

Nao Estruturado -

Teste Wald GL Wald Pr (Chisq)

Ano 5 2042.5 <2.2e-16 ***
Anos avaliados Estimativa (cm) Erro Padrao (cm)

2018 86.34 1.43
2020 139.38 1.89
2021 147.23 2.16
2022 163.10 2.44
2023 179.84 3.00
2024 189.83 3.09

GL: Graus de Liberdade; Probabilidade (Pr) sob a distribui¢ao Qui-quadrado (Chisq).
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Figura 10: Valores genéticos preditos (BLUP) para a progénie segregante ao longo das

avaliagdes fenotipicas em centimetros.

2.2.5 Associacao fenotipica e genotipica dos marcadores moleculares validados

A andlise de distribuigdo fenotipica por gendtipo (PxG) mostrou acentuada sobreposi¢ao
entre os genotipos para todos os marcadores, indicando auséncia de diferengas fenotipicas
consistentes entre os alelos ao longo dos anos (Figura 11). Complementarmente, a analise de
marcador individual resultou em valores de LOD entre 0,03 e 1,66, abaixo do limiar de
significancia estabelecido (LOD > 3) (Tabela 6). Estes resultados indicam que, embora o
desenvolvimento dos marcadores V16099, V1190, V42 e V16476 tenha sido bem-sucedido na
populacao de mapeamento, a analise de associagao fendtipo-genotipo na populagido de testagem

ndo revelou efeitos significativos desses marcadores sobre a altura das plantas.
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Figura 11: Distribui¢do fenotipica do incremento de crescimento da altura das plantas (em

centimetros), por genotipo, para os marcadores V16099, V1190, V42 ¢ V16476, ao longo dos

anos avaliados.
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Tabela 6: Analises de Marcador Individual por regressdo com valores de LOD dos marcadores

V16099, V1190, V42 e V16476 individualizado por ano e crescimento.

Marcador Posicio 2018 2020 2021 2022 2023 2024 Crescimento
V16099 0.00 0.32 0.17 0.21 0.16 0.15 0.23 0.19
V1190 518.08 0.15 0.39 0.27 0.18 0.15 0.36 0.15
V42 1036.16 0.46 0.32 0.24 0.85 0.06 0.06 0.74
V16476 1045.06 0.90 0.04 0.15 0.62 0.08 0.42 0.75

2.2.6 Analise descritiva das médias fenotipicas em relacio aos marcadores moleculares
validados para a altura de plantas

Considerando os efeitos estimados pelo estudo de GWAS - reducdo de 19,56% para o alelo
Tem V16099 e 21,21% para o alelo C em V1190 (Silva et al., 2024) - esta populag@o apresentou
reducdes médias de 2,6% para genotipos TT (V16099) e 3,1% para CC (V1190) (Tabela 7). A
distribuicdo genotipica na populagdo de testagem revelou predominancia de heterozigotos
duplos (CTCT; n=60), seguidos por homozigotos CCCC (n=26) e TTTT (n=23). Notavelmente,
ndo foram identificados individuos duplo homozigotos (TTCC) na populacdo. As menores
médias de altura em todos os anos foram observadas nas combinagdes TT (V16099) + CT
(V1190) e CT (V16099) + CC (V1190). Em 2024, os gen6tipos TTCT e CTCC apresentaram
alturas 9,5% e 6,5% inferiores a média geral, respectivamente. Estes resultados sugerem que a
combinagdo de alelos homozigotos favoraveis a redugdo (TT-V16099 e CC-V1190) com
heterozigotos (CT-V16099 e CT-V1190) resulta em plantas de menor porte, considerando
somente esses SNPs. As maiores alturas foram registradas em geno6tipos CC (V16099) + CT
(V1190), que superaram a média geral em 9,4% (2021), 7,7% (2022), 9,3% (2023) ¢ 5,1%
(2024).

A associagdo entre V16099 e V15967.V15966 nos haplotipos TTCT e CTTT promoveu
redu¢do de altura superior a 3 cm em relacdo a média da populagdo de testagem. Extrapolando
esses padroes, deduz-se que as combinagdes homozigéticas TTTT (para reducao de altura) e
CCCC (para aumento de altura) representariam os extremos fenotipicos ideais. Contudo, estes
gendtipos ndo foram detectados na populagdo de testagem. Os marcadores V42-2 e
V15967.V15966 apresentaram efeitos tedricos sobre a altura das plantas de aproximadamente
8%, conforme indicado pelo GWAS; e na populacao de validacao, a analise das médias revelou
baixas diferencas (~1 cm) entre os genotipos homozigotos dominantes.

Foram realizadas andlises considerando as médias dos BLUPs em 20% da progénie F-

classificados como de maior ¢ de menor altura. No entanto, ndo foram observadas diferengas
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que associassem os genotipos identificados aos fendtipos de altura de plantas, o que evidencia

o forte efeito ambiental na expressdo da caracteristica.

Tabela 7: Associagdao da genotipagem dos marcadores validados (HRM-V16099-2, HRM-
V1190-3, HRM-V42-2 e HRM-V16476-1) com as médias fenotipicas da altura da populagao

cafeeira em centimetros.

V16099 V1190 V42 V15967.V15966 N° 2018 2020 2021 2022 2023 2024 Médias

TT 31 86.53 139.61 143.45 158.87 177.42 185.48 148.56
CT 72 86.67 140.17 149.10 164.21 180.19 190.42 151.79
CC 32 9037 138.16 147.06 164.81 18131 192.81 152.42
TT 31 87.40 143.10 147.90 162.55 182.42 193.06 152.74
CT 74 86.90 139.32 148.92 164.57 180.26 188.72 151.45
CC 30 89.00 136.50 142.77 160.17 176.07 189.33 148.97
TT 34 8859 136.29 144.26 161.15 179.29 191.03 150.10
CT 71 88.30 140.69 148.63 164.73 179.01 187.54 151.48
CC 30 84.50 140.60 147.67 161.57 182.33 194.00 151.78
TT 31 90.77 139.52 147.68 147.68 180.39 193.23 149.88
CT 72 88.02 139.32 147.71 163.68 179.01 187.57 150.88
CC 32 83.56 140.16 146.09 160.81 181.09 191.72 150.57
Médias gerais 135 87,44 139,56 147,32 163,13 179,82 189,85

2.2.7 Identificacio de genes e anotaciio funcional da regido génica entre V16099 e V1190

Naregido genomica delimitada pelos marcadores V16099 e V1190, marcadores de maiores
efeitos no estudo de Silva et al. (2024), foram identificados 225 genes, dos quais mais de 75%
codificam proteinas conservadas como ortdlogos em outras espécies. Deste total, 16 genes
apresentaram duplicacdo e dois genes em triplicagdo, com fungdes atribuidas a processos como
regulacao do ciclo celular, reparo de DNA e catabolismo proteico. Aproximadamente 31% dos
genes codificantes permanecem ndo caracterizados, representando candidatos potenciais para
envolvimento nos mecanismos de controle da altura da planta.

Para andlise funcional direcionada, foram selecionados 13 genes associados a familias
génicas envolvidas em morfogénese e controle hormonal com potencial regulagao da altura
(Tabela 8). Entre estes, destacam-se genes relacionados a sinalizagdo de auxina, acido
jasmoOnico e 4cido salicilico. Adicionalmente, os pseudogenes LOC113694124 e

LOC113693263 mostraram associagdo a vias regulatorias do ciclo de divisdo celular.
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Tabela 8: Anotagdo funcional de genes com potencial envolvimento na expressao e regulagao

da altura de plantas na regido entre os marcadores moleculares para V16099 e V1190.

Gene Descricao Funcao
S Permite a atividade do transportador transmembrana de
Bidirectional sugar , . . .
LOC113693172 . acucar. Envolvido no transporte de carboidratos. Localizado
transporter SWEET7b-like .
na membrana (Ji et al., 2022).
Protein enhanced Envolvido na regulagdo da resposta de defesa as bactérias e ao
LOC113693177 pseudomonas susceptibilty — acido jasmonico. Atua no processo biossintético do acido
1-like salicilico (LI et al., 2023).
Super expressdo de Fator de Alcalinizagdo Rapida (RALF)
LOC113693179 Protein RALF-like 27 inibem o alongamento da raiz e sensibilidade aumentada ao
estresse salino (Sharma et al., 2016).
Anaphase-promotin Envolvido em varios aspectos do desenvolvimento,
LOC113694124 P P . g controlando a divisdo e o alongamento celular (Xu et al.,
complex subunit 8-like
2019).
Envolvido em processo catabolico de proteina dependente de
LOC113693567 Polyubiquitin modificacio .e ubiqui'Finaﬁzﬁo ~de proteinfi. Desemp.enha um
papel essencial na sinalizacdo de auxina. Localizado no
citoplasma e ntcleo (Doroodian & Hua, 2021).
S £ i Habilita atividade endopeptidase do tipo cisteina. Envolvida
enescence specific cysteine . . .
LOC113693205 rotease SA é) 39.like 4 na proteolise e no processo catabolico de proteinas. Localizada
P no espago extracelular e no lisossomo (WANG et al., 2022).
Abscisic acid-insensitive S Habilita a atividade do fator de transcri¢do de ligagdo ao DNA.
LOC113691287 like protein 2 Envolvido na regulagdo positiva da transcricdo modelada do
P DNA. Localizado no nucleo (MARQUES et al., 2024).
Céadmio, elemento ndo essencial que reduz as taxas de
Protein plant cadmium germinacdo das sementes e causa deficiéncias nutricionais e
LOC113691881 i p ) estresse oxidativo nas plantas, o que pode levar ao retardo do
resistance 10-like . , X
crescimento e até mesmo a morte das plantas (GUAN et al.,
2023).
Heavy metal associated Permite a ligagdo de ions metalicos, como ferro, manganés
LOC113693234 i lated plant protei ’ ’ ’
f;’li.riny AeC PRt Protell 1 agnésio, zinco. (BARR; WERNER; TILSNER, 2023).
-like
Probable Ivsonhospholinase Envolvido no desenvolvimento da cuticula e morfogénese.
LOC113692013 YSOPROSPROTPASE g elaces diretas com 4cido abscisico (JAKOBSON et .,
bodyguard 4
2016).
Myb-related protein 306- . .
LOC113691904 1ikye related profen Envolvido na resposta a auxina (MARQUES e al., 2024).
Plant intracellular Ras- Permite a ligagdo as proteinas. Modula a morfogénese celular
LOC113691882 group-related LRR protein ~ regulando a formagio ¢ montagem da parede celular e/ou a
6-like polarizagdo do crescimento (T.G. Ajith & Shah, 2024).
Cell divisi | toi Atua antes ou durante a divisdo celular, regulagdo negativa da
ell division cycle protein . .
LOC113693263 yelep resposta de defesa, germinagdo do pdlen, crescimento do tubo

48 homolog pseudogene

polinico, desestabilizagio de proteinas (INES et al., 2024).
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2.4 Discussao

O presente estudo estabeleceu uma base metodologica para a genotipagem de SNPs
associados a altura em C. arabica por meio do desenvolvimento de marcadores SNP low-
throughput usando as técnicas HRM (HRM-V16099-2, HRM-V1190-3, HRM-V42-2 e HRM-
V16476-1) e Tetra-Primer ARMS (4P.ARMS-V16099-1 ¢ 4P.ARMS-V1190-1). Estes
marcadores representam um avango para a implementacao de selegdo assistida em programas
de melhoramento, permitindo a discriminagao precoce de alelos associados a porte alto ou baixo
de forma acessivel e confiavel.

Dos 49 marcadores SNP identificados por Silva et al. (2024), 16 atenderam aos critérios
para customizacdo de primers, e destes, seis resultaram em marcadores SNP low-throughput.
Foram utilizadas diferentes metodologias de genotipagem para os SNP-alvos de maior efeito
no GWAS (V16099 e V1190), o que foi estratégico para aumentar a probabilidade de sucesso
na conversdo de marcadores tedricos (identificados por GWAS) em marcadores para selecao
assistida. Estas abordagens diversificadas também proporcionam diferentes modos de deteccao,
aumentando a aplicabilidade dos marcadores em programas de selegdo assistida com diferentes
investimentos tecnoldgicos (Zargar et al., 2016).

A genotipagem HRM demonstrou elevada eficiéncia, sensibilidade e escalabilidade,
apresentando perfis de dissociag@o reprodutiveis e compativeis com estudos anteriores em café
(Bolivar-Gonzalez et al., 2022; Combes et al., 2018; Gatica-Arias et al., 2023). Sua capacidade
de multiplex em tempo real e o fato de ndo requerer sondas fluorogénicas tornam essa
abordagem ideal para triagem inicial de grandes popula¢des em plataformas de qPCR.

Por sua vez, a genotipagem por Tetra-Primer ARMS, embora enfrente desafios na
confeccdo simultanea de quatro primers com parametros distintos em uma mesma reacao de
tubo fechado (Medrano & Oliveira, 2014), mostrou-se uma alternativa viavel de baixo custo e
visualizacdo direta em géis de agarose (Schincariol, 2011). Em contraste, as metodologias
rhAmp e MTPA nao produziram resultados satisfatorios para os SNPs-alvo (V16099 e V1190),
possivelmente devido a particularidades das técnicas e das regides flanqueadoras.

A disponibilizacdo desses marcadores low-throughput customizados representa uma
alternativa estratégica as abordagens high-throughput, como SNP arrays e GBS. Embora essas
tecnologias sejam eficazes para estudos de descoberta em larga escala (GWS, GWAS e
mapeamento de QTL), demandam consideraveis investimentos financeiros e infraestrutura
especializada (Arcanjo et al., 2024; Singh et al., 2022; Uffelmann et al., 2021). Em programas

de melhoramento que empregam a selecdo assistida por marcadores para caracteristicas
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especificas, marcadores low-throughput proporcionam custos substancialmente menores, maior
acessibilidade técnica e aplicacdo direcionada. Esses atributos tornam esse tipo de marcador
especialmente util para populacdes grandes, selecao de genotipos para avanco de geracao e na
identificacdao de piramidacao de alelos. Nesses contextos, a necessidade de alta escalabilidade
tipica das plataformas de sequenciamento ¢ substituida pela prioridade em precisdo,
confiabilidade e custo-efetividade da genotipagem (Grover & Sharma, 2016; Sahoo et al., 2025;
Zargar et al., 2016).

Os marcadores desenvolvidos na populagdo de mapeamento foram aplicados a uma outra
populacdo em melhoramento, aqui denominada populagdo de testagem, com o objetivo de
avaliar sua eficiéncia discriminatoria em populacdo geneticamente distinta. Nessa populagao
de testagem observou-se a discriminacdo alélica clara e a determinacdo dos gendtipos,
confirmando a capacidade dos marcadores diferenciar os alelos de interesse mesmo em um
novo contexto gendmico.

Para investigar a associacdo entre marcadores e a altura das plantas na populagdo de
testagem foi realizada analise de marca simples. Os efeitos detectados foram inferiores aos
observados na populagdo original e ndo reproduziram os efeitos significativos previamente
reportados por Silva et al. (2024). Essa auséncia de replicagdo e os testes estatisticos
empregados para os dados fenotipico sugerem que a populagdo de testagem ndo apresenta
contraste fenotipico suficiente para revelar a contribuicdo real dos marcadores. Tal resultado
estd alinhado a natureza complexa e poligénica da altura de plantas, com forte influéncia
ambiental e interacdo entre multiplos genes de pequeno efeito (Busov et al., 2008; Wang et al.,
2017; Salgotra & Stewart Jr., 2020).

Além do pouco contraste da caracteristica na populacgao, essa divergéncia pode ser atribuida,
em parte, as diferencas entre a populacdo de testagem (Hibrido de Timor x Tupi Amarelo) e a
populacdo do estudo GWAS original (Catuai x Hibrido de Timor). A mudanca de background
genético altera padroes de desequilibrio de ligagdo e epistasia, modificando a expressao dos
alelos favoraveis. Além disso, os genitores do cruzamento de testagem pertencem a grupos
genéticos distintos, porém com distncia genética moderada (Medeiros et al., 2021), o que pode
ter contribuido para recombinagdes que diluiram ou alteraram os efeitos epistaticos
originalmente observados.

Também reforga essa divergéncia a ancestralidade do Tupi Amarelo, portador dos loco Ct
(Caturra) e de fatores genéticos de Villa Sarchi relacionados ao porte reduzido (Carvalho et al.,

1984a; Carvalho & Monaco, 1972). Interagdes epistaticas de tipo duplo dominante, sugeridas
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na literatura, podem ter sido atenuadas ao longo de sucessivas geracdes de melhoramento,
resultando em menor expressao fenotipica do porte reduzido mesmo na presenca de alelos
teoricamente favoraveis (Carvalho et al., 1984b). De maneira semelhante, linhagens Catuai
Vermelho e Amarelo tendem a ser mais altas que as descendéncias de Caturra Vermelho x HAT
e Villa Sarchi x HdT, apesar de compartilharem o mesmo alelo Ct que confere porte reduzido
as plantas ((Carvalho et al., 1984a; Silvarolla et al., 1997), refor¢ando a importancia desse
cenario genético na modulacao da altura de plantas.

O GWAS estimou em aproximadamente 20% a contribuicdo dos SNPs V16099 e V1190
para a redu¢do da altura em cafeeiros (SILVA et al., 2024). Considerando a analise descritiva
por médias da F», revelou-se que genodtipos homozigotos favoraveis proporcionaram reducgao
média de 3% na altura (Tabela 6). Quando considerados em conjunto, arranjos genotipicos que
combinam homozigotos favoraveis (TT - V16099 e CC - V1190) com heterozigotos (CT -
V16099 e CT - V1190) resultaram em redugdes de aproximadamente 11% na altura das plantas.
A proximidade fisica desses marcadores no QTL (cerca de 9 Mb), associada as distribui¢des
genotipicas observadas, sugere possivel ligacdo génica entre estes locos. Embora, a
confirmacao desta hipdtese requer investigacdes adicionais em outras estruturas populacionais.

Do ponto de vista funcional, a regido entre V16099 ¢ V1190 contém genes envolvidos em
sinalizagdo hormonal, incluindo auxina, acido jasmoénico e acido salicilico, que sdo essenciais
para o desenvolvimento das plantas e, consequentemente, na expressao do fenotipo altura
(Doroodian & Hua, 2021; Guan et al., 2023; Sharma et al., 2016; C. Wang et al., 2022). Além
disso, os marcadores HRM-V15967.V15966-2 ¢ HRM-V42-2 localizam-se em genes com
fungdes biologicas relevantes - uma histidina-tRNA ligase organelar e uma proteina-quinase do
tipo receptor rico em leucina, respectivamente - representando alvos promissores para estudos
de associa¢do (NCBI - National Center for Biotechnology Information, 2025).

As andlises in silico revelaram-se fundamentais considerando a elevada similaridade entre
os subgenomas de C. arabica, onde a homologia sequencial pode levar a amplificagdo nao
especifica por pareamento inespecifico de primers (Guyot et al., 2020; Scalabrin et al., 2020,
2024). Embora regides génicas conservadas representem sitios preferenciais para o
desenvolvimento de marcadores funcionais devido a sua estabilidade evolutiva, polimorfismos
em regides nao codificantes apresentam igual relevancia para aplicagcdes em melhoramento
genético. A eficacia de um marcador molecular ¢ determinada primordialmente por sua
capacidade de detectar variagdes genéticas entre individuos, e ndo por sua localiza¢do gendomica

(Hasan et al., 2021; Park et al., 2025; Salgotra & Stewart Jr, 2020).
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Em programas de melhoramento, a selecdo demonstra maior eficiéncia em estagios iniciais
como F2, nos quais existe altas taxas de segrega¢ao e diversidade alélica. A conversao dos SNPs
identificados em marcadores diagnosticos viabiliza a selecdo precoce baseada em gendtipo,
reduzindo significativamente o tempo necessario para identificacao de linhagens superiores e

maximizando o ganho por unidade de tempo (Salgotra & Stewart Jr, 2020).

2.5 Conclusao

Foram desenvolvidos e validados seis marcadores moleculares low-throughput (HRM-
V16099-2, 4P.ARMS-V16099-1, HRM-V1190-3, 4P.ARMS-V1190-1, HRM-V42-2 ¢ HRM-
V16476-1) para quatro SNPs pertencentes ao QTL associado a altura, localizado no
cromossomo 6 de Coffea arabica (V16099, V1190, V16476 ¢ V42). Esses marcadores
demonstraram potencial para aplicagdo em selecdo assistida, sobretudo em abordagens que
considerem multiplos locos de forma integrada.

A analise de associacdo de marca simples em populagao diferente da que o marcador foi
identificado e desenvolvido ndo evidenciou efeitos significativos isolados sobre a altura. Esses
resultados sugerem que a expressdo fenotipica do QTL pode ser modulada pelo background
genético populacional, possivelmente mediada por alteracdes no desequilibrio de ligacdo ou
por interagdes epistaticas. Esses dados reforcam o carater quantitativo e de arquitetura genética
complexa da altura em café arabica.

A regidao gendmica de aproximadamente 9 Mb entre os marcadores V16099 e V1190
revelou a presenca de genes candidatos envolvidos em morfogénese e vias hormonais,
sugerindo uma regulacdo em rede. Paralelamente, a alta influéncia ambiental observada
corrobora que a altura ¢ governada por multiplos genes de efeito menor, sensiveis a interagao
com o ambiente.

A conversdao desses SNPs em ferramentas de selecdo assistida representa uma estratégia
viavel para acelerar o desenvolvimento de cultivares com porte definido. No entanto, sua
aplicacdo deve considerar a validagao prévia em diferentes contextos genéticos e a integragao
com dados fenotipicos multiambientes. Dessa forma, este estudo oferece tanto ferramentas
moleculares aplicaveis quanto um aprofundamento da compreensao da base genética da altura,

contribuindo para o melhoramento direcionado da arquitetura da planta em C. arabica.
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