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Introducao

Melhoramento do cafeeiro no Instituto
Agron6émico

A cafeicultura brasileira é reco-
nhecidamente um modelo de eficiéncia.

Estratégias biotecno-
légicas e genomicas no
melhoramento do cafeeiro

Em 2020, o pais deve produzir cerca de
60 milhdes de sacas de café beneficia-
do, sendo aproximadamente 75% deste
montante, proveniente de cafés do tipo
arabica. Uma das mais importantes va-
riaveis nesta equagao é a diversidade de
cultivares adaptadas as mais diversas
condicbes edafoclimaticas que caracte-
rizam nossas regides produtoras. Ha em
2020, 132 cultivares com caracteristicas
diversas registradas no Ministério da
Agricultura, Pecuaria e Abastecimento,
67 delas, lancadas pelo IAC (Figura 1).

" IAC - Centro de Pesquisa de Café "Alcides Carva-
Iho", Campinas (SP). oliveiro@iac.sp.gov.br
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Figura 1. Cultivares de café aradbica langadas pelo Instituto Agrondmico e registradas no Ministério de

Agricultura, Pecuéria e Abastecimento.

O estabelecimento e a eficaz
gestdao de uma valiosa colecao de re-
cursos genéticos e a continuidade das
pesquisas de um programa de selecao
varietal, elaborado pela instituicdo no
inicio dos anos 30, foram fundamentais
para a obtencao da quase totalidade
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das cultivares nacionais. Cultivares bem
mais produtivas do que a variedade Ti-
pica, introduzida e cultivada sem sele-
¢ao no pais, foram disponibilizadas em
um curto periodo de vinte anos, com
ganhos extraordinarios na capacidade
produtiva das plantas (Figura 2).

Figura 2. Aumento no potencial de pro-
dutividade - média de seis a oito anos
- de cultivares brasileiras de café arabica
1952 lancadas entre 1932 e 1952. Fonte: Car-
valho (1965).
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Lancadas 20 anos depois, as sele-
cOes de Catuai Vermelho e Catuai Ama-
relo, sdo exemplos ainda atuais de ino-
vagoes tecnoldgicas que revolucionaram
a cafeicultura brasileira. As altas produ-
tividades aliadas ao porte baixo e a ar-
quitetura compacta das plantas tiveram
impacto direto na densidade de plantio,
no manejo e condugao das lavouras e,
especialmente, na reducao do custo de
produgao, proporcionada pela maior fa-
cilidade de colheitas das plantas.

Entre as pesquisas basicas rela-
cionadas a heranca de caracteres das
plantas destacam-se os estudos sobre a
resisténcia do cafeeiro a ferrugem que
tiveram inicio 20 anos antes da consta-
tacdo do agente causador da doenca,
no Brasil e também aqueles referentes
aos nematoides, praga disseminada por
cafezais de todo pais. Estas pesquisas
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ferrugem e tolerante ao déficit hidrico (B).

permitiram o langcamen-

to do Unico porta-enxerto
recomendado para cultivares
suscetiveis a nematoides e de

uma série de cultivares resistentes a
ferrugem como Icatu, Obata IAC 1669-
20, Tupi IAC 1669-33, IAC Obata 4739,
IAC 125 RN e IAC Catuai SH3. Estas
duas ultimas (Figura 3) sao resistentes
as 17 ragas do fungo atualmente iden-
tificadas no Brasil e, respectivamente,
resistente aos nematoides Meloidogyne
exigua racas 1 e 2 e M. incognita raca
1 e tolerante ao déficit hidrico. Deve-se
ressaltar o aumento continuo no po-
tencial produtivo das novas cultivares.
Em 2019, em um concurso regional no
Cerrado Mineiro, um produtor obteve
prémio de produtividade, na categoria
‘irrigado safra anual’, produzindo pouco
mais de 160 sacas de café por hectare
com a cultivar IAC 125 RN.

Figura 3. Cultivares IAC 125 RN - resistente a ferrugem e a nematoides (A) e IAC Catuai SH3 - resistente a
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Atualmente, uma importante vertente
das pesquisas institucionais se dirige
a agregacao de valor, especialmente
pelo aporte de qualidade ao produ-
to, por meio da selecao de cultivares
produtoras de cafés com caracteristi-
cas fisicas, sensoriais e quimicas, como
a auséncia quase completa de cafeina
nos graos. Embora ganhos expressivos

Eficiéncia Redugdo do custo de producio

Apgregacdo de valor ao produto

relacionados a eficiéncia e a

qualidade (Figura 4) tenham

sido obtidos até o momento

pelo uso exclusivo de métodos
classicos de selecdao, o Programa de
Melhoramento do Cafeeiro do IAC vem
utilizando técnicas e estratégias de na-
tureza molecular visando maior eficacia
no alcance de seus objetivos.

Figura 4. Caracteristicas de cultivares de café selecionadas pelo IAC e ganhos relacionados a qualidade ou
eficiéncia proporcionados respectivamente por meio da reducéo de custos de producdo ou pela agregacdo de

valor ao produto.

A associacao da biologia mo-
lecular ao melhoramento do cafeeiro
visa aprofundar o conhecimento dos
caracteres genéticos estudados pelos
melhoristas. Ela gera informacdes para
subsidiar o processo de selecdo de ma-
teriais genéticos e desenvolvimento
de cultivares, somando a isso a expec-
tativa de redugao no tempo de obten-
cao desses produtos. As informacdes

contidas nas moléculas de DNA
e RNA dos acessos, genoti-
pos elites, populagbes em

selecao, e cultivares de café sdo tradu-
zidas em marcadores moleculares que
irdo aumentar o poder de analise ge-
nética realizada pelo melhorista. Isso
é feito pela associagdao de marcas mo-
leculares a caracteristica de interesse,
determinando o efeito genético sobre
essa caracteristica, e tornando desne-
cessaria a estimativa da interferéncia
do ambiente no qual as plantas estao
sendo avaliadas. Assim, abre-se a pos-
sibilidade de otimizacao das areas ex-
perimentais, dos recursos financeiros
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e humanos dedicados as avaliacOes
no campo. Isso porque o cafeeiro €
uma cultura perene, e muitas caracte-
risticas que seriam avaliadas ao longo
dos anos, em varios locais e nas plan-
tas em producao, poderao ser predi-
tas a partir das marcas observadas no
genoma delas.

As metodologias de avaliacbes
genéticas que usam o DNA estdo em
continuo aperfeicoamento, e as formas
de manipulacdo desta molécula pro-
gridem a uma velocidade sem prece-
dentes. Dentre os marcadores de DNA,
atualmente, os SNP ou “polimorfismo
de Unico nucleotideo” sao os mais ex-
plorados pelo Programa de Melhora-
mento do Cafeeiro do IAC. Os SNP sao
modificacbes pontuais e herdaveis nas
sequéncias do DNA, que ocorrem em
abundancia no genoma, resultam em
elevado nivel de variabilidade genomi-
ca, e sua deteccao pode ser facilmente
automatizada. Isso se deve a viabiliza-
cao de analises em larga escala através
de técnicas como a GBS ou “genotipa-
gem pelo sequenciamento” que rapida-
mente sequenciam todo o genoma do
cafeeiro. Acompanhando a GBS, grande
revolucdao vem ocorrendo nos métodos
de analises genéticas, de bioinformatica
e de acumulo e disponibilizagdo de in-
formacdes em banco de dados. A abun-
dancia e o poder discriminatério dos

SNP os tornam marcadores estraté-
gicos para serem associados aos
métodos de melhoramento

da cultura, principalmente,

ao considerarmos a estrei-

ta base genética das culti-

vares de café arabica no Brasil,

as quais inicialmente partiram de
apenas dois materiais introduzidos -
o Tipica e o Bourbon.

Além do DNA, também as anali-
ses da molécula do mRNA podem for-
necer subsidios ao programa de me-
lhoramento na prospeccao de genes
de interesse. O mRNA é um produto da
transcricdo de um gene que sera tradu-
zido em uma proteina com funcao espe-
cifica nas células. Tanto a PCR em tempo
real quanto o RNA-Seq (sequenciamen-
to do RNA) sdao métodos utilizados para
deteccdo da expressao diferencial de
genes a partir do mRNA. Na PCR em
tempo real, o mRNA de determinado
gene de interesse é extraido de plantas
submetidas a condigbes experimentais
contrastantes. Esse mRNA passa por
um processo de transcricdo reversa
para obter o cDNA, correspondente ao
gene de interesse, que sera amplificado
e tera o seu numero de copias quantifi-
cado. Dessa maneira, pode-se quantifi-
car a expressao do gene nas condigoes
avaliadas. Ja no RNA-Seq, o genoma ex-
presso nas condig¢des bioldgicas expe-
rimentais € todo sequenciado em larga
escala, a partir de pequenos fragmentos
de mRNA e, com o uso de ferramentas
de bioinformatica, as sequéncias dife-
rencialmente expressas sao anotadas e
inUmeros genes sao identificados em
banco de dados publicos.



Os genes sao categorizados em
funcao dos processos que participam
e sao identificadas as rotas metaboli-
cas das quais participam, estabelecen-
do assim, sua relacdo com a resposta
as condicdes estudadas. Num proximo
passo, o RT-PCR é utilizado para validar
os genes de interesse obtidos a partir
do RNA-Seq. A seguir é descrito como
as estratégias da biotecnologia e ge-
nomica estdo associadas a importantes
linhas do Programa de Melhoramento
do Cafeeiro no Instituto Agrondmico do
estado de Sao Paulo.

Os programas de melhoramento
dependem diretamente da disponibili-
dade de populacdes e acessos de Co-
ffea spp. bem caracterizados em relacao
ao seu potencial para transferéncia de
caracteristicas de interesse. Apesar do
sucesso dos programas de melhora-
mento, a caracterizagdo desses mate-
riais muitas vezes é realizada de forma
pontual, limitada apenas aos gendtipos
de maior interesse conhecidos como
materiais elite, e apds sua obtencao, a
informacdao nem sempre sera integrada
a outros dados ou estara prontamente
disponivel a toda equipe do melhora-
mento. Deve ser considerado também

que C. arabica, a principal espé-
cie comercial do género, apre-
senta base genética estreita

limitando muito o alcance

da avaliacao da diversidade

genética entre os genotipos

elite. Neste contexto, abordagens
gendmicas que utilizam informacdes
da GBS e RNA-Seq estao sendo integra-
das aos métodos tradicionais de feno-
tipagem para a caracterizacdo do BAG
Café. Essas novas plataformas para se-
guenciamento de alto desempenho,
associadas a bioinformatica, permitem
a automatizacdo da deteccdo e analise
dos marcadores SNP, reduzindo o uso
intensivo de mao de obra que tem sido
considerada um dos grandes gargalos
encontrados nas instituicdes publicas
responsaveis pelo estudo e gestao dos
recursos geneticos.

O IAC incorporou em seu pro-
grama de melhoramento o estudo ge-
nético de café sem cafeina com base
em uma ampla triagem, baseada em
analises quimicas, dos acessos original-
mente provenientes da Etidpia, com va-
riacdes no teor de cafeina no gréo do
BAG de Coffea spp. Foram identificadas
a partir de trés plantas com reduzido
teor de cafeina no endosperma, teores
vinte vezes abaixo do normal de cafe-
ina em café arabica, que é de 1,2%. O
processo para transferir essa caracte-
ristica para outros cultivares é longo e
oneroso. Com o auxilio de analises de



expressao diferencial de genes, foi pos-
sivel observar que aqueles que codifi-
cavam as enzimas da via de biossintese
de cafeina eram menos expressos ao
longo do desenvolvimento de frutos em

Cafeina sintase
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compara¢do com o acumu-

lo observado em cultivares
com teores de cafeina regula-
res (Figura 5).
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Figura 5. Variacdo no perfil de expressdo do gene cafeina sintase ao longo
da maturacdo de frutos da cultivar Mundo Novo (MN) e do acesso sem ca-

feina (AC).

A partir de comparagdes entre as
sequéncias gendmicas do gene cafeina
sintase (cs) de plantas normais da cultivar
Mundo Novo e do material sem cafeina
detectamos a ocorréncia de SNPs em
dominios proteicos, incluindo um que
resulta na substituicdo de um aminoaci-
do valina por isoleucina no sitio ativo da
enzima. Analises de segregacao mostra-
ram uma associacao significativa entre
a presenca de trés SNPs e a redugdo do
teor de cafeina. Esses SNPs sdo atual-
mente utilizados como marcadores para

a selecao-assistida de plantas sem ca-
feina pelo Programa de Melho-
ramento do Cafeeiro do IAC
(Patente BR1020130323179).

Sua utilizacao permite que apenas as
plantas que possuem as marcas de in-
teresse sejam levadas a campo para se-
rem avaliadas no melhoramento do café
sem cafeina. O uso destes marcadores
na selecao-assistida ja € uma realidade
no Programa de Melhoramento do Ca-
feeiro do IAC, e geragdes avancgadas de
cruzamentos com teores de cafeina re-
duzidos estdao em avaliagdes em campos
experimentais.

Uma questao a ser considerada
para o desenvolvimento de cultivares
sem cafeina é como a falta deste com-
posto afeta a planta como um todo, em
especial, seu desempenho agronémico.
Com isto em mente, fizemos um estudo



utilizando a metodologia de RNA-Seq,
para caracterizacao da expressao dife-
rencial de genes em plantas com teor
reduzido de cafeina. Estas analises per-
mitiram a identificacdo de rotas metabo-
licas afetadas pela auséncia de cafeina.
Os resultados sao bastante animadores,
uma vez que poucos genes envolvidos
em rotas essenciais apresentaram dife-
rengas no perfil de expressao.

Segundo o Conselho dos Expor-
tadores de Café do Brasil (CECAFE), em
2019 o pais gerou uma receita cambial
de US$ 1,2 bi com a exportacdo de 7,5
milhdes de sacas de cafés diferencia-
dos, aqueles com qualidade superior
ou algum tipo de certificado de praticas
sustentaveis. Além da origem, da sus-
tentabilidade na producao e da avalia-
cao dos cafes diferenciados quanto aos
aspectos fisicos e sensoriais, a rastrea-
bilidade da producédo é uma das prin-
Cipais exigéncias para a certificacdo do
produto. Numa parceria entre o IAC e
Embrapa Café, trabalhos foram focados
no desenvolvimento de marcadores
SNP, identificados em analises de ge-
notipagem pelo sequenciamento (GBS),
voltados a caracterizacao de cultivares
comerciais e de uma colecao de Bour-

bons. Esses ultimos sdo considera-
dos materiais superiores para a
producdo de cafés de eleva-

da qualidade de bebida. Ja

foram identificados SNP

que diferenciam grupos de

cultivares de C. arabica em

relacdo a uma colecao de Bour-

bons. Esses SNPs foram anotados e
estdao sendo validados para confirmar
seu potencial para analises de pure-
za varietal e genética de amostras de
graos torrados de cultivares. Métodos
de extracao de DNA estao sendo oti-
mizados em laboratério. A utilizacdo de
técnicas avancadas de sequenciamento
e identificacdo de marcas no genoma
de cultivares com qualidade sensoriais
elevadas ira contribuir para a certifica-
cao do uso dessas no mercado de cafés
especiais, permitindo a garantia da ge-
nética das cultivares envolvidas na ca-
deia de negdcios do café. Este trabalho
visa alcancar os setores envolvidos com
a obtencao de cultivares, produtores
agricolas, exportadores e industria de
processamento dos graos.

A incidéncia da mancha-aureo-
lada, doenca de etiologia bacteriana,
causada por Pseudomonas syringae pv.
garcae é fator limitante a formacéo de
cafezais em regides propicias ao de-
senvolvimento do patogeno e com alto
potencial de inoculo. A manifestagao
da doenca ocorre na forma de lesdes
irregulares, de coloracdo marrom es-
cura e aspecto translucido/encharca-
do com halo amarelado ao redor, em



decorréncia de compostos toxicos ex-
cretados pela bactéria que causam a
transformacao do tecido vegetal utili-
zado como substrato para sua multipli-
cacdo. A bactéria tem a capacidade de
invadir o sistema vascular da planta, po-
dendo ocasionar a morte da mesma.

O processo de selecao de culti-
vares resistentes a doenca por méto-
dos tradicionais de melhoramento, por
meio de hibridacoes e selecdo, pode se
estender por mais de 20 anos. Com in-
tuito de reduzir este periodo, o IAC em
parceria com a FIOCRUZ e a Embrapa
Café, Informatica Agropecuaria e Ta-
buleiros Costeiros - associou ao Pro-
grama de Melhoramento do Cafeeiro,
analises de transcriptoma pela técnica
de RNA-Seq, procurando desvendar os
mecanismos de resisténcia das plantas
a bactéria e desenvolver uma técnica
molecular segura visando a sele¢do de
cafeeiros resistentes, em larga escala.
Apos a triagem de milhares de genes
potencialmente associados a resisténcia
das plantas, alguns deles vém sendo in-
tensamente investigados em relacao a
participacdo do metabolismo de defesa
das plantas e ao uso potencial em um
processo de selecao assistida de cafeei-
ros resistentes. Entre estes, encontram-
-se genes ligados ao estresse oxidativo,
transportadores de potassio e de fator
de transcricao responsivo ao etileno.

Todos estes genes podem estar as-

sociados a inducao da resposta

de defesa dependente da si-
nalizacdo por fitormodnios.

Considerada a principal pra-
ga do cafeeiro, o bicho-mineiro (Leu-
coptera coffeella) aparece em todas as
regides produtoras de café do pais. As
lesGes causadas pelo bicho-mineiro en-
tre as epidermes, também denominadas
galerias ou minas, tém bordos irregula-
res, sdo de coloracao amarelo palido e
posteriormente tornam-se pardacentas.
Todo germoplasma de C. arabica avalia-
do até o presente é altamente susceti-
vel ao bicho-mineiro. Um dos objetivos
do Programa de Melhoramento de Ca-
feeiro do IAC é o desenvolvimento de
cultivar de C. arabica resistente a essa
praga visando a sustentabilidade eco-
nodmica e ambiental da producao do
café. Para que isto se torne realidade,
estudos sobre os mecanismos de resis-
téncia ao bicho-mineiro em cafeeiros
estdo em andamento, inclusive utilizan-
do analises de expressao de genes em
larga escala. Em um estudo pioneiro em
parceria com a Embrapa Café caracteri-
zamos a expressao diferencial de genes
ao longo do ciclo de infestacdo do inse-
to em plantas resistentes e suscetiveis.
Um total de 2.137 genes foram identifi-
cados com expressao diferencial, asso-
ciados em sua maioria com processos
do metabolismo primario das plantas e
regulacdo de processos celulares. Tam-
bém identificamos 10 vias metabdlicas
contendo genes com perfil de expres-
sao diferencial entre plantas resistentes



e suscetiveis. Entre estas vias, seleciona- avaliando SNPs em genes

mos 3 para identificacdo de genes com destas vias como candida-
SNPs: ciclos do citrato (Figura 6) e do tos a marcadores para sele-
acido linoleico, e metabolismo de fe- cao-assistida de cultivares resis-
nilpropanoides. Atualmente, estamos tentes ao bicho-mineiro.
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Figura 6. Ciclo do citrato (adaptado de Cardoso et al., 2014), indicando os genes com expressao diferencial
entre plantas resistentes e suscetiveis infestadas pelo bicho-mineiro. A escala de cor indica a variacdo no nivel
de expressao.

de interesse agrondmico, em especial a
resisténcia a estresses bidticos provoca-
dos por bicho-mineiro, nematoides, fer-
rugem e mancha-aureolada. Aspectos
relacionados com a restrita variabilidade
genética destas populagdes, alto custo de

O Programa de Melhora-
mento do Cafeeiro do IAC conta
com populagdes para selegao
de diferentes caracteristicas




manutencao e avaliacdo de progénies, o
desenvolvimento tardio de caracteristi-
cas de interesse, a baixa disponibilidade
de gendtipos contrastantes adequados
para estudos genémicos, uma vez que a
maioria das populagdes mantidas se en-
contra em geragdes avancadas de cru-
zamentos, limitam o desenvolvimento
de novas cultivares de café. Neste con-
texto, o uso de abordagens gendmicas
integradas aos métodos tradicionais de
melhoramento genético e estatistica po-
dem elevar a eficiéncia do processo de
selecao e obtencao de novas cultivares.

Com o custo de fenotipagem
cada vez mais elevado, a disponibilidade
de dados genémicos com ampla cober-
tura dos gendtipos favorece o desenvol-
vimento da chamada sele¢do gendmica
ampla, ou SGA. Na SGA ha uma mudanga
no paradigma de sele¢ao, e o instrumen-
to principal é o polimorfismo genémico
ao invés da analise fenotipica tradicional.
Esta inversao é viabilizada por modelos
estatisticos preditivos, desenvolvidos a
partir da analise conjunta de dados de
genotipagem e fenotipagem em larga-
-escala de populacdes estabelecidas
para este fim. Para obtencdo de dados
de genotipagem em larga-escala estao
sendo utilizados estratégias com RNA-
-Seq e GBS. Para iniciar a integracao da
estratégia de SGA ao programa de me-
lhoramento foi escolhido o bicho-mi-

neiro como problema modelo a ser

estudado. Em experimentos

realizados com populacdes

avancadas no processo de se-

lecdo de materiais genéticos com
resisténcia variavel ao bicho-mineiro,

a SGA tem se mostrado promissora na
identificacdo de associacGes de SNP
com a resisténcia ao bicho-mineiro.

Com resultados iniciais significa-
tivos para a associacao de marcadores
a resisténcia ao bicho-mineiro, a estra-
tégia de desenvolvimento de modelos
preditivos para selecao gendmica ampla
de cultivares com resisténcia a estresses
bidticos € a maior e mais atual aposta
para o aumento da eficacia do programa
de melhoramento classico do cafeeiro.
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