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RESUMO: A ferrugem alaranjada causada pelo fungo biotréficoHimeleiavastatrix é uma das principais enfermidades
do cafeeiro, causando queda precoce das folhas o que leva a diminuicdo e prejuizos na producdo. O melhoramento
genético de cafeeiros visando a obtencdo de cultivares resistentes é lento e a utlizacdo de marcadores moleculares
relacionados a resisténcia pode acelerar esse processo. O objetivo do presente estudo foi detectar a presenca de dois
marcadores (M19 e M20)que flanqueiam o gene de resisténcia a ferrugem (raga 1) em uma populagdo originada de
Hibrido de Timor, em 47 genotipos de cafeeiro advindos do cruzamento entre C. arabica cv. Bourbon Vermelho e C.
canephora cv. Robusta enviadas pelo Instituto Agrondémico de Campinas (IAC).Trinta das 47 amostras apresentaram
amplificagdo do marcador M19.Para o marcador M20, das 47 amostras, 41 amplificaram a banda especifica e todas as
amostras apresentaram algum tipo de banda, ndo especificas para a regido.De todas as amostras, apenas 3 amostras (25,
44 e 45) ndo apresentaram banda para ambos 0s marcadores. Asamostras 6, 7, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 23, 24, 33, 34, 35,
43 ndo apresentaram o amplicon para o marcador M19 e as amostras 16, 19 e 26 ndo apresentaram amplicon para o
marcador M20.Infelizmente, ndo foi possivel correlacionar o resultado genotipico com a avaliacdo fenotipica de
resisténcia a ferrugem. Os resultados demonstram a importancia da caracterizacdoe mapeamentode novos genes para
resisténcia a ferrugem em cafeeiros em diferentes colecGes e populacées.
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VALIDATION OF MARKERS LINKED TO COFFEE RUST RESISTANCE
(Hemileiavastatrix)

ABSTRACT: The leaf rust caused by the fungus biotrophicHimeleiavastatrix is a major disease of coffee, causing
premature leaf fall which leads to decrease or loss of production. Genetic improvement of coffee in order to obtain
resistant cultivars can be lengthy is slow and demand molecular studies of resistance genes identification. The objective
of this study was to detect the presence of two markers (M19 and M20) flanking the rust resistance gene (class Il) in
47 coffee genotypes generated from the crossing of C. arabica cv. Bourbon Red and C. canephora cv. Robust at the
Agronomic Institute of Campinas (IAC) Thirty of the 47 samples showed amplification of the marker M19. For the
marker M20 41 amplified specific bands.Only three samples (25, 44 and 45) did not show band for both markers, being
probably susceptible to rust. Samples 6, 7, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 23, 24, 33, 34, 35, 43 showed no amplicon M19
marker and for the samples 16, 19, and 26 did not show amplicon for the M20 marker. Unfortunately, it was not
possible to correlate the genotypic results with the fenotypic evaluation for Rust resistance. The results demonstrate the
the importance of discover and map new genes for rust resistance in coffee, in different coffee populations or collection.
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INTRODUCAO

O café é umas das mais importantes commaoditiesagricolas e é responsavel por cerca de metade do total das exportagdes
de paisestropicais. A producdo de C. arabicadestaca-se em paises como Brasil e Colémbia com cerca de 50% da
producdo global. Além disso, o café possui importancia também em paises nao tropicais, visto que estes podem estar
envolvidos no processo de industrializacdo e comercializacdo do grdo (Mondegoet al., 2011).

A ferrugem alaranjada do café € a principal doengado cafeeiro, cujos danos causam queda precoce das folhas o que
reduz a producdo anual e podem levar a perdas de até 50% da producdo(Walleret al., 2007; Zambolimet al.,2009;
Capucho et al., 2013).

Dentre as formas alternativas de controle, destaca-se o cultivo de variedades resistentesque, no entanto,vem sendo
quebrada pelo surgimento de novas ragas, dificultando a obtencdo de cultivares com resisténcia completa e duravel.
Porém varios genes de resisténcia em um mesmo gendtipo dificultam esta quebra de resisténcia (Seraet al., 2010)
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Em espécies do género Coffea, onde as informagdes disponiveis sdo escassas em nivel molecular, a obtengdo de
marcadores ligados a principal doenca desta cultura pode auxiliar tanto os programas de melhoramento assistido, como
para o estabelecimento de estratégias de clonagem de genes de resisténcia a H. vastatrix (Diola, 2009).

MATERIAIS E METODOS

Foram utilizadas 47 genétipos de uma populacdo F2 obtidas a partir do cruzamento entre os parentais C. arabicacv.
Bourbon Vermelho e C. canephora cv. Robusta enviadas pelo Instituto Agronémico de Campinas (IAC). Esses
gendtipos vem sendo classificados, quanto sua resisténcia ou suscetibilidade, através de um teste visual no campo pelo
IAC. Também foi extraido DNA de um cafeeiro originado do Hibrido de Timor, 832-2 para utilizagdo de controle
positivo na PCR. O DNA gendmico foi isolado a partir de folhas pelo método descrito por Pereiraet al. (2009).
Aproximadamente 5g de folhas de café foram maceradas emnitrogénio liquido. Para 200mg do macerado, foram
adicionados 700uL do tampio de extracdo CTAB 2% (CTAB 2%; 100mMTris-HCI pH 7,5; 20mM de EDTA pH 8,0;
1,4M NaCl; 1% de PVP) com adicdo de 2% de B-mercaptoetanol, seguida de incubacdo a 65°C por 30 minutos. Ao
final deste periodo, as amostras foram resfriadas a temperatura ambiente e foram adicionados 600uL de cloroférmio-
alcool isoamilico (24:1). As amostrasforam invertidos gentilmente por 5 minutos para a obtengdo de uma emulsdo que,
posteriormente, foi centrifugada a 14000 rpm por 5 minutos. O sobrenadante foi transferido para um novo microtubo e
foram adicionados 400puL de isopropanol a -20° C. As amostras foram colocadas a -20° C por aproximadamente 15
minutos, para precipitacdo dos acidos nucléicos. Em seguida, as amostras foram centrifugadas a 7500 rpm durante 5
minutos. O pellet foi lavado por 2 vezes com 500uL de etanol 70% , ficando imerso por 5 a 10 minutos a cada vez e em
seguida lavado com 1000uL de etanol absoluto durante 3 minutos. O pellet foi secado e ressuspendido com 30uL de
&gua deionizada autoclavada. Apds a extracdo verificou-se qualidade do DNA através de um gel de agarose 1% e a
quantificagdo foi feita no NanoDrop 1000 (ThermoScientific). Foram adicionados 2ul. de RNAse A a amostra, a qual
foi incubada a 37°C por 1 hora. Através de nova anélise do gel de agarose, as amostrar foram diluidas para 100ng. pL!
Para a PCR foram testados oligonucleotideos iniciadores desenhados para genétipos com introgressdo de Hibrido de
Timor a partir de marcadores SCARs (SequenceCharacterizedAmplifiedRegions) que flanqueiam o l6cus de resisténcia
araca Il, de acordo com o trabalho de Diola (2009) (Tabela 1).

Tabela 1. Relagdo das marcas que originaram os marcadores SCARs mais proximos e flanqueando o loci de resisténcia

Marcador Sequéncia do primer Forward Sequéncia do primer Reverse Tamanho do
52>3 5’23’ amplicon (pb)
M19 EGTA/ETGA CAAGCCGATCATAACTTATC | TGGTGGAGAATTCCTTCAG 533
M20 ETGC/EACA CTGATACGGGCAATCTTATC | GTAGATCTGGAAGCTCTTC 459

A amplificacdo dos SCARs foi realizada de acordo com Paran&Michelmore (1993) com modificacBes, através da
técnica de PCRtouchdown, com 3 ciclos de 94°C por 30s, 66°C a 62°Cde touchdowna cada ciclo por 30s e 72 °C por
60s, seguido de 28 ciclos a 94°C 30s, 58°C 30s, 72°C 60s , em um volume final de 20uL, utilizando 20 ng de DNA
gendmico, Como controle positivo da PCR, utilizou-se 0 BAC de Hibrido de Timor relacionados aos loci de resisténcia.
O produto da PCR foi submetido a eletroforese em gel de agarose (1,5%).

RESULTADO E DISCUSSAO
O produto da PCR (marcador M19) apresentou o tamanho esperado de 533pb, de acordo com os resultados obtidos por

DIOLA (2009).Também foi possivel amplificar o clone BAC de HDT- CIFC 832/2 correspondendo aregido
gendmicade resisténciaa ferrugem. Trinta das 47 amostras apresentaram amplificacdo do marcador M19.

533 pb

Figura 1. Amplificacdo da marca M19 para resisténcia a ferrugem do cafeeiro. M, marcador; genotipos 1-5.
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Figura 2. Amplificagdo da marca M19 para resisténcia a ferrugem do cafeeiro. M:marcador; genétipos 6-15; B:clone
BAC HDT- CIFC 832/2; 0: branco.
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Figura 3. Amplificacdo da marca M19 para resisténcia a ferrugem do cafeeiro. M:marcador; gen6tipos16-25; B:clone
BAC HDT- CIFC 832/2; 0: branco.
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Figura 4. Amplificacdo da marca M19 para resisténcia a ferrugem do cafeeiro. M:marcador; gen6tipos26-35; B:clone
BAC HDT- CIFC 832/2; 0: branco.
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Figura 5. Amplificacdo da marca M19 para resisténcia a ferrugem do cafeeiro. M: marcador; genotipos 36-47; B:clone
BAC HDT- CIFC 832/2; 0: branco.

Das 47 amostras, 41 amplificaram bandas especificas para 0 marcador M20, todas as amostras apresentaram algum tipo
de banda, no entanto ndo foram consideradas especificas para a regido (Figura 6)
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Figura 6. Amplificacdo da marca M20para resisténcia a ferrugem do cafeeiro. M: marcador; genétipos 1-47; HT:
Hibrido de Timor; 0: branco.

CONCLUSOES

De todas as amostras, apenas as amostras 25, 44 e 45 ndo apresentaram banda para ambos os marcadores. As amostras
6,7, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 23, 24, 33, 34, 35, 43 ndo apresentaram o polimorfismo para o0 marcador M19 e as amostras
16, 19 e 26 ndo apresentaram polimorfismo para o marcador M20. Entretanto, ndo foi possivel correlacionar os dados
genotipicos com a fenotipagem dos materiais, ndo sendo possivel transpor os marcadores originados do trabalho de
selecdo com Hibrido de Timor, para a populacdo de arabusta aqui estudada.

Os resultados demonstram a dificuldade de transpor marcadores em diferentes populagdes, demonstrando a importancia
da caracterizagdo e mapeamento de novos genes para resisténcia a ferrugem em cafeeiros em diferentes colecfes e
populacdes.
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