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RESUMO

SILVA, Ana Carolina Andrade, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, fevereiro de 2024.
Caracterizacdo molecular e estudo de autoincompatibilidade de cafeeiros amazo6nicos.
Orientador: Eveline Teixeira Caixeta. Coorientador: Rodrigo Barros Rocha.

A caracterizacdo dos materiais genéticos de café desempenha um papel crucial no
desenvolvimento de variedades mais resilientes e adaptadas as condi¢fes climaticas em
mudanca, contribuindo para a sustentabilidade e o futuro da producdo de café. Dentre as
centenas de espécies do género Coffea ja descritas, a espécie Coffea canephora se destaca por
apresentar caracteristicas validas na adaptacao as condicGes climéticas (resisténcia a pragas e
doencas, tolerancia a seca, ampla distribuicio geografica). E uma espécie diploide, alégama e
que possui autoincompatibilidade gametofitica. Ampliar os estudos para melhor conhecimento
desta autoincompatibilidade também se torna essencial, uma vez que para se obter cruzamentos
promissores, é necessario genitores de grupos de compatibilidade diferente, para que ocorra a
fertilizacdo. Sendo assim, os objetivos do presente trabalho foram: (i) avaliar a diversidade
genética de cafeeiros provenientes do programa de melhoramento da Embrapa Rondénia
juntamente com gendtipos de produtores locais, via marcadores moleculares SNP; (ii) usar
marcadores moleculares para identificacdo de cafeeiros contendo diferentes genes de
resisténcia as principais doencas da cultura: ferrugem e CBD e (iii) sequenciar e avaliar
diferencas em regides de interesse do gene S, que podem estar relacionadas ao mecanismo de
autoincompatibilidade gametofitica na espécie C. canephora. Os marcadores SNPs utilizados
permitiram diferenciar e caracterizar com eficiéncia os cafeeiros em estudo. O dendrograma
pela analise destes marcadores ficou dividido em cinco grupos. O grupo | e o grupo IV alocaram
dois cafeeiros cada. O grupo Il alocou 33, de sua grande maioria pertencentes a variedade
botanica Robusta. O grupo Il ficou constituido por 18 cafeeiros, pertencentes a variedade
botanica Conilon. Por fim, o quinto e maior grupo alocou 85 cafeeiros, sendo a maioria
correspondente a hibridos entre as duas variedades botanicas. Marcadores moleculares ligados
a genes de resisténcia a doencas também possibilitaram a identificacdo de cafeeiros contendo
piramidacdo de alelos de resisténcia a Hemileia vastatrix e Colletotrichum. kahawae. Quanto
ao estudo de autoincompatibilidade, as sequéncias de DNA dos genotipos dos diferentes grupos
de autoincompatibilidade foram alinhadas e n&o foi encontrado polimorfismo. Ao realizar o
BLAST entre a sequéncia consenso obtida do sequenciamento realizado com o primer HVa3 e
o genoma de referéncia de C. canephora, observou-se que ha duas regides de alinhamento no



cromossomo 2, com grande quantidade de mismatch e Gap. Esta diferenca observada pode ser
decorrente da ampla diversidade genética presente na especie. Além disso, 0 genoma de
referéncia disponivel foi obtido de um cafeeiro geneticamente distante dos Robustas
Amazonicos e Conilons cultivados no Brasil. O alinhamento entre as duas sequencias
amplificadas em regibes distintas no genoma de C. canephora com o primer Hva3 mostrou
serem idénticas. Este resultado pode ser um indicio dessas serem regides repetitivas dispersas
no genoma da espécie. Portanto, foi possivel identificar cafeeiros divergentes geneticamente,
contendo a piramidacéo de alelos de resisténcia a H. vastatrix e C. kahawae. E, este estudo de

autoincompatibilidade abre portas para que novos estudos possam ser realizados a partir deste.

Palavras-chave: Coffea canephora. Hemileia vastatrix. CBD. SNP. Gene S. Grupos de compatibilidade.



ABSTRACT

SILVA, Ana Carolina Andrade, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, February 2024.
Molecular characterization and study of gametophytic self-incompatibility in
Amazonian coffee. Adviser: Eveline Teixeira Caixeta. Co-adviser: Rodrigo Barros Rocha.

The characterization of coffee genetic materials plays a crucial role in developing varieties that
are more resilient and adapted to changing climate conditions, contributing to the sustainability
and future of coffee production. Among the hundreds of species of the genus Coffea already
described, the species Coffea canephora stands out for presenting valid characteristics in
adapting to climatic conditions (resistance to psychological conditions and diseases, tolerance
to drought, wide geographic distribution). It is a diploid, allogamous species that has
gametophytic self-incompatibility. Expanding studies to better understand this self-
incompatibility is also essential, since to obtain promising crosses, parents from different
compatibility groups are needed for fertilization to occur. Therefore, the objectives of the
present work were: (i) to evaluate the genetic diversity of coffee trees from the Embrapa
Rondonia breeding program together with genotypes from local producers, via SNP molecular
markers; (ii) use molecular markers to identify coffee plants containing different resistance
genes to the main diseases of the crop: rust and CBD and (iii) sequence and verify differences
in regions of interest of the S gene, which may be related to the gametophytic self-
incompatibility mechanism in species C. canephora. The SNP markers used allowed us to
efficiently differentiate and characterize the coffee trees under study. The dendrogram based on
the analysis of these markers was divided into five groups. Group | and group IV allocated two
coffee plants each. Group Il allocated 33, the vast majority of which belonged to the Robusta
botanical variety. Group Il consisted of 18 coffee plants, belonging to the Conilon botanical
variety. Finally, the fifth and largest group allocated 85 coffee plants, the majority of which
corresponded to hybrids between the two botanical varieties. Molecular markers linked to
disease resistance genes also made it possible to identify coffee plants containing pyramiding
of resistance alleles to Hemileia vastatrix and Colletotrichum. kahawae. Regarding the self-
incompatibility study, the DNA sequences of the genotypes of the different self-incompatibility
groups were aligned and no polymorphism was found. When performing BLAST between the
consensus sequence obtained from sequencing carried out with the HVa3 primer and the
reference genome of C. canephora, it was observed that there are two regions of alignment on



chromosome 2, with a large amount of mismatch and gap. This observed difference may be due
to the wide genetic diversity present in the species. Furthermore, the available reference genome
was obtained from a coffee plants genetically distant from the Amazonian Robustas and
Conilons cultivated in Brazil. The alignment between the two sequences amplified in different
regions of the C. canephora genome with the Hva3 primer showed that they were identical.
This result may be an appeal to these repetitive regions scattered throughout the species'’
genome. Therefore, it was possible to identify genetically divergent coffee plants, containing
the pyramidation of resistance alleles to H. vastatrix and C. kahawae. And, this self-

incompatibility study opens the door for new studies to be carried out based on this.

Keywords: Coffea canephora. Hemileia Vastatrix. CBD. SNP markers. Gene S. Compatibility
groups.



SUMARIO

INTRODUGAQO GERAI.....oooiieeeeeeece e eeeeeeeseeeses et asas s 12
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ..ottt 14
CAPTTULO T oottt 16
RESUMO ...ttt sttt ettt n ettt besbe b ne e st 17
I [ o o [0 T Lo S SSSSSTSSN 18
2. Material @ METOUOS. .......cveieierieie e 20
2.1  Estudo de Diversidade Genética Molecular ............cccccovoeninniiicinnnnnnene 20
2.1.1 Material GeNELICO .......cucveieieie ettt eneas 20
2.1.2 Anélise de qualidade de marcadores moleculares SNP ...........cc.ccoceevnnnee. 24
2.1.3 Anélise de diversidade genétiCa .........c.cooeerirerniii e 24

2.2 Marcadores Moleculares associados a resisténcia a ferrugem e CBD............ 25
3. RESUITATOS ...t bbb 30
3.1 Estudo de Diversidade Genética Molecular ............ccoocevvreiineieiiinnnnnnn, 30
3.2 Marcadores Moleculares associados a resisténcia a ferrugem e CBD. ........... 33

3.2.1. Marcadores ligados ao gene Sn3 de resisténcia a H. vastatrix (Loco A). 33

3.2.2 Marcadores moleculares ligados aos QTL que conferem resisténcia as racas |,

Il e ao patdtipo 001 de H. vastatrix (LOCOB € C) ..c.oovvveviviiiiiiieeceeee, 33
3.2.3 Marcador funcional NB-ARC de resisténcia a H. vastatrix (Loco D)...... 40
3.2.4 Marcador funcional RLK 2 de resisténcia a H. vastatrix (Loco E).......... 40
3.2.5 Marcadores SSR ligados ao gene Ck-1 de resisténcia a C. kahawae (Loco F)
................................................................................................................................. 41
4. DISCUSSAO ...e.vveuveereeaseesueeseesseesseesteaseesseesseaseesseasseaseesseesseaseeaseesseasessseesseanesssensseensensensees 41
4.1 Estudo de Diversidade Genética Molecular ............c.cccovveiiienenienienc e, 41
4.2 Marcadores Moleculares associados a resisténcia a ferrugeme CBD. ........... 43
5. CONCIUSDES........eiieeieee ettt ettt et ne e sbe et neesne e e 47
6. Referéncias bibliografiCas..........ccoviiiiiiiiiicccc e 47
CAPTTULO ittt 53
1 U 1Y ST 54
I 1 0 € T (3 o= o BTSSP P PP 55
2. Material @ METOUODS........cueiieiieie et ee e nreenee s 56
2.1 Material geNELICO........coiiiieieieee e 56

2.2 Selecéo de primers para estudo de autoincompatibilidade em C. canephora 56
2.3 SEQUENCIAMENTO SANGET .....eiveeiieieiie ittt eiee ettt nb e sbeesaesseesreene s 57



2.3.1 Amplificacao dos fragmentos em gel de poliacrilamida para sequenciamento

................................................................................................................................. 57
2.3.2 Sequenciamento de banda de gel de poliacrilamida e analise comparativa dos
fragmentos SEQUENCIATOS .........ccueiuiiiiriiieiieie et 58
3.RESUITAAOS € DISCUSSAOD ......cveiieiieiieieie ettt nb bbb 58
A, CONCIUSBES. .....eeuiiniiieitiiti ettt bbbttt et sb et b e s 69

5. Referéncias BibliografiCas.........cccooiiieiiiiiiie i 69



12

INTRODUCAO GERAL
Conhecer os materiais genéticos de café disponiveis para direcionar futuros

cruzamentos em programas de melhoramento da cultura, € um dos caminhos para se obter
materiais resilientes as novas condicfes climaticas (altas temperaturas e chuvas irregulares)
(Jawo et al., 2023). Dentre as mais de 124 espécies de Coffea ja descritas (Davis, 2011), a
espécie Coffea canephora se destaca por ter uma ampla distribuicdo geografica (Maurin et al.,
2007).

C. canephora é uma planta diploide (2n=2x=22) e alégama. Possui um sistema de
autoincompatibilidade gametofitica (Berthaud, 1980; Rocha et al., 2015), o que favorece seu
sistema de reproducdo sexuada e 0 aumento variabilidade genética (Moraes et al., 2018; Ferrdo
et al., 2019). A expressdo de autoincompatibilidade nesta espécie é governada por um gene
multialélico, identificado pela letra S (S1, S2 e S3) (Berthaud, 1980; Ferrdo et al., 2017).
Estudar as regides do gene S que podem estar relacionadas ao mecanismo de
autoincompatibilidade gametofitica na espécie ¢ uma forma de prever a qual grupo de
compatibilidade os cafeeiros pertencem. Essa estratégia facilita o direcionamento dos
cruzamentos entre cafeeiros pertencentes a grupos de compatibilidade diferentes, de modo a
garantir a fertilizacdo do cruzamento.

Originario na Africa, a espécie cafeeira C. canephora se expandiu por diversos paises
tropicais e subtropicais, com destaque para o Brasil (Ferrdo et al., 2017). O estado de Ronddnia
é 0 segundo maior produtor da espécie no pais. Seus campos de producdo sdo formados por
cultivares lancadas pelo programa de melhoramento da Embrapa Rondonia (Teixeira et al.,
2020; Rocha et al., 2021), além de clones selecionados pelos produtores locais (Espindula et
al., 2022). Apesar do pais ser reconhecido como maior produtor e exportador de café, estresses
bioticos e abidticos podem afetar as safras, principalmente com as mudancas climatica (Jawo
et al., 2023). Consequentemente, levam a perda de produtividade e aumento o custo de
producdo.

Dentre os fatores que podem limitar a producdo desses cafeeiros, destacam-se as
doencas fungicas. A ferrugem causada por Hemileia vastatrix e Coffee berry disease (CBD)
causada por Colletotrichum kahawae, s@o as principais doencas que acometem o cafeeiro
(Zambolim e Caixeta, 2021; Lu et al., 2022). O uso de cultivares resistentes para o controle
dessas doencas nos cafezais é uma alternativa econdmica e sustentavel (Gimase et al., 2020;
Hordofa, 2021; Almeida et al., 2021). Para contornar estes desafios e acelerar o processo de
obtencdo de novas cultivares, ferramentas biotecnologicas estdo disponiveis, a exemplo dos

marcadores moleculares de DNA.
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Marcadores moleculares ligados a genes de resisténcia a H. vastatrix e a C. kahawae
estdo disponiveis, o que possibilita a identificacdo de cafeeiros portadores de genes de
resisténcia a esses patdgenos (Gichuru et al., 2008; Alkimim et al., 2017; Almeida et al., 2021).
A utilizacdo desses marcadores permite a identificacédo de cafeeiros com piramidacéo dos alelos
de resisténcia a essas doengas e demais caracteristicas agronémicas de interesse. Assim, 0 USO
desses marcadores auxilia o melhorista na escolha de genitores resistentes, presentes no
germoplasma, para serem incorporados nos programas de melhoramento e para avango de
geracdo (Caixeta et a., 2016; Almeida et al., 2021).

Os marcadores moleculares de DNA também sdo de grande valia para estudos de
diversidade genética (Silva et al., 2018; Medeiros et al., 2021; Faria, 2022; Saavedra et a.,
2023). O sequenciamento de Nova Geracdo (NGS) facilitou e acelerou a descoberta de
marcadores SNP (Single Nucleotide Polimorphism). Estes podem ser utilizados para avaliar a
diversidade genética molecular, uma vez que sdo o tipo de polimorfismo mais abundante nos
genomas, além de serem codominantes e bialélicos (Alkimim et al., 2018; Faria et al., 2022).
Essas caracteristicas tornam esses marcadores informativos e U(teis para caracterizacdo
molecular e estudo detalhado da diversidade genética.

Desse modo, os objetivos do presente estudo foram (i) avaliar a diversidade genética de
cafeeiros provenientes do programa de melhoramento da Embrapa Rondonia juntamente com
gendtipos de produtores locais, via marcadores moleculares SNP; (ii) usar marcadores
moleculares para identificacdo de cafeeiros contendo diferentes genes de resisténcia as
principais doencas da cultura: ferrugem e CBD e (iii) sequenciar e avaliar diferencas em regides
de interesse do gene S, que podem estar relacionadas ao mecanismo de autoincompatibilidade
gametofitica na espécie C. canephora.
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CAPITULO |

MARCADORES MOLECULARES PARA ESTUDO DA DIVERSIDADE E DA
RESISTENCIA A FERRUGEM E AO CBD EM CAFEEIROS DA ESPECIE COFFEA
CANEPHORA DO ESTADO DE RONDONIA
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RESUMO

A busca por materias genéticos que sejam resilientes as constantes mudangas climéticas é um
fato primordial na agricultura, com destaque para a cultura do café. A espécie Coffea canephora
possui atributos que fazem desta uma das espécies mais adaptadas a estas mudancas, uma vez
que suporta maiores temperaturas, € fonte de alelos favoraveis a resisténcia a pragas e doencas,
além de sua ampla distribuicéo geografica. No Brasil, o estado de Rondbnia se destaca como o
segundo maior produtor de C. canephora. Seu parque cafeeiro é composto por cultivares
lancadas pelo programa de melhoramento da Embrapa Ronddnia e clones selecionados e
plantados por produtores. Conhecer a diversidade genética e 0s genes de resisténcia a doencas
que estes materiais possuem pode orientar o programa de melhoramento na busca e combinagéo
de materiais que se adaptem melhor as mudancas climaticas atuais. Desse modo, 0s objetivos
do presente estudo foram (i) avaliar a diversidade genética de cafeeiros provenientes do
programa de melhoramento da Embrapa Rondonia juntamente com gendtipos de produtores
locais, via marcadores moleculares SNP e (ii) identificar cafeeiros com diferentes genes de
resisténcia as principais doencas da cultura: ferrugem (Hemileia vastatrix) e CBD
(Colletotrichum kahawae), com base em marcadores moleculares. O estudo de diversidade
genética molecular evidenciou a formacéo de cinco grupos, permitindo identificar variabilidade
genética entre os cafeeiros em estudo. O grupo | e o grupo IV alocaram dois cafeeiros cada. O
grupo Il alocou 33, de sua grande maioria pertencentes a variedade botanica Robusta. O grupo
I11 ficou constituido por 18 cafeeiros, pertencentes a variedade botanica Conilon. Por fim, o
quinto e maior grupo alocou 85 cafeeiros, sendo a maioria correspondente a hibridos entre as
duas variedades botanicas. Os marcadores SNPs utilizados permitiram diferenciar e caracterizar
com eficiéncia os cafeeiros em estudo. Marcadores moleculares ligados a genes de resisténcia
a doencas também possibilitaram a identificagdo de cafeeiros contendo piramidacéo de alelos
de resisténcia a H. vastatrix e C. kahawae. Portanto, foi possivel identificar cafeeiros
divergentes geneticamente, contendo a piramidacao de alelos de resisténcia a H. vastatrix e C.
kahawae. Esses cafeeiros podem ser utilizados como genitores nos proximos cruzamentos por

programas de melhoramento genético do cafeeiro.
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1. INTRODUCAO
O cafeeiro, arbusto perene pertencente a familia Rubiaceae e ao género Coffea, possui

cerca de 124 espécies descritas (Davis, 2011). Dentre estas, a espécie Coffea canephora se
destaca pela sua importancia econdmica (Conab, 2022). E uma planta perene, de ciclo longo,
diploide (2n=2x=22), de facil propagacdo vegetativa e possui autoincompatibilidade do tipo
gametofitica (Rocha et al., 2015; Moraes et al., 2018; Faria et al., 2022). Devido suas
propriedades quimicas, seus grdos sdo de grande importancia na composi¢do de blends com C.
arabica e na fabricacdo de cafés sollveis.

A espécie C. canephora é formada por duas variedades boténicas: Conilon e Robusta,
ambas cultivadas e comercializadas (Alkimim et al., 2020). A variedade botanica Conilon é
composta por cafeeiros menores, tolerantes a seca e que apresentam maior suscetibilidade a
doengas. Ja a variedade botanica Robusta é formada por cafeeiros de maior porte e vigor, folhas
e frutos de maior tamanho, menor tolerancia ao déficit hidrico, porém maior resisténcia a pragas
e doencas (Rocha et al., 2015; Ferrdo et al., 2019). Os materiais genéticos Conilon predominam
no Brasil em comparacdo ao Robusta, sendo este Ultimo mais expressivo em plantacfes no
estado de Rondonia (Rocha et al., 2015; Ferrdo et al., 2019).

A designacéo variedade boténica se refere a individuos de uma mesma espécie que se
desenvolveram naturalmente e apresentam caracteristicas diferentes dos demais individuos que
compdem a mesma espécie (Partelli et al., 2019). Por apresentarem caracteristicas divergentes
e complementares, a heterose manifestada nos cruzamentos entre cafeeiros Robusta e Conilon,
pode ser explorada nos programas de melhoramento. Assim, € possivel obter hibridos que
reinam as melhores caracteristicas de ambas variedades botéanicas, tais como maior toleréncia
a seca (advinda do Conilon), pragas e doencas (advinda do Robusta) (Teixeira et al., 2017,
Sousa et al., 2022). Com isso, 0 maior vigor manifestado em cruzamentos intervarietais pode
ser explorado na cultura. (Teixeira et al., 2017; Teixeira et al., 2020; Rocha et al., 2021;
Alkimim et al., 2021).

O interesse pela producgdo e comercializacdo de C. canephora aumenta a cada dia no
Brasil e em todo o mundo. A espécie possui caracteristicas organolépticas e quimicas que séo
notadamente aproveitadas na producéo de cafés soltveis e no desenvolvimento de blends com
C. arabica (Leroy et al., 2005; Silva et al., 2022; Viencz et al., 2023). Essa espécie cafeeira se
destaca na composicdo de cafés expressos, contribuindo com corpo e densidade (Silva et al.,
2022). Dentro do género, é considerada uma das espécies mais adaptada as mudancas climaticas
atuais, pronunciada pelas altas temperaturas, variabilidade das chuvas e maior ocorréncia de

pragas e doencas. Isso ocorre por ser esse cafeeiro ser mais adaptado a maiores temperaturas e
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constituir fonte de alelos favoraveis para resisténcia a pragas e doengas, além de possuir uma
ampla distribuicéo geografica (Maurin et al., 2007; Ferrdo et al., 2019; Ferrdo et al., 2023; Jawo
et al.,2023). Sendo assim, é uma espécie de grande importancia nos programas de
melhoramento genético do género.

No Brasil, o estado de Rondbnia se destaca como o segundo maior produtor de C.
canephora (Conab, 2022). Seu parque cafeeiro € composto por cultivares lancadas pelo
programa de melhoramento da Embrapa Rondonia (Teixeira et al., 2020; Rocha et al., 2021),
além de clones selecionados pelos produtores locais (Espindula et al., 2022). Conhecer a
diversidade genética e os genes de resisténcia a doencas que estes materiais possuem pode
orientar os programas de melhoramento da Embrapa Rond6nia e outros do pais na busca e
combinacdo de materiais que se adaptem melhor as mudancas climaticas atuais.

Estimar a diversidade genética auxilia na caracterizacao dos cafeeiros, manutencédo do
banco de germoplasma, direcionamento de futuros cruzamentos e ganhos com selecéo (Sousa
et al., 2017; Silva et al., 2018; Medeiros et al., 2021). Apesar da histéria da cafeicultura
Rondoniense e brasileira ter iniciado com a introducdo das duas variedades botanicas, Robusta
e Conilon, ocorreu a formacdo de hibridos naturais. Por apresentarem caracteristicas
intermediarias das duas variedades, estes hibridos sdo mais comumente difundidos entre os
cafeicultores (Ferréo et al., 2013; Espindula et al., 2020; Faria, 2022; Espindula et al., 2022).
No entanto, a identificacdo desses hibridos e variedades boténicas por avaliacGes fenotipicas
tem sido um desafio. Assim, o uso dos marcadores moleculares SNP para estimar a diversidade
genética a nivel de DNA é uma ferramenta promissora. Estes podem ser utilizados para avaliar
a diversidade genética molecular, uma vez que sao o tipo de polimorfismo mais abundante nos
genomas, sao codominantes e bialélicos. (Alkimim et al., 2018; Faria et al., 2022).

A caracterizagdo dos cafeeiros também pode ser realizada por marcadores moleculares
ligados as principais doengas que acometem a cultura (Gichuru et al., 2008; Alkimim et al.,
2017; Almeida et al., 2021). A ferrugem do cafeeiro causada pelo fungo Hemileia vastatrix e
Coffee Berry Disease (CBD) causado pelo fungo Colletotrichum kahawae sdo doencas
importantes que acometem o cafeeiro (Zambolim & Caixeta et al., 2021; Campuzano-Duque &
Blair, 2022). Apesar de C. canephora ser uma espécie portadora dos genes de resisténcia,
estudos evidenciam que ha diferentes niveis de resisténcia entre os genotipos, podendo haver
cafeeiros resistentes, moderadamente resistentes e até mesmo suscetiveis (Ferrdo, 2013;
Capucho et al., 2021). Assim, é necessério a identificacdo de cafeeiros com maiores niveis de
resisténcia a ferrugem e ao CBD, sendo essa uma estratégia para minimizar os impactos das

mudancas climéaticas em sua cadeia produtiva
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Desse modo, os objetivos do presente estudo foram (i) avaliar a diversidade genética de
cafeeiros provenientes do programa de melhoramento da Embrapa Rondonia juntamente com
gendtipos de produtores locais, via marcadores moleculares SNP e (ii) usar marcadores
moleculares para identificacdo de cafeeiros contendo diferentes genes de resisténcia as

principais doengas da cultura: ferrugem e CBD.

2. MATERIAL E METODOS

2.1 Estudo de Diversidade Genética Molecular

2.1.1 Material Genético

Um total de 140 cafeeiros da espécie C. canephora foram genotipados com marcadores
SNP em larga escala (Tabela 1). Esses cafeeiros sdo provenientes do programa de
melhoramento da Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria (Embrapa) do estado de
Rondénia, juntamente com gendtipos de produtores locais. Dentre os gendtipos, ha cafeeiros
das variedades botanicas Conilon e Robusta, além de hibridos.

Amostras foliares dos 140 cafeeiros foram coletadas e enviadas ao laboratorio de
Biotecnologia do Cafeeiro — BioCafé, na Universidade Federal de Vigosa, Minas Gerais, Brasil.
A extracdo do DNA gendmico foi realizada pelo método proposto por Diniz et al. (2005). A
qualidade do DNA foi testada em gel de agarose e a quantificacdo realizada em NanoDrop 2000
(Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, EUA). A concentracdo de DNA das
amostras foi padronizada e enviada a empresa Rapid Genomics, Florida, EUA, para
sequenciamento e identificacdo de marcadores moleculares SNP.

A genotipagem baseada em sequenciamento foi realizada utilizando enriquecimento
direcionado seguido de Sequenciamento de Nova Geragdo (NGS) (Gnrike et al., 2009). As 140
amostras de C. canephora foram preparadas para NGS e hibridizadas contra 10.000 sondas
sintetizadas em solugédo. Essas sondas foram construidas a partir de sequéncias de referéncia
provenientes do Projeto Brasileiro do Genoma Café e do banco de dados do genoma da espécie
C. canephora (Sousa et al., 2017; Alkimim et al.,2018). O sequenciamento foi realizado em
uma plataforma de sequenciamento Illumina Hi-Seq e os marcadores SNP identificados por
abordagem de bioinformatica.
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Tabelal: Identificagdo dos gendtipos de cafeeiros analisados, distinguindo variedade boténica,
genealogia e origem da amostra. Genotipos comercializados em dominio publico, identificados
pelo menos pelo mesmo ndmero, partilham a mesma origem.

Cafeeiro Identificagéo Variedade botanica Genealogia Origem
1 RobIAC8 Robusta Polinizagio aberta Banco de germoplasma
2 €25 Hibrido Polinizagdo aberta Dominio Piblico 1
3 BAG32 Hibrido Polinizagéo aberta Banco de germoplasma
4 BAG30 Hibrido Polinizagdo aberta Banco de germoplasma
5 RobIAC6 Robusta Polinizagio aberta Banco de germoplasma
6 RobIAC7 Robusta Polinizagio aberta Banco de germoplasma
7 RobGuarini2102 Robusta Polinizagéo aberta Banco de germoplasma
8 RobGuarini2109 Robusta Polinizagio aberta Banco de germoplasma
9 RobGuarini2104 Robusta Polinizagéo aberta Banco de germoplasma
10 RobGuarini2107 Robusta Polinizagio aberta Banco de germoplasma
11 RobGuarini2106 Robusta Polinizagéo aberta Banco de germoplasma
12 Rob224 Robusta Polinizagio aberta Banco de germoplasma
13 Rob211 Robusta Polinizagéo aberta Banco de germoplasma
14 APT7 Robusta Polinizagdo aberta Apoaté IAC
15 APG Robusta Polinizagéo aberta Apoatd IAC
16 AP4 Robusta Polinizagdo aberta Apoaté IAC
17 APS Robusta Polinizagéo aberta Apoatd IAC
18 AP1 Robusta Polinizagéo aberta Apoatd IAC
19 AP3 Robusta Polinizag3o aberta Apoatd IAC
20 AP2 Robusta Polinizagéo aberta Apoatd IAC
21 BAG29 Hibrido Polinizagéo aberta Banco de germoplasma
22 Rob272 Robusta Polinizagéo aberta Dominio Publico 2
23 Rob124 Robusta Polinizagio aberta Banco de germoplasma
24 Rob128 Robusta Polinizagéo aberta Banco de germoplasma
25 Rob36 Robusta Polinizagdo aberta Banco de germoplasma
26 Rob32 Robusta Polinizagdo aberta Banco de germoplasma
27 Rob126 Robusta Polinizagdo aberta Banco de germoplasma
28 Rob63 Robusta Polinizagdo aberta Banco de germoplasma
29 RoblAC1 Robusta Polinizagdo aberta Banco de germoplasma
30 Rob65 Robusta Polinizagdo aberta Banco de germoplasma
31 Rob66 Robusta Polinizagdo aberta Banco de germoplasma
32 RoblAC4 Robusta Polinizagdo aberta Banco de germoplasma
33 RobIAC5 Robusta Polinizagdo aberta Banco de germoplasma
34 RobIAC3 Robusta Polinizagdo aberta Banco de germoplasma
35 RoblAC2 Robusta Polinizagdo aberta Banco de germoplasma
36 BAG89 Hibrido Polinizagdo aberta Banco de germoplasma
37 Con1089 Conilon Polinizagéo aberta Banco de germoplasma
38 Con795 Conilon Polinizagdo aberta Banco de germoplasma
39 Con566 Conilon Polinizagéo aberta Banco de germoplasma
40 Conl54 Conilon Polinizagdo aberta Banco de germoplasma
41 BRSOuroPreto73 Conilon Polinizacéo aberta Cultivar
42 BRSOuroPreto61 Conilon Polinizagéo aberta Cultivar
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44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69
70
71
72
73
74
75
76
77
78
79
80
81
82
83
84
85
86
87
88

Con4650
BRSOuroPreto88
BRSOuroPreto89

Con201
Con530
Con69
Con556
Con796
BRSOuroPreto160
BRSOuroPreto57
BRS2357
GJ2
GJ20
AP8
SK244
GJ1
N7
CAl
N32
VP156
LBO015
LB80
L1
R22
AS3
SK80
SK41
N13
N12
N2
N8(G8)
AS12
GB1
GJ21
GB4
WP6
LB160
LB7
GB7
BG180
P50
AS1
AS5
AS6
AS7
BAG41

Conilon
Conilon
Conilon
Conilon
Conilon

Conilon
Conilon

Conilon
Conilon
Conilon
Conilon
Hibrido
Hibrido
Robusta
Hibrido
Hibrido
Hibrido
Hibrido
Hibrido
Hibrido
Hibrido
Hibrido
Hibrido
Hibrido
Hibrido
Hibrido
Hibrido
Hibrido
Hibrido
Hibrido
Hibrido
Robusta
Hibrido
Hibrido
Hibrido
Hibrido
Hibrido
Hibrido
Hibrido
Hibrido
Hibrido
Hibrido
Hibrido
Hibrido
Hibrido
Hibrido

Polinizagdo aberta
Polinizagdo aberta
Polinizagdo aberta
Polinizagdo aberta
Polinizagdo aberta

Polinizagdo aberta
Polinizagdo aberta

Polinizag&o aberta
Polinizagdo aberta
Polinizag&o aberta
Polinizag&o aberta
Polinizag8o aberta
Polinizagdo aberta
Polinizag8o aberta
Polinizagdo aberta
Polinizag8o aberta
Polinizag&o aberta
Polinizag8o aberta
Polinizagdo aberta
Polinizag8o aberta
Polinizag&o aberta
Polinizagdo aberta
Polinizag&o aberta
Polinizagdo aberta
Polinizag&o aberta
Polinizagdo aberta
Polinizag&o aberta
Polinizagdo aberta
Polinizag&o aberta
Polinizagdo aberta
Polinizag&o aberta
Polinizagdo aberta
Polinizag&o aberta
Polinizagdo aberta
Polinizag&o aberta
Polinizagdo aberta
Polinizag&o aberta
Polinizagdo aberta
Polinizag&o aberta
Polinizagdo aberta
Polinizag&o aberta
Polinizagdo aberta
Polinizag&o aberta
Polinizagdo aberta
Polinizagdo aberta

Polinizagdo aberta

Banco de germoplasma
Cultivar
Cultivar

Banco de germoplasma

Banco de germoplasma

Banco de germoplasma
Banco de Germoplasma

Banco de Germoplasma
Cultivar
Banco de Germoplasma
Cultivar
Dominio Publico 1
Dominio Plblico 1
Apoata IAC
Dominio publico 3
Dominio Publico 1
Dominio publico 4
Dominio publico 5
Dominio publico 4
Dominio publico 6
Dominio publico 7
Dominio publico 7
Dominio publico 8
Dominio publico 9
Dominio publico 10
Dominio publico 3
Dominio publico 3
Dominio publico 4
Dominio publico 4
Dominio publico 4
Dominio publico 4
Dominio publico 10
Dominio publico 11
Dominio Publico 1
Dominio publico 11
Dominio publico 15
Dominio publico 7
Dominio publico 7
Dominio publico 11
Dominio publico 12
Dominio publico 6
Dominio publico 10
Dominio publico 10
Dominio publico 10
Dominio publico 10

Banco de germoplasma
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89
90
91
92
93
94
95
9%
97
98
99
100
101
102
103
104
105
106
107
108
109
110
111
112
113
114
115
116
117
118
119
120
121
122
123
124
125
126
127
128
129
130
131
132
133
134

N1
N16
AS10
AS2
P42
R152
AR106
GJ5
GJ3
LB22
LB88
LB68
LB33
LB20
LB102
LB12
LB110
LB60
LB15
LB10
GJ30
B3T8P54
GJ8
BAG28
BAG19
BAG21
BRS3220
GJ25
BRS1216
BAG26
BRS3213
BAG24
BRS3210
BAG33
BAG34
BAG23
BAG22
VP148
BRSOuroPreto120
BRSOuroPreto125
Con854
Con1048
BRS3137
BRS2336
BRSOuroPreto203
BRS2299

Hibrido
Hibrido
Hibrido
Hibrido
Hibrido
Hibrido
Hibrido
Hibrido
Hibrido
Hibrido
Hibrido
Hibrido
Hibrido
Hibrido
Hibrido
Hibrido
Hibrido
Hibrido
Hibrido
Hibrido
Hibrido
Hibrido
Hibrido
Hibrido
Hibrido
Hibrido
Hibrido
Hibrido
Hibrido
Hibrido
Hibrido
Hibrido
Hibrido
Hibrido
Hibrido
Hibrido
Hibrido
Hibrido
Conilon
Conilon
Conilon
Conilon
Hibrido
Hibrido
Conilon
Hibrido

Polinizagdo aberta
Polinizag&o aberta
Polinizagdo aberta
Polinizag&o aberta
Polinizagdo aberta
Polinizag&o aberta
Polinizagdo aberta
Polinizag&o aberta
Polinizagdo aberta
Polinizag&o aberta
Polinizag&o aberta
Polinizag8o aberta
Polinizagdo aberta
Polinizag8o aberta
Polinizagdo aberta
Polinizagdo aberta
Polinizag&o aberta
Polinizag8o aberta
Polinizagdo aberta
Polinizag8o aberta
Polinizag&o aberta
Emcapa03 x Robusta2258
Polinizag&o aberta
Polinizagdo aberta
Emcapa03 x Robustal675
Robustal675 x Cpafro194
Emcapa03 x Robustal675
Polinizagdo aberta
Emcapa03 x Robustal675
Emcapa03 x Robusta2258
Emcapa03 x Robusta2258
Emcapa03 x Robustal675
Emcapa03 x Robusta2258
Polinizagdo aberta
Polinizag&o aberta
Polinizagdo aberta
Emcapa03 x Robusta2258
Polinizagdo aberta
Polinizag&o aberta
Polinizagdo aberta
Polinizag&o aberta
Polinizagdo aberta
Polinizag&o aberta
Polinizagdo aberta
Polinizagdo aberta

Polinizagdo aberta

Dominio publico 4
Dominio publico 4
Dominio publico 10
Dominio publico 10
Dominio publico 13
Dominio publico 9
Dominio puablico 14
Dominio Publico 1
Dominio Publico 1
Dominio publico 7
Dominio publico 8
Dominio publico 9
Dominio publico 10
Dominio publico 11
Dominio publico 12
Dominio publico 13
Dominio publico 14
Dominio publico 15
Dominio publico 16
Dominio publico 17
Dominio Plblico 1
Banco de germoplasma
Dominio Publico 1
Banco de germoplasma
Banco de germoplasma
Banco de germoplasma
Cultivar
Dominio Publico 1
Cultivar
Banco de germoplasma
Cultivar
Banco de germoplasma
Cultivar
Banco de germoplasma
Banco de germoplasma
Banco de germoplasma
Banco de germoplasma
Dominio publico 6
Cultivar
Cultivar
Banco de germoplasma
Banco de germoplasma
Cultivar
Cultivar
Cultivar

Cultivar
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135 BRSOuroPreto130 Conilon Polinizagdo aberta Cultivar
136 BRSOuroPreto199 Hibrido Polinizag&o aberta Cultivar
137 BRSOuroPreto184 Conilon Polinizagdo aberta Cultivar
138 BRSOuroPreto155 Conilon Polinizag&o aberta Cultivar
139 BRS3193 Hibrido Polinizagdo aberta Cultivar
140 BRS2314 Hibrido Emcapa03 x Robusta640 Cultivar

2.1.2 Andlise de qualidade de marcadores moleculares SNP

O conjunto de dados dos SNPs foram filtrados com os seguintes parametros de
qualidade: MinDP3, DPrange15-750, Miss0,4, MAF0,01 e MinQ10 e CR0,95. As analises de
qualidade foram conduzidas em ambiente RStudio version 4.2.1. SNP com valores de qualidade
inferiores aos estabelecidos por estes critérios foram removidos.

MinDP3 é a profundidade minima de sequenciamento por SNP e por individuo. SNP
com valores inferiores ao determinado por este parametro foram considerados como dados
ausentes; DPrange é o intervalo médio de profundidade de sequenciamento dos individuos para
a qual um SNP ¢é mantido. Os marcadores SNP com cobertura média nos individuos fora da
faixa determinada em cada filtro foram removidos; Miss é a porcentagem de dados ausentes
aceitos nos individuos apos a filtragem pelo parametro MinDP. Marcadores SNP com valores
de Miss acima do definido no parametro foram removidos; MAF é uma medida relacionada
com a variacdo dos alelos na populacdo, em que alelos de menor frequéncia por serem pouco
informativos e ndo representarem relevancia genética nos individuos, sdo retirados; Call Rate
refere-se a uma medida para eliminar SNP com grande quantidade de valores perdidos; MinQ
é a qualidade minima aceita para SNP. Sendo assim, SNP com valores de qualidade abaixo dos

estabelecidos pelos critérios de qualidade utilizados no presente estudo, foram removidos.

2.1.3 Analise de diversidade genética

Para a analise de diversidade genética, os dados dos SNPs foram codificados como 0, 1
e 2. Uma vez que se trata de marcadores bialélicos e codominantes, 0 indica individuos
homozigotos para o alelo menos frequente, 1 indica individuos heterozigotos e 2 indica
individuos homozigotos para o alelo mais frequente. Desse modo, cafeeiros que apresentaram
gendtipos AT AL AL A2ouA?2A?foram codificados como 11, 12 e 22, respectivamente.

A diversidade foi avaliada através de uma matriz de dissimilaridade genética calculada
utilizando-se os coeficientes de dissimilaridade de Nei (Nei; Li 1979). A matriz foi gerada com
0 auxilio da funcdo Nei.dist do pacote Poppr e, posteriormente, foi realizado um agrupamento

hierarquico com a funcdo Hclust empregando o parametro de Média de Ligacdo Média entre
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Grupos (UPGMA). O dendrograma foi obtido por meio da fungdo Fviz- dend do pacote
FactoExtra. Todas as analises foram conduzidas em ambiente RStudio version 4.2.1

2.2 Marcadores Moleculares associados a resisténcia a ferrugem e CBD

Dos 140 cafeeiros analisados no estudo de diversidade genética molecular, uma amostra
de 110 cafeeiros foi selecionada para identificar os alelos de resisténcia presentes nos diferentes
locos via marcadores moleculares. Assim, esses cafeeiros foram analisados com marcadores
moleculares ligados a genes que conferem resisténcia as duas principais doencas fungicas que
acometem o cafeeiro: Ferrugem causada pelo fungo Hemileia vastatrix e Coffee berry disease
(CBD) causada por Colletotrichum kahawae. Os cafeeiros analisados estdo na Tabela 2.

Foram extraidos DNA gendmico de amostras foliares dos 110 cafeeiros. O material foi
coletado e enviado ao laboratério de Biotecnologia do Cafeeiro — BioCafé, na Universidade
Federal de Vicosa, Minas Gerais, Brasil. A extragdo do DNA gendmico foi realizada pelo
método proposto por Diniz et al. (2005). A qualidade do DNA foi testada em gel de agarose e
a quantificacdo realizada em NanoDrop 2000 (Thermo Fisher Scientific, Waltham,
Massachusetts, EUA). As amostras de DNA foram padronizadas a 25 ng-uL ! e armazenadas a
—20 °C até a analise.

O DNA purificado dos cafeeiros foi amplificado com oito marcadores moleculares
identificados em estudos prévios como associados a genes que conferem resisténcia a Hemileia
vastatrix e a Colletotrichum kahawae (Tabela 3). Foram analisados cinco locos associado a
resisténcia a H. vastatrix, sendo o loco S3 monitorado com os marcadores Sat244 e BA-124 -
12K-f (Mahé et al., 2008), aqui denominado de Loco A. O QTL-GL2, denominado Loco B,
monitorado pelo marcador SSR016 (Combes et al., 2000). O QTL-GL5, denominado Loco C,
monitorado pelo marcador CaRHv9 (Almeida et al., 2021). O gene candidato NB-ARC, Loco
D, monitorado pelo marcador CARF005 (Barka et al., 2020) e o Loco E, para outro gene
candidato a resisténcia HdT_LRR_RLK2, monitorado pelo marcador RLK2 (Almeida et al.,
2021). Para andlise de resisténcia a C. kahawae foi avaliado o gene Ck-1, nomeado de Loco F.
Este foi monitorado por dois marcadores que flanqueiam o gene, Sat235 e Sat207 (Gichuru et
al., 2008; Alkimim et al., 2017). Os cafeeiros na Tabela 2 estdo enumerados de acordo com a
Tabela 1. Por isso, a numeracao dos cafeeiros da Tabela 2 ndo esta em ordem continua, uma

vez que € uma amostra de 110 cafeeiros provenientes dos 140 cafeeiros da Tabela 1.
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Tabela 2: Identificacdo dos gendtipos de cafeeiros analisados, pertencentes ao banco de germoplasma e programa de melhoramento da Embrapa
Rondbnia, além de clones provenientes de produtores do estado de Rondénia (clones de dominio publico).

Cafeeiro Identificacdo Cafeeiro Identificagdo Cafeeiro Identificacdo Cafeeiro Identificacdo Cafeeiro Identificacéo

1 RobIAC8 38 Con795 70 N13 94 R152 119 BRS3213
3 BAG32 39 Conb566 71 N12 95 AR106 120 BAG24
4 BAG30 40 Conl54 72 N2 96 GJ5 121 BRS3210
12 Rob224 43 Con4650 73 N8(G8) 97 GJ30 122 BAG33
13 Rob211 46 Con201 74 AS12 98 LB22 123 BAG34
14 AP7 47 Con530 75 GB1 99 LB88 124 BAG23
15 APG6 48 Con69 76 GJ21 100 LB68 125 BAG22
16 AP4 49 Conb556 77 GB4 101 LB33 129 Con854
17 AP5 50 Con796 78 WP6 102 LB20 130 Con1048
18 AP1 53 BRS2357 79 LB160 103 LB102 131 BRS3137
19 AP3 54 GJ2 80 LB7 104 LB12 132 BRS2336
20 AP2 55 GJ20 81 GB7 105 LB110 134 BRS2299
21 BAG29 56 AP8 82 BG180 106 LB60 139 BRS3193
22 Rob272 57 SK244 83 P50 107 LB15 140 BRS2314
23 Rob124 58 GJ1 84 AS1 108 LB10 - -
24 Rob128 59 N7 85 AS5 109 GJ30 - -
25 Rob36 61 N32 86 AS6 111 GJ8 - -
26 Rob32 62 VP156 87 AS7 112 BAGI19 - -
27 Rob126 64 LB80 88 BAG41 113 BAG21 - -
28 Rob63 65 L1 89 N1 114 BAG28 - -
30 Rob65 66 R22 90 N16 115 BRS3220 - -
31 Rob66 67 AS3 91 AS10 116 GJ25 - -
36 BAG89 68 SK80 92 AS?2 117 BRS1216 - -

37 Con1089 69 SK41 93 P42 118 BAG26 - -
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Tabela 3: Descrigdo dos marcadores moleculares utilizados na SAM, que estdo associados a genes que conferem resisténcia a Hemileia vastatrix
e a Colletotrichum kahawae.

Resisténcia Loco Marcador  Gene marcado Primers T (°C) Referéncia
F: GCATGTGCTTTTTGATGTCGT ) .
Sat244 52 Mahé et al. 2008; Alkimin et al. 2017
A 5.3 R:GCATACTAAGGAATTATCTGACTGCT
4 F: TGATTTCGCTTGTTGTCGAG ) .
BA-124 - 12K-f 56 Mahé et al. 2008; Alkimin et al. 2017
R: TGCAGATTGATGGCACGTTA
F:ACCCGAAAGAAAGAACCAAG .
B SSRO16 QTL-LG2 65 Combes et al. 2000; Almeida et al., 2021
Hemileia R: CCACACAACTCTCCTCATTC
vastatrix F: TGATGAAGAAGAGCGCATAGC .
C CaRHV9 QTL-LG5 65 Almeida et al., 2021
R:GTCTAAGACCAGAATCAGATGG
F.:GGACATCAACACCAACCTC
D CARF005 NB-ARC 60 Alvarenga et al., 2011; Barka et al., 2020
R:ATCCCTACCATCCACTTCAAC
F: GCTCACAGGTCCGATTCCTCTG )
E RLK 2 HAT_LRR_RLK2 66 Almeida et al. 2021
R:TTTGGGAATAGGCCCGGAAAGA
F: TCGTTCTGTCATTAAATCGTCAA _ o
Sat235 50 Gichuru et al. 2008; Alkimin et al. 2017
Colletotrichum . - R: GCAAATCATGAAAATAGTTGGTG
kahawae R: GAAGCCGTTTCAAGCC . -
Sat207 50 Gichuru et al. 2008; Alkimin et al. 2017

F: CAATCTCTTTCCGATGCTCT
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2.2.1 Marcadores ligados ao gene Sn3 de resisténcia a Hemileia vastatrix

Foram utilizados como controles trés genotipos portadores do gene Sw3 (CIFC H147,
CIFC H153/2 e S.288) e dois gendtipos suscetiveis (Caturra Vermelho (CIFC 19/1) e Catuai
Vermelho IAC 64 (UFV 2148/57). A genotipagem foi realizada com um marcador SCAR (BA-
124-12K-f) e um marcador SSR (Sat244), ambos identificados por Mahé et al. (2008) como
marcadores ligado ao gene SH3 (Tabela 3).

A amplificacdo por PCR foi realizada em um volume final de 25 uL contendo 50 ng de
DNA gendémico, 1 x tampdo Tagq DNA polimerase, 2,0 mM de MgCl», 0,1 mM de dNTPs, 0,4
UM de cada primer e 0,5 unidades de Taqg DNA polimerase (Invitrogen). As reacdes foram
realizadas em termocicladores PTC-200 (MJ Research) e Veriti (Applied Biosystems), com as
seguintes condicdes: desnaturacdo inicial por 5 min a 95°C, 35 ciclos de 45 s a 94°C,
anelamento por 45 s a temperaturas especificas para cada primer, extensdo por 45 s a 72°C e
uma extensdo final por 10 min a 72°C. A genotipagem foi conduzida por eletroforese capilar

em sequenciador ABI 3130xI Genetic Analyzer — AppliedBiosystems.

2.2.2 Marcadores moleculares ligados aos QTL que conferem resisténcia as racgas I, 1l e
ao patétipo 001 de H. vastatrix
Visando identificar individuos que apresentem resisténcia as racas I, 1l e patétipo 001

de H. vastatrix, foram utilizados dois marcadores moleculares, que correspondem aos locos B
e C. O Loco B ¢ um QTL (Quantitative Trait Locus) localizado no grupo de ligacdo 2 (GL2)
do mapa genético e pode ser monitorado pelo marcador codominante SSR016 (Combes et al.,
2000). O Loco C corresponde a outro QTL localizado no grupo de ligagéo 5 (GL5), associado
ao marcador dominante CaRHv9 (Tabela 3).

A amplificagdo do marcador SSR0O16 foi realizada em um volume final de 20 pl,
contendo 50 ng de DNA gendmico, tampdo de reacdo de PCR 1X, 1,0 mM de MgClz, 0,15 mM
de cada ANTP, 0,1 uM de cada primer e 0,6 unidade de Tag DNA polimerase (Invitrogen),
completando o volume com agua milli-Q. Para a amplificagéo foi utilizado o procedimento
touchdown PCR, que consistiu em: etapa de desnaturacdo a 94°C por 2 minutos; 10 ciclos de
desnaturagéo 94°C por 30 segundos, anelamento a 66°C por 30 segundos, reduzindo 1°C a cada
ciclo, e extensdo a 72°C por 30 segundos; seguidos por mais 30 ciclos de desnaturacdo a 94°C,
anelamento a 57°C e extensdo a 72°C, com 30 segundos cada etapa. A extensdo final foi
realizada a 72°C por 20 minutos. A genotipagem foi conduzida por eletroforese capilar em

sequenciador ABI 3130xI Genetic Analyzer — AppliedBiosystems.
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A amplificacdo do marcador CaRHv9 foi realizada em um volume final de 20 pl,
contendo 50 ng de DNA gendmico, tampé&o de reacdo de PCR 1X, 2,0 mM de MgCl,, 0,15 mM
de cada dANTP; 0,1 uM de cada primer e 1 unidade de Tag DNA polimerase (Cellco),
completando o volume com agua milli-Q. A amplificacdo consistiu em etapa de desnaturacédo
a 94°C por 5 minutos; 32 ciclos de 94°C 30 segundos, 65°C 30 segundos e 72°C 1 minuto;
extensdo final de 72°C por 10 minutos. Os produtos da PCR foram verificados por eletroforese
em gel de agarose 1,5% e visualizados por meio de coloracdo com Brometo de Etidio (0,5
pug.ml-1).

Os controles utilizados foram o Hibridos de Timor UFV 443-03 e Catuai Amarelo IAC

64, como resistente e suscetivel, respectivamente.

2.2.3 Marcador funcional NB-ARC de resisténcia a H. vastatrix

O marcador dominante CARF005 é derivado de RGA (Disease Resistance Gene
Analogs). Este amplifica uma regido do DNA a qual codifica uma proteina potencialmente
envolvida na resisténcia do cafeeiro a ferrugem.

Os reagentes de PCR foram tampéo de reacao de PCR 1X, dNTPs 0,2 mM, primers 0,2
uM, MgCl2 1 mM, 0,8 unidades Taq polimerase (Invitrogen) e 5 ng de DNA em um volume de
reagao de 20 ul. A amplificacdo consistiu em: desnatura¢do do DNA a 95°C por 5 min, seguida
por 35 ciclos de 94°C por 30s, 60°C por 30s e 72°C por 1 min e uma extenséo a 72°C por 10
min. Os produtos da PCR foram analisados por eletroforese em gel de agarose 1,5% e
visualizados por meio de coloragdo com Brometo de Etidio (0,5 pg.ml-1).

Os controles utilizados foram o Hibridos de Timor CIFC 832/2 e Caturra Vermelho
CIFC 19/1, como resistente e suscetivel, respectivamente.

2.2.4 Marcador funcional RLK de resisténcia a Hemileia vastatrix

Almeida et al. (2021) identificaram e clonaram o gene denominado HdT_LRR_RLK2,
através da triagem de BACSs correspondentes a Hibrido de Timor CIFC 832/2. Com base neste
gene, desenvolveram o marcador funcional RLK2 (Tabela 3).

A amplificacdo por PCR para este marcador foi realizada em um volume final de 20 pl,
contendo 50 ng de DNA gendmico, tampéo de reacdo PCR 1x, 1 mM de MgCl>, 0,15 mM de
cada ANTP, 0,1 uM de cada primer e 1 unidade de Tag DNA polimerase (Invitrogen),
completando o volume com agua milli-Q estéril. A amplificacdo foi realizada a partir de uma
desnaturacao inicial a 94°C por 5 min, seguido de 34 ciclos de amplificacdo de desnaturacdo a

94°C por 30 s, anelamento a 66°C por 30 s; extensdo a 72°C por 1 min e uma extenséo final de
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72°C por 10 min. A genotipagem foi conduzida por eletroforese capilar em sequenciador ABI
3130xI Genetic Analyzer — AppliedBiosystems.
Os genotipos Hibrido de Timor CIFC 832/1 e Caturra Vermelho CIFC 19/1 foram

utilizados como controle resistente e suscetivel, respectivamente.

2.2.5 Marcadores SSR ligados ao gene Ck-1 de resisténcia a C. kahawae

Foram utilizados os marcadores moleculares Sat207 e Sat235, ligados ao gene Ck-1.
Esses foram identificados e mapeados por Gichuru et al. (2008) e validados por Alkimim et al.
(2017) (Tabela 3). Como controle foram utilizados trés gendétipos sabidamente portadores do
gene Ck-1 (Hibridos de Timor UFV 377-15 e UFV 440-10 e a cultivar MGS Catigué 3) e dois
gendtipos suscetiveis (Caturra Vermelho - CIFC 19/1 e Catuai Vermelho IAC 64 - UFV 2148-
57).

A amplificag¢do por PCR foi realizada em um volume final de 25 pL, contendo 50 ng de
DNA gendmico, tampé&o de reacgdo de PCR 1X, 2,0 mM de MgClz, 0,1 mM de cada dNTP, 0,4
uM de cada primer e 0,5 unidade de Tag DNA polimerase (Invitrogen), completando o volume
com agua milli-Q. As reacdes foram realizadas em termociclador PTC-200 (MJ Research) e
Veriti (Applied Biosystems) e consistiram em uma fase inicial de desnaturacdo a 95°C por 5
minutos; 35 ciclos a 94°C por 45 segundos, com temperaturas de anelamento de 50 °C por um
periodo de 45 segundos e extensdo a 72° C por 45 segundos; e extensdo final a 72° C por 10
minutos. A genotipagem foi conduzida por eletroforese capilar em sequenciador ABI 3130xI

Genetic Analyzer — AppliedBiosystems.

3. RESULTADOS
3.1 Estudo de Diversidade Genética Molecular

Apbs as analises de qualidade, foram obtidos 39.329 marcadores SNPs para C.
canephora. Estes marcadores foram usados para obter uma matriz de dissimilaridade genética.
Utilizando a técnica de agrupamento UPGMA a partir dos valores da matriz de distancia gerada
foi obtido um dendrograma (Figura 1) constituido por cinco grupos, sendo trés grupos maiores
e dois grupos menores.

O grupo | foi formado por dois cafeeiros (RobIAC8 e C25). O grupo Il foi formado por
33 cafeeiros. Este grupo pode ser divido em cinco subgrupos (lla, 1lb, llc, Ild e Ile). O grupo
I11 ficou composto por 18 cafeeiros, e também pode ser dividido em cinco subgrupos (l11a, 111b,
Illc, llld e Ille). O grupo IV assim como o grupo |, compde apenas dois cafeeiros (GJ2 e GJ20).
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O ultimo e maior grupo (grupo V) foi formado por 85 cafeeiros. Este pode ser subdividido em
oito subgrupos (Va, Vb, Vc, Vd, Ve, V1, Vg e VVh).

No grupo Il ficou agrupado a maioria dos cafeeiros da variedade botanica Robusta. Dos
33 cafeeiros contendo o passaporte de Robusta, 30 ficaram alocados nesse grupo. O RobIAC8
ficou no grupo I, que é o mais proximo geneticamente do grupo Il. Dessa forma, os Robustas
ficaram agrupados separadamente dos demais. O acesso identificado como Apoatd AP8
(individuo 56) ficou separado, indicando que este cafeeiro pode ser um hibrido e ndo um
Robusta como definido no passaporte. Os Robustas que ficaram nesse grupo foram introduzidos
do Instituto Agronémico de Campinas (IAC) e mantido no BAG da Embrapa Ronddnia. Estéo
incluidos nesse grupo os acessos provenientes da Cole¢do 5, 10, 1655, 2258-1, 2286 do IAC,
0s Guarini e os Apoatd IAC. Os cafeeiros Guarini (RobGuarini 2102, RobGuarini 2109,
RobGuarini 2104, RobGuarini 2107 e RobGuarini 2106) ficaram alocados no subgrupo Ilb e as
sete plantas de Apoaté no llc. Trés plantas da BAG de Rondonia, que tinham o passaporte de
hibrido intervarietal, ficaram no grupo 11, BAG29, BAG30 e BAG32, sugerindo que sdo plantas
da variedade botanica Robusta.

No grupo Ill ficou a maioria dos cafeeiros Conilon pertencentes ao banco de
germoplasma da Embrapa Rond6nia (Con1089, Con566, Con154, Con4650, Con201, Con530,
Con69, Con556, Con796), além de cafeeiros BRSOuroPreto (BRSOuroPreto73,
BRSOuroPreto61, BRSOuroPreto88, BRSOuroPreto89 e BRSOuroPreto160) que também
pertencem a essa variedade botanica.

O ultimo e maior grupo (grupo V), alocou os cafeeiros hibridos, obtidos por polinizacao
aberta. A grande maioria, foi selecionada em campo pelos produtores locais. Observa-se no
subgrupo Ve, uma concentracdo de cafeeiros iniciados pela sigla LB (LB22, LB88, LB68,
LB33, LB020, LB102, LB12, LB110, LB60, LB15 e LB010), obtidos no campo de um unico
produtor.

Nove hibridos Fi, provenientes de cruzamentos artificiais entre cafeeiro Conilon e
Robusta, foram incluidos na andlise. Desses, oito hibridos, BAG19, BAG21, BRS3220,
BRS1216, BAG26, BRS3213, BAG24 e BRS3210 formaram o subgrupo Vf. O outro cafeeiro
comprovadamente hibrido F1, 0 BRS2314, ficou no subgrupo Vh. No Vh estdo também outras
cultivares da Embrapa de polinizacdo aberta, BRS3193, BRS2299, BRSOuroPreto203,
BRSOuroPreto130, BRSOuroPreto184 e BRSOuroPreto155, indicando serem essas cultivares

hibridos intervarietais.
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Figura 1: Dendrograma gerado pela anélise de 39.329 marcadores SNP obtido agrupamento
hierarquico empregando o pardmetro de Media de Ligacdo Média entre Grupos (UPGMA)
baseado na matriz de dissimilaridade no complemento aritmético do indice ndo ponderado de
151 gendtipos de Coffea canephora.

Analisando as 10 cultivares BRS lancadas pela Embrapa Rondbnia, observa-se que
apenas a cultivar BRS2357 ficou alocada no grupo Ill. Essa € a Unica cultivar que foi langada
do grupo varietal Conilon, as demais foram langadas como hibrido intervarietal, o que foi
confirmado pelos dados moleculares. Essas cultivares hibridas ficaram alocadas no grupo V,
distribuidas entre o subgrupo Vf (BRS3220, BRS1216, BRS3213 e BRS 3210), subgrupo Vg
(BRS3137 e BRS2336) e subgrupo Vh (BRS2299, BRS3193 e BRS2314).
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3.2 Marcadores Moleculares associados a resisténcia a ferrugem e CBD

3.2.1. Marcadores ligados ao gene Sn3 de resisténcia a H. vastatrix (Loco A)

Na Tabela 4 € apresentada a genotipagem de 110 cafeeiros para cada marcador analisado
nesse estudo. Esses cafeeiros foram analisados com dois marcadores ligados ao gene Sn3 de
resisténcia a H. vastatrix.

O marcador Sat244 é codominante, possibilitando a diferenciacdo dos individuos
homozigotos e heterozigotos. Analisando o Sat244, observou-se sete cafeeiros heterozigotos
portadores do gendtipo Aa e 103 com genotipo homozigoto recessivos (aa). J& 0 marcador BA-
124-12K-f é dominante, permitindo identificar gen6tipos A_ e aa. Analisando este marcador,
foi identificado 19 cafeeiros A_.

Apenas o cafeeiro 3, BAG32, apresentou marcas associadas a resisténcia para os dois
marcadores moleculares, sendo heterozigoto para Sat244. Os demais apresentaram apenas a
banda de resisténcia para um Unico marcador, o que indica recombinacdo entre os dois
marcadores. Nos cafeeiros 13, 18, 20, 28, 50, 56, 70, 81, 84, 87, 88, 105, 108, 117, 118, 125,
132 e 139 observou-se a marca de resisténcia para o marcador BA-124-12K-f, sendo, portanto,
genotipados como A_. Todavia, para 0 marcador Sat244 a marca de resisténcia ndo se
encontrava (aa). Ao analisar o marcador Sat244, os cafeeiros 12, 21, 23, 27, 57 e 90
apresentaram a marca de resisténcia, mas quando analisados com o BA-124-12K-f foram
suscetiveis.

Foram considerados como cafeeiros portadores do gene Snu3 apenas 0s que possuiram
a marca de resisténcia para os dois marcadores moleculares analisados. Sendo assim, apenas o
cafeeiro 3 (BAG 32) foi considerado portador do gene Sn3. O gene SH3 é proveniente da espécie
C. liberica. Sedo assim, ja era esperado que este loco de resisténcia a ferrugem, ndo fosse

encontrado em um grande namero de cafeeiros da espécie C. canephora analisados.

3.2.2 Marcadores moleculares ligados aos QTL que conferem resisténcia as ragas I, 1l e
ao patétipo 001 de H. vastatrix (Loco B e C)
Marcadores moleculares associados aos QTL-GL2 (grupo de ligacdo 2) e QTL-GL5

(grupo de ligacdo 5) também foram utilizados para verificar a presenca de genes de resisténcia
a H. vastatrix. Estes QTLs estdo no mapa genético construido por Pestana et al. (2015).

A anélise do loco B (Tabela 4) foi realizada por meio do marcador SSR016 (Combes et
al., 2000; Almeida et al., 2021), ligados a0 QTL-GL2. Este apresenta padrdo de banda

codominante, identificando individuos homozigotos e heterozigotos (BB, Bb e bb). Sendo
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assim, 47 cafeeiros apresentaram o alelo de resisténcia do QTL-GL2 em homozigose dominante
(BB), 41 cafeeiros em heterozigose (Bb) e 22 cafeeiros em homozigose recessiva (aa).

Analisando o marcador CaRHV9 que esta ligado ao QTL-GL5 (Loco C), foi possivel
observar que 51 cafeeiros apresentaram o alelo de resisténcia. Este marcador apresenta padrédo
de bandas dominantes, ndo sendo possivel diferenciar individuos homozigotos de
heterozigotos. Desse modo, individuos contendo a marca tiveram o genotipo denominado de
C..

Observou-se, portanto, que a maioria dos acessos analisados possuem o alelo de
resisténcia no loco B ou no loco C ou em ambos. A presenca de alelo de resisténcia em apenas
um dos locos pode conferir resisténcia em campo, a depender da ocorréncia dos patdgenos de
H. vastatrix na regido. Alelo de resisténcia nos dois locos, o que ocorreu em 45 cafeeiros, pode
conferir resisténcia mais duradoura ao patdgeno. Esse resultado demonstra o potencial desses
cafeeiros de Rondonia como fonte portadora de gene que confere resisténcia araca |l e Il e
patétipo 001 de H. vastatrix.



Tabela 4. Selecdo Assistida por Marcadores Moleculares associados a resisténcia do cafeeiro a ferrugem nos genes Sn3 (Loco A), QTL para
resisténcia as racas |, Il e ao patotipo 001 (Loco B e C); NB-ARC (Loco D); HIT LRR RLK2 (Loco E); e Ck-1 para CBD (Loco F).
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Cafeeiro| BA124  Sat244 SH3 SSR016 QTL-GL2 | CaRHv9 QTL-GL5 | CARF005  SH10 RLK2 HAT_LRR_RLK2 | Sat207  Sat235 Ck-1
1 aa aa A bb A cc A D_ P ee A FF ff A
3 A_ Aa P BB P cc A dd A ee A FF ff A
4 aa aa A BB P C_ P D_ P E P ff FF A

12 aa Aa A Bb P cc A D_ P ee A FF FF P
13 A_ aa A bb A cc A D_ P E_ P ff ff A
14 aa aa A Bb P cc A D_ P ee A FF FF P
15 aa aa A bb A cc A D_ P E_ P FF FF P
16 aa aa A Bb P cc A D_ P E_ P FF ff A
17 aa aa A bb A cc A dd A ee A FF FF P
18 A aa A bb A cc A dd A ee A ff ff A
19 aa aa A bb A cc A dd A ee A FF ff A
20 A aa A Bb P cc A dd A ee A FF FF P
21 aa Aa A Bb P cc A D_ P E_ P FF ff A
22 aa aa A BB P cc A D_ P ee A FF ff A
23 aa Aa A Bb P cc A dd A ee A FF ff A
24 aa aa A BB P C_ P D_ P ee A ff f A
25 aa aa A BB P C_ P D_ P E_ P ff FF A
26 aa aa A Bb P cc A D_ P ee A FF ff A
27 aa Aa A Bb P cc A dd A E_ P FF ff A
28 A aa A bb A cc A D_ P E_ P ff FF A
30 aa aa A Bb P cc A dd A ee A FF FF P
31 aa aa A BB P cc A D_ P ee A FF ff A
36 aa aa A Bb P C P D P E P ff FF A

P: Presenca do alelo de resisténcia no loco; A: Auséncia do alelo de resisténcia no loco.
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...Continuacédo Tabela 4

FF
ff
FF
ff
ff
ff
ff
ff
ff
ff
FF
ff
FF
FF

ff
ff
ff
ff
ff
ff
FF
ff
ff
ff
FF

Ff

FF
FF
ff
ff
ff
ff
ff
ff
ff
FF
FF
ff

Ff

ff
FF
ff

Ff

ff
FF
ff
FF
FF

ee
ee
ee

ee
ee

ee
ee
ee
ee
ee
ee

EE
ee
ee
ee
ee
ee
ee
ee
ee
ee

dd

dd
dd

cC

cC
cC
cC

cC

cC

cC

cC

BB
Bb

BB
Bb

BB
bb
BB
BB
BB
BB
bb
BB
bb
bb
Bb

Bb

Bb

Bb

Bb

bb
BB
BB
bb
BB

aa
aa
aa
aa
aa
aa
aa
aa
aa
aa
aa
aa
aa
aa

Aa

aa
aa
aa
aa
aa
aa
aa
aa
aa

aa
aa
aa

aa
aa
aa
aa
aa
aa
aa
aa
aa
aa

aa
aa
aa
aa
aa
aa
aa
aa
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37

38

39

40
43
46

47

48

49

50
53
54
55
56
57

58
59
61

62

64

65

66
67

68
P: Presenca do alelo de resisténcia no loco; A: Auséncia do alelo de resisténcia no loco.




37

o <oo o <ddaddaoa a2 <o L
LL L LL L L 4 ¢ LL L L % % g oy g L L L g L L L L Ll g
LL LWL W WS %W W% % LW LWl
LL y— LL L L L 4= L 4= 4= % 4y L g L L = 4= L 4= LL L - LL LL
T T T TR T T e T TR T T TR T R T TE
oo daoadadddao <o << <a<aan <o
[¢B] [¢B] [¢B] v D v D v O OO oD [«B] v D
s uywy]y oy o ooy ooy oeo oo old oldw o o wd
oo <<ooooooooo<<aoaono<<aoaoo oo

=} ° =} =}
aapaNal-Nalalaalapalapalalh-NalalNalh-NalalalaR: A
oo oo ]ddddaoao oo oaoa<ddoadoodddao <o o
O O O o [&] O O o

ONOGHONONOMEEEIINONONONONONENONENONOEEIENONOEENON®)
oo o d<oaoaooooooaoddaoaddooooooo o o
MoococoocooMmMMOOMMoocoocoMmMomMMMoMmMoaonm
moOMOMMmMoomMmmMmoMnmMoMmbO Mmoo mMmMoOMO0mMmMOMm
AL CECECECECECECE QXL

NP - T T o o T~ - O T T S o T~ B~ O T T o o o S~ > T
aaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaAaaa

©

Q

[

T

FTCTIRSIIRSIIRISCIRRCIRICCIRIRR
S

[

=

SO0 NOITOLON~ND0DO ANMILOONO0DO N D

C6_/77777777788888888889999

P: Presenca do alelo de resisténcia no loco; A: Auséncia do alelo de resisténcia no loco.



38

(AL CCCaCCCCL
LL LL L LL Y= 4= y— 4= S L gy %= ym 4= 4= %= I 4= L L 4= L y— - LL
LL LL LL L L % S 4= L ] Y% LL Y% S Y= L |] Y% || LL Y% L Y% % ||
e T S v v v N I N e VI T v
Y G U= ] M= S S L Y= Y= U= Y= Y= ) N ] Y% Y= Y= L Y= Y= Y= Y= Y
a2 oo << <L
(<] L DLV LV DV DD DLV DV DD DD B} W o o o o o (] (]
O Wl O O VDLV OO VL DL OO OO W OoOWUW P O O OO O W oW o
oooooocoocooocoococoaaoodCd << oo oo
T T T O ie] =)

aNaNaNalNalNalalallalalalaloNalalh-Ih-I-I-Nalk-Nalh-Nala)
oo dadaddd <o A< a <L
0080808888 8LLLL88888380L 38U S8
oo <<oooooaoooooooa<<aoaLaoaaon
oMM Moo MO0OMoN o909
aa I an o a e R a R e A R S R e a R a [ a a i aa e a Q' Qe A a N a A I a'a QR a a R a a RS Iy a QNS TS Iy a a Iy a 0
AL CECECECECECECE QXL

4aaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaa
aaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaa

©

o]

o

= 4+

TSRS IRSIIRCIRCIIRIRISIRBRBCCR
S

=

e

c O 1 AN M LD ©O -0 O 1 AN M D O M~ 00 O
OM%%W%%OOOOMOOOOOlllMlllll

(@] D B e B B B e O O R TR IR e T B e R R R R IR IO - B o |
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3.2.3 Marcador funcional NB-ARC de resisténcia a H. vastatrix (Loco D)

Um quarto loco associado a resisténcia a H. vastatrix também foi analisado (Loco D).
O marcado dominante CARF005 é derivado de EST mineradas (Expressed Sequence Tag). Este
foi previamente confirmado por Alvarenga et al. 2011 por amplificar uma regido do DNA que
corresponde a uma janela aberta de leitura parcial (ORF), do genoma de C. arabica. Barka et
al. 2020 examinando uma biblioteca BAC construida com o clone resistente a ferrugem do
Hibrido de Timor CIFC 832/2, identificou e caracterizou o gene NB-ARC, monitorado pelo
marcador CARF005, como um novo gene Sn. Este foi localizado no mapa de ligagdo de C.
arabica em um loco diferente do QTL-GL2 e QTL-GL5 (Alvarenga et al., 2011; Barka et al.,
2020).

Dos 110 cafeeiros avaliados, 82 sdo portadores do gene de resisténcia marcado pelo
CARF005 (D_). Como se trata de um marcador dominante, ndo é possivel distinguir cafeeiros
heterozigotos de cafeeiros homozigotos dominantes.

3.2.4 Marcador funcional RLK 2 de resisténcia a H. vastatrix (Loco E)

Afim de piramidar o maior nimero de alelos que conferem resisténcia a H. vastatrix,
um quinto loco também foi analisado (Loco E), através do marcador RLK2. Almeida et al.
(2021) desenvolveram um marcador molecular funcional denominado RLK2, que monitora o
gene HAT _LRR _RLK2. Este é um possivel novo gene Sn, ndo encontrado nas plantas
diferenciadoras de café. Em seu estudo, Almeida et al. 2021 observaram que este gene
apresentou diferenca de expressdao no genotipo resistente. Assim, o marcador RLK2 é
dominante, capaz de diferenciar individuos resistentes e suscetiveis a ferrugem do cafeeiro, para
este loco.

Sendo um marcador dominante, foi possivel identificar cafeeiros E_ e ee. Dos 110
cafeeiros analisados, 33 apresentaram o loco de resisténcia, tendo gendtipo E_.

De forma geral, foram identificados cafeeiros contendo de zero a quatro genes de
resisténcia a ferrugem, piramidados. Os cafeeiros com quatro genes de resisténcia piramidados,
portadores do gendtipo aaBBC_D_E foram: 4, 25, 47, 48, 78, 89, 93, 108 e 120. Ja os cafeeiros
com quatro genes de resisténcia piramidados, com o genotipo aaB_C_D_E foram: 36, 40, 57,
70, 71, 81, 90, 95 e 118. Para os cafeeiros portadores de trés genes de resisténcia piramidados,
foram identificados os genotipos: aaBBC D _ee (cafeeiros 37, 39, 59, 66, 68, 69, 77, 79, 85, 91,
97,99, 105, 107 e 122), aaBbC_D_ee (cafeeiros 38, 62, 72, 80, 86 € 94), aaBBccD_E_ (cafeeiro
75), aaBbccD_E_ (cafeeiros 16, 21, 125 e 129), aaBBC_ddE_ (cafeeiro 106) e aabbC D _E_
(cafeeiro 116).
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3.2.5 Marcadores SSR ligados ao gene Ck-1 de resisténcia a C. kahawae (Loco F)

Além de fontes potenciais para resisténcia a diferentes racas de ferrugem, nesse
trabalho, buscou-se identificar fontes de resisténcia a outra doenca devastadora da cultura do
café, o CBD. Com o intuito de monitorar os locos de resisténcia a C. kahawae, dois marcadores
moleculares SSR foram utilizados, Sat207 e Sat235. Esses marcadores foram identificados e
mapeados por Gichuru et al. (2008) e validados por Alkimim et al. (2017) como estando
associados ao gene Ck-1, que confere resisténcia a Colletotrichum kahawae.

A analise conjunta dos marcadores de CBD permitiu identificar cafeeiros portadores do
gene Ck-1. Foram identificados 24 cafeeiros contendo alelos de resisténcia nos dois marcadores
analisados, sendo todos resistentes homozigotos (FF). (Tabela 4).

Foram observadas recombinaces para estes marcadores. Os cafeeiros 4, 14, 25, 28, 36,
37, 39, 65, 68, 77, 78, 86, 88, 90, 91, 94, 95, 96, 101, 111, 113, 116, 119, 120, 122, 124, 125,
130, 139 e 140 n&do apresentaram a marca de resisténcia para 0 marcador Sat207, todavia
apresentaram essa marca para o0 marcador Sat235. Ao analisar o marcador Sat235, os cafeeiros
1, 3, 16, 19, 21, 22, 23, 26, 27, 31, 47, 54, 66, 74, 81, 83, 87, 93, 101, 107, 131 e 132 ndo
apresentaram a marca de resisténcia, mas quando analisado com o Sat207 esse marcador
apresentou a banda.

Também foram observadas duas recombinagdes quando se avaliou a homozigose e
heterozigose dos dois marcadores. O cafeeiro 114 (BAG28) foi resistente heterozigoto para o
marcador Sat207. No entanto, para o marcador Sat235 se mostrou resistentes homozigoto. J& o
cafeeiro 109 (GJ30) foi resistente heterozigoto para 0 marcador Sat235, e resistente homozigoto
para 0 marcador Sat207.

Assim, foi identificado cafeeiros com piramidagdo de genes para ferrugem e CBD, a
exemplo dos cafeeiros portadores dos gendtipos: aaBBC_D E_FF (cafeeiro 89),
aaBbC_D_E FF (cafeeiros 71 e 90), aaBBC_D _eeFF (cafeeiro 97), aaBbC_D _eeFF (cafeeiro
72) e aaBBC_D_eeFf (cafeeiro 79).

4. DISCUSSAO
4.1 Estudo de Diversidade Genética Molecular

A diversidade genética de cafeeiros plantados e mantidos em colegdes do estado de
Rondonia foram detalhadamente analisados com marcadores moleculares. Sendo assim, a
analise de diversidade genética molecular dos 140 cafeeiros, obtidos a partir de 39.329

marcadores moleculares SNP permitiu a separacéo dos cafeeiros da variedade botanica Robusta
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e Conilon, além de permitir a caracterizagdo de cafeeiros de polinizacdo aberta que estdo sendo
considerados como hibridos intervarietais.

A cafeicultura Rondoniense em sua grande parte, € formada por clones selecionados
pelos agricultores da regido (Espindula et al., 2017). Todavia, ndo se sabe ao certo o passaporte
desses clones, a qual variedade boténica pertencem ou de qual possuem maior contribuigdo
gendmica. A exemplo do clone C25, no qual dados indicam ser cafeeiro Robusta, uma vez que
estd no grupo I, sendo geneticamente mais proximo dos cafeeiros do grupo Il, o grupo dos
Robustas. Entre os clones dos produtores, GJ2 e GJ20 sdo as mais distintas geneticamente dos
demais cafeeiros dos produtores ficando em grupo separado (grupo 1V), uma vez que 0s demais
clones de produtores ficaram no grande grupo V.

Essa diversidade genética encontrada nos materiais de cultivo em Rondb6nia pode ser
explorada para adaptacdo das plantas em diferentes regides, bem como no contexto das
mudancas e variagOes climaticas O gradativo aumento da temperatura e chuva irregulares
podem afetar negativamente a cultura do café, trazendo perdas de producdo, aumento de
doencas, prejudicando a maioria das areas de cultivo (Zullo et al., 2011; Davis et al., 2012;
Rahn et al., 2018). Estudos mostram que entre as areas de cultivo de C. canephora no pais, 0s
estados de Rondbnia e Bahia poderdo sofrer maiores impactos com as mudancas climaticas,
uma vez que tiveram a grande reducao de areas adequadas para o cultivo da espécie (Lorengone
et al., 2023).

BRSOuroPreto ¢ uma cultivar multiclonal, composta pelo agrupamento de 15
gendtipos selecionados em lavouras comerciais do estado de Rondo6nia. Essa cultivar
multiclonal tem caracteristicas de cafeeiros Conilon, portanto, foi lancada como variedade
botanica Conilon (Espindula et al., 2022). No entanto, alguns clones que compde a cultivar tem
comportamento de hibridos intervarietal. No presente trabalho, 11 clones dessa cultivar foram
caracterizadas molecularmente. Cinco clones ficaram no grupo dos Conilons (grupo I1l) e seis
no grande grupo V, onde estdo os cafeeiros hibridos. E valido destacar que os clones
BRSOuroPreto203, BRSOuroPreto130, BRSOuroPreto184 e BRSOuroPretol55, ficaram
alocados no subgrupo de hibridos F1 (\Vg). Esse é um indicativo de que essas cultivares possam
ser hibridos intervarietais.

Os dados de diversidade genética também sugerem que alguns clones, apesar de terem
identificacOes diferentes e vindos de produtores diferentes ou identificagdo distinta na BAG,
podem ser 0 mesmo clone ou materiais muito aparentados, como os cafeeiros: RobGuarini2107
(10) e RobGuarini2106 (11); AP3 (19) e AP2 (20); Rob32 (26) e Rob126 (27); N13 (70) e N12
(71); LB20 (102) e LB102 (103); BAG26 (118) e BRS3213 (119).
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A disponibilidade de variabilidade genética no café, é essencial para que o programa
de melhoramento alcance ganhos de selecdo e manutencgdo da variabilidade genética (Sousa et
al., 2017; Hoque et al.,2020). Sendo assim, a partir do dendrograma é possivel selecionar
individuos que apresentam a marca de resisténcia a ferrugem e ao CBD, e que sejam
divergentes. Ou seja, serdo selecionados individuos que estejam alocados em grupos diferentes,
para explorar o0 méximo de variabilidade (Alkimin et al.,2021). Além disso, a separacdo da
espécie em suas variedades botanicas permite que genotipos hibridos sejam obtidos. Assim, é
possivel explorar a heterose manifestada em cruzamentos intervarietais (Alkimin et al.,2021),

uma vez que as variedades botanicas Conilon e Robusta se alocaram em grupos distintos.

4.2 Marcadores Moleculares associados a resisténcia a ferrugem e CBD

Marcadores Moleculares de DNA também foram utilizados para identificar cafeeiros
que sejam potenciais fontes de resisténcia para as duas principais doencas da cultura: Ferrugem
do cafeeiro e CBD. Essa caracterizagdo é essencial para direcionar novos cruzamentos e
manejo. Apesar de C. canephora ser uma espécie portadora dos genes de resisténcia, estudos
evidenciam que ha diferentes niveis de resisténcia de gendtipo para gendtipo, podendo haver
cafeeiros resistentes, moderadamente resistentes e até mesmo suscetiveis (Ferrdo, 2013;
Capucho et al., 2021).

A ferrugem do cafeeiro, causada por Hemileia vastatrix, pode ser encontrada em
praticamente todas regides cafeeiras, levando a perdas de mais de 50% da producéo (Talhinhas
etal., 2017; Zambolim & Caixeta, 2021; Velasquez & Banchon, 2022). Pelo menos nove genes
dominantes presentes em diferentes espécies de café ja foram caracterizados, sendo do Sn1 ao
SH9. Os genes de resisténcia do Sn1, SH2, Sh4 e S5 sdo derivados de C. arabica, Sy3 derivados
de C. liberica e, 0s genes Sn6, SH7, SH8 e SH9, identificados em C. canephora. Estes também
estdo presentes no Hibrido de Timor (HdT), hibrido natural entre C. arabica e C. canephora.
Recentemente, Barka et al. (2020) e Almeida et al. (2021) identificaram e caracterizaram dois
genes Sws candidatos de resisténcia a H. vastatrix e Hibrido de Timor.

A presenca de outros alelos e locos de resisténcia que conferem ao cafeeiro resisténcia
a ferrugem (Combes et al., 2000; Mahé et al., 2008; Alvarenga et al., 2011; Alkimin et al. 2017;
Barka et al., 2020AlImeida et al.,2021) foi também estudada na colecdo de cafeeiros de
Rondonia. O objetivo foi identificar potenciais fontes contendo o maior nimero de genes de
resisténcia. Quanto o maior nimero de genes de resisténcia uma planta tiver, mais dificil sera a
suplantacdo da sua resisténcia. Essa durabilidade esta relacionada ao surgimento de novas ragas

de H. vastatrix, que é muito mais dindAmico que a resposta de um programa de melhoramento.
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A alta variabilidade do patdgeno representa um risco a resisténcia durdvel dos cafeeiros em
campo (Almeida et al., 2021). Desse modo, cinco locos (aqui denominados de A, B, C, D e E)
de resisténcia a H. vastatrix foram analisados para identificar cafeeiros contendo a piramidacéo
de alelos de resisténcia.

O loco A representa 0 gene Sn3, que apesar de ter sido identificado em outra espécie
cafeeira (C. liberica), foi utilizado para verificar se algum acesso de C. canephora também o
possui. Com base em dois marcadores que flanqueiam o gene Su3, BA-124-12K-f e Sat244
(Mahé et al., 2008), observou-se que apenas o cafeeiro BAG32, tem o potencial de possuir esse
gene de resisténcia. Esse cafeeiro corresponde a um acesso do Banco de Germoplasma da
Embrapa Ronddnia, sendo um hibrido de polinizacdo aberta. No estudo de diversidade ficou
agrupado com o0s Robustas, porém proximo ao grupo dos hibridos. Para identificacdo de
cafeeiros com potencial de possuir esse gene, foi considerado, apenas, 0 acesso que apresentou
alelos de resisténcia para os dois marcadores moleculares. Essa estratégia evita que seja
selecionada planta resultante de recombinacdo e, que por consequéncia, tenha o marcador
molecular, mas ndo o gene de resisténcia. O gene Sh3 € de suma importancia para o
melhoramento genético do cafeeiro para resisténcia a ferrugem, uma vez que é o Unico gene
conhecido que ainda ndo foi suplantado (Zambolim & Caixeta, 2021).

Os cafeeiros foram, também, analisados com marcadores moleculares associados a dois
QTL que conferem resisténcia as racas I, Il e ao pat6tipo 001 de H. vastatrix. A incorporacao
desses dois locos nos cafeeiros é de grande importancia por serem essas as ragas mais frequentes
no Brasil. Dentre as mais de 50 racas de H. vastatrix ja identificadas, a raca Il se destaca como
a mais comum e amplamente difundida no pais (Zambolim & Caixeta, 2021). Os dados
moleculares para 0 QTL/GL2 (Loco B) mostraram 47 cafeeiros resistentes homozigotos (BB),
42 resistentes heterozigotos (Bb) e 22 suscetiveis homozigotos (bb). Quanto ao QTL/GL5
(Loco C), o marcador utilizado apresenta padrdo dominante, sendo possivel identificar 51
cafeeiros resistentes C_.

A resisténcia dos cafeeiros as racas I, Il e patétipo 001 de H. vastatrix € conferida por
dois locos dominantes independentes (Pestana et al., 2015). Portanto, a presenca de um alelo
dominante em um dos dois locos ja garante que o individuo é resistente e pode ser selecionado
(Almeida et al., 2021). Dessa forma, os dados permitiram identificar cafeeiros com genotipos
BBC_, BBcc BbC_, Bbcc, bbC_ que séo resistentes e poderao ser selecionados para o avango
de préximas geracBes. As melhores fontes de resisténcia correspondem aos cafeeiros com o
gendtipo BBC_, pois apresentam o0s dois genes, levando a uma maior durabilidade de

resisténcia e loco B em homozigose. Locos em homozigose garante que todos os gametas
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formadores da progénie terdo o alelo de resisténcia. Para o loco C, ndo foi possivel distinguir
0s homozigotos dos heterozigotos, pois o marcador molecular disponivel e utilizado tem
comportamento dominante. Os cafeeiros que apresentaram o genétipo BBC _ foram: BAG 34,
BAG33, BAG30, N1, AS5, Rob128, Rob36, GB4, WP6, Con530, Con69, LB60, LB88, LB110
e LB160.

Buscando a resisténcia durdvel, outros dois locos que correspondem a genes de
resisténcia Sns clonados (Barka et al., 2020; Almeida et al. 2021) foram analisados. O marcador
CARF005 (Loco D) possibilitou a identificacdo de 82 cafeeiros resistentes. Por ser um
marcador dominante ndo foi possivel caracterizar o loco como homozigoto ou heterozigoto.
Observou-se que um grande nimero de cafeeiros apresentou esta marca de resisténcia, o que
pode ser explicado por esse gene ter sido clonado de Hibridos de Timor que possuem genes de
resisténcia da espécie C. canephora (Barka et al., 2020).

O outro gene previamente clonado e monitorado nesse estudo corresponde ao Loco E.
De perfil dominante, esse marcador permitiu identificar 33 cafeeiros contendo a marca de
resisténcia. O marcador RLK2 foi desenvolvido com base na presenca e auséncia do gene
HAT_LRR_RLK2 em vérios clones diferenciais de café. Estes clones contém diferentes
combinac@es dos genes de resisténcia a ferrugem. Almeida et al. 2021 observaram que o0 gene
HAT_LRR_RLK2 ndo corresponde a nenhum dos genes de resisténcia ja caracterizado (Sw 1-
9).

A piramidacdo dos cinco genes para resisténcia a ferrugem ja ndo era esperada, pois
gene Su3 advém da espécie C. liberica. Todavia, os cafeeiros identificados com o0s outros
quatro genes de resisténcia piramidados, sdo fontes promissoras de resisténcia. A destaque para
os cafeeiros 4, 25, 47, 48, 78, 89, 93, 108 e 123 que contém o loco B em homozigose dominante,
0 qual ndo ir4 segregar em campo. A piramidagdo dos alelos de resisténcia ira dificultar a
suplantacdo da resisténcia pelo patdégeno (Saavedra et al., 2023; Sera et al., 2022; Zambolim &
Caixeta, 2021; Silva et al., 2018; Alkimim et al., 2017). Sendo assim, esses cafeeiros séo
potenciais genitores para os programas de melhoramento do cafeeiro, uma vez que apresentam
quatro alelos de resisténcia a ferrugem, piramidados.

Marcadores moleculares também foram utilizados para monitorar locos de resisténcia a
outra doenca, conhecida como CBD, causada pelo fungo Colletotrichum kahawae. Foram
utilizados dois marcadores SSR, ambos identificados e mapeados por Gichuru et al. (2008) e
validados por Alkimin et al. (2017). Esses marcadores se encontram flanqueando o gene Ck-1,
que confere resisténcia a doenca. Através da andlise conjunta dos marcadores, foi identificado

24 cafeeiros homozigotos resistentes. Esses individuos apresentam a marca de resisténcia para
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os dois marcadores moleculares (Sat207 e Sat235). A analise conjunta é realizada para aumentar
a eficiéncia de selecdo (Alkimin et al., 2017) evitando que individuos recombinantes sejam
avancados para a proxima geracdo. As recombinacdes observadas, ou seja, a presenca de apenas
um marcador, podem resultar na perda dos genes de resisténcia (Saavedra et al., 2023). Isso se
deve ao fato da distancia estimada dos dois marcadores, 17,2 cM (Gichuru et al., 2008). Quanto
maior a distancia entre marcadores, maior a chance de ocorréncia de recombinacdes (Carneiro
& Vieira, 2002).

Embora o CBD seja uma doenca restrita ao continente Africano, o melhoramento
preventivo é de extrema importancia. O desenvolvimento e caracterizagdo de cultivares
resistentes resguarda a cultura do café, caso esta doenca chegue no Brasil. A disponibilidade
desses marcadores permite a identificacdo de individuos contendo genes de resisténcia mesmo
na auséncia do patogeno (Gichuru et al., 2008; Alkimin et al., 2017; Vieira et al., 2019; Caixeta
et al., 2016).

Dentre as outras diversas vantagens de utilizar marcadores moleculares para identificar
individuos que contenham alelos de resisténcia a doencas, esta a piramidacdo dos maltiplos
alelos de resisténcia. Seja para um unico patdgeno ou multiplos patdégenos (Almeida et al.,
2021; Jaber et al., 2020). A Tabela 4 mostra a genotipagem dos cafeeiros de Ronddnia para
ferrugem e CBD. Nesta tabela é possivel identificar cafeeiros contendo o maior nimero de
alelos piramidados para ambas as doencas. Os cafeeiros N1, N12 e N16 apresentaram quatro
alelos de resisténcia para ferrugem e o alelo para CBD (B_C_D_E_FF). Esses trés cafeeiros sdo
hibridos de polinizacdo aberta e correspondem a plantas selecionadas por um produtor de
Rondbnia, sendo obtidas de uma mesma lavoura. Pelo dendrograma observa-se que os cafeeiros
N1 e N16 sdo geneticamente similares, ficando ambos no subgrupo Vd. Quando um genétipo
possui alelos de resisténcia piramidados, aumenta a estabilidade de desempenho no ambiente.
Esta é uma das propriedades mais desejaveis dos gendtipos a serem recomendados para uma
lavoura prolongada (Melese et al., 2021), como é o caso da cultura do café.

Cruzamentos de genotipos divergentes permitem ganho de selecdo e manutencéo da
diversidade genética ao longo dos ciclos (Sousa et al., 2017; Hoque et al., 2020). A Tabela 4
direciona a escolha dos melhores genotipos a serem utilizados para futuros cruzamentos. Com
isso, € possivel selecionar cafeeiros que possuem a piramidacdo de alelos de resisténcia para
ferrugem e CDB e estejam alocados em grupos de diversidade diferentes. A exemplo, pode-se
realizar o cruzamento do cafeeiro identificado por N12, possui genes piramidados
(BbC_D_E_FF), e est& alocado no grupo Vb do dendrograma, com o cafeeiro identificado por

Rob36 (BBC_D_E_ff). Este também possui 0s genes de resisténcia a ferrugem piramidados e
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estd alocado no grupo de ligacéo Ild. Isto ird propiciar maior ganho de selecdo e manutencéao
da variabilidade genética, uma vez que estdo alocados em grupos diferentes no dendrograma,
sendo divergentes geneticamente.

A cafeicultura faz parte do cenario Rondoniense desde sua colonizacdo, em meados de
1970 (Oliveira et al., 2015). Todavia, maiores destaques para produgédo foram alcan¢ados anos
apos o inicio do cultivo (Espindula et al., 2022). Atualmente, o estado de Rondénia € o segundo
maior produtor nacional de C. canephora (Conab, 2022). Apesar de ser uma cultura de cadeia
produtiva e robusta, existem desafios, como as mudancas climaticas globais (Gruter et al., 2022;
Bilen et al., 2023). Esta podera ocasionar riscos a resisténcia a estresses bidticos e abitdticos. A
exemplo, estudos projetam reducdes no periodo de incubacédo da ferrugem do café, o que podera
ocasionar epidemias mais graves (Bilen et al., 2023).

A utilizacdo dos marcadores moleculares nos programas de melhoramento permite um
grande avango na obtencgéo de cultivares superiores, uma vez que auxilia as tomadas de decises
dos melhoristas. Desse modo, possibilitam conhecer os materiais disponiveis e acelerar 0s

processos de obtencao de materiais resilientes as mudancas climaticas.

5. CONCLUSOES

Os marcadores moleculares SNPs foram eficientes no estudo de diversidade genética.
Os cafeeiros da variedade botanica Robusta se concentraram no grupo Il, os cafeeiros da
variedade botanica Conilon, no grupo Il e os hibridos intervarietais no grupo V. A
caracterizacdo molecular para resisténcia a Ferrugem e CBD permitiram identificar cafeeiros
portadores de diferentes genes de resisténcia a essas doencas. Visando o desenvolvimento de
clones e hibridos com multipla resisténcia a ferrugem e CBD que sejam resilientes as mudancas
climaticas, esses resultados sdo Uteis para o direcionamento de novos cruzamentos em

programas de melhoramento do cafeeiro.
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AUTOINCOMPATIBILIDADE EM Coffea canephora

53



54

RESUMO
Conhecida como uma das bebidas mais apreciadas no mundo, o café é advindo de plantas da

familia Rubiaceae e género Coffea. A espécie Coffea Canephora é uma planta diploide,
alégama e autoincompativel. A autoincompatibilidade impede que uma planta fértil forme
sementes viaveis caso seja fertilizada pelo seu préprio pélen. Esta caracteristica € governada,
nessa especie, por um gene multialélico “S” (S1, S2 ¢ S3). Assim, uma planta reconhece e
rejeita o proprio polén ou o polen de outros individuos que sejam geneticamente idénticos, ou
seja, que apresentem o mesmo alelo no loco S. Para contornar o mecanismo de
autoincompatibilidade gametofitica e obter eficiéncia de polinizacdo nos cultivos clonais de C.
canephora, é primordial que haja combinacdo de gendétipos de grupos de compatibilidade
divergentes no campo. Visando definir a qual grupo de compatibilidade os genétipos do estado
de Rondonia, Brasil, pertencem, o objetivo deste trabalho foi sequenciar e avaliar diferengas
em regides de interesse do gene S, que podem estar relacionadas ao mecanismo de
autoincompatibilidade gametofitica na espécie C. canephora. Foram selecionados gendtipos de
C. canephora sabidamente pertencentes a trés diferentes grupos de autoincompatibilidade
(grupo 1, 1l e II). Foram utilizados quatro diferentes primers para a amplificacéo de regides
polimérficas de interesse no gene S, previamente desenhados em regides hipervariaveis no
cromossomo 2 da espécie. A amplificacdo dos fragmentos foi realizada em gel de
poliacrilamida e, posteriormente, foi realizado o sequenciamento das bandas de gel para analise
comparativa dos fragmentos via Clustal Omega. As sequéncias de DNA dos gendtipos dos
diferentes grupos de autoincompatibilidade foram alinhadas e nao foi encontrado polimorfismo.
Ao realizar o BLAST entre a sequéncia consenso obtida do sequenciamento realizado com o
primer HVa3 e o genoma de referéncia de C. canephora, observou-se que ha duas regides de
alinhamento no cromossomo 2, com grande quantidade de mismatch e Gap. Esta diferenca
observada pode ser decorrente da ampla diversidade genética presente na espécie. Além disso,
o genoma de referéncia disponivel foi obtido de um cafeeiro geneticamente distante dos
Robustas Amazonicos e Conilons cultivados no Brasil. O alinhamento entre as duas sequencias
amplificadas em regibes distintas no genoma de C. canephora com o primer Hva3 mostrou
serem idénticas. Este resultado pode ser um indicio dessas serem regides repetitivas dispersas
no genoma da espécie. Este trabalho corresponde ao inicio de entendimento do mecanismo e as

regibes genémicas envolvidas na autoincompatibilidade de C. canephora.
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1. INTRODUCAO
Conhecida como uma das bebidas mais apreciadas no mundo, o café é advindo de

plantas da familia Rubiaceae e género Coffea. Apesar do género conter mais de 124 espécies ja
descritas (Davis et al., 2011), apenas duas sao de maior importancia econdémica: Coffea arabica
e Coffea Canephora. A primeira é uma espécie autdgama e aloteraploide (2n = 4x = 44)
originada do cruzamento entre C. eugenioides e C. canephora, enquanto a segunda espécie €
uma alégama e dipldide (2n = 2x = 22) (Charrier & Berthaud 1985).

Alguns fatores impulsionaram a demanda e consequente producdo da espécie C.
canephora. Por proporcionarem uma bebida com mais corpo, alto teor de sélidos soluveis e
rendimento industrial, os cafeeiros desta espécie sdo amplamente utilizados em blends para
producdo de café soltvel e expresso (Rocha et al., 2015; Conab, 2022). Além disso, esta espécie
é de grande importancia no melhoramento genético do cafeeiro. Sdo importantes reservatorios
de genes de resisténcia as principais doengas que acometem a cultura, e apresentam uma grande
diversidade genética a ser explorada, pré-requisito para garantir ganhos genéticos com selecéo
em um programa de melhoramento (Ferrdo et al., 2019; Sousa et al., 2022).

Um dos fatores que contribuem para a grande diversidade genética na espécie C.
canephora é o mecanismo de autoincompatibilidade do tipo gametofitica (AlG), presente no
sistema reprodutivo da espécie (Depolo et al., 2022). De forma geral, a autoincompatibilidade
impede que uma planta fértil forme sementes viaveis caso seja fertilizada pelo seu proprio pélen
(Vieira et al., 2021). Como ndo ha formacdo de zigoto caso haja autopolinizacdo, este
mecanismo favorece a fecundacao cruzada para a manutencao da espécie.

Estudos demonstraram que esta caracteristica € governada por apenas um gene
multialélico “S”, com uma série de alelos interagindo, sendo eles S1, S2 e S3 (Conagin e
Mendes, 1961; Berthaud, 1980; Souza et al., 2021). A reacdo de AIG na espécie ocorre entre 0
tubo polinico e o estilete quando possuem o mesmo alelo (Coulibaly et al., 2003, Vieira et al.,
2021). Quando o alelo S do polen é diferente dos dois alelos S do estilete, o tubo polinico cresce
normalmente, entrando no ovario e realizando a fertilizagdo (Ferrdo et al., 2019). Assim, uma
planta reconhece e rejeita o préprio polén ou o polen de outros individuos que sejam
geneticamente idénticos, ou seja, que apresentam mesmo alelo no loco S. Com isto, ha a
promog¢do do cruzamento entre individuos geneticamente distintos para esta caracteristica
(Nettancourt, 2001; Zhang et al., 2023).

Para contornar o mecanismo de AIG e obter eficiéncia de polinizagdo nos cultivos
clonais de C. canephora, € primordial que haja combinacdo de gendétipos de grupos de

compatibilidade diferentes no campo. Analises das sequéncias de DNA da regido do loco S,
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bem como o desenvolvimento de marcadores moleculares pode auxiliar a defini¢do do grupo
de compatibilidade dos genoétipos. A deteccdo da diferencga nas sequencias de DNA de cafeeiros
de grupos de compatibilidade diferentes pode ser uma alternativa pratica, rapida e eficaz para
este fim (Sousa et al., 2022).

Desse modo, o objetivo deste trabalho foi sequenciar e avaliar diferencas em regides de
interesse do gene S, que podem estar relacionadas ao mecanismo de autoincompatibilidade

gametofitica na espécie C. canephora.

2. MATERIAL E METODOS
2.1 Material genético

Foram selecionados genétipos de C. canephora sabidamente pertencentes a trés
diferentes grupos de autoincompatibilidade (Tabela 1). Esses genoétipos estdo entre as cultivares
lancadas recentemente pela Embrapa Rondonia. Os gendtipos BRS 1216, BRS 3213, BRS 3210
e BRS 2299 sdo hibridos intervarietais, obtidos pela hibridacdo controlada entre genétipos das
variedades boténicas Rosbuta e Conilon. Ja o genétipo BRS 2357 pertencente a variedade
botanica Conilon (Espindula et al., 2022).

O material foliar foi coletado no estado de Ronddnia — Brasil e enviado ao laboratorio
de Biotecnologia do Cafeeiro — BioCafé, na Universidade Federal de Vicosa, Minas Gerais,
Brasil. A extracdo do DNA gendmico foi realizada pelo método proposto por Diniz et al. (2005).
A qualidade do DNA foi testada em gel de agarose e a quantificacdo realizada em NanoDrop
2000 (Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, EUA). As amostras de DNA foram
padronizadas a 25 ng-uL ! e armazenadas a —20 °C até a andlise.

Tabela 1. Genotipos utilizados em cada primer e seus respectivos grupos de
autoincompatibilidade.

. N Primers
Grupo de autoincompatibilidade Va3 HVb3 Vb8
Grupo | BRS1216 BRS1216 BRS1216
Grupo Il BRS2357 BRS2299 BRS2357
BRS 3213 BRS3213 BRS 3213

Grupo 11 BRS 3210 ) )

2.2 Selecéo de primers para estudo de autoincompatibilidade em C. canephora
Com o intuito de propor primers para a amplificacdo e sequenciamento de regides

polimorficas de interesse no gene S, que determina a expressdo de incompatibilidade em C.
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canephora, Silva et al., 2022 (relatério do doutorado) desenharam 20 primers. Estes foram
desenhados em duas regides hipervariaveis (Hv) no cromossomo 2 de C. canephora. Assim, 10
primers foram desenhados para a HVa e outros 10 para a regido HVb (Tabela 2). Para facilitar

a didatica do trabalho, os codigos dos primers foram alterados do original.

Tabela 2. Primers previamente desenhados para amplificacdo de regibes polimdrficas de
interesse (HVa e Hvb) no gene S de C. canephora.

Cddigo do primer Sequéncia Forword Sequéncia Reverse Tam
HVal CACTCCAAATATTGGGGATGCAA CCATCGTATTGCAGGGTGGA 304
HVa2 AATATTGGGGATGCAAAGTGC TGGGGTCCATCGTATTGCAG 303
HVa3 CAAATATTGGGGATGCAAAGTGC TCCATCGTATTGCAGGGTGG 300
HVa4 ACTCCAAATATTGGGGATGCAA GGTCCATCGTATTGCAGGGT 306
HVa5 TCCAAATATTGGGGATGCAAAGTG GGGTCCATCGTATTGCAGGG 305
HVa6 CACTCCAAATATTGGGGATGCAAA GGGGTCCATCGTATTGCAGG 309
HVa7 TCCAAATATTGGGGATGCAAAGT TTCTGGGGTCCATCGTATTGC 310
HVa8 ACTCCAAATATTGGGGATGCAAA CATCGTATTGCAGGGTGGAC 302
HVa9 CTCCAAATATTGGGGATGCAAAGT GTCCATCGTATTGCAGGGTG 304
HVal0 ACTCCAAATATTGGGGATGCAAAG CTGGGGTCCATCGTATTGCAG 310
HVb1 TAGCACAAAGCCACCTCCAC CGGGAGATTCGAGCTCATGG 520
HVb2 ATCGTAGCACAAAGCCACCT TCGAGCTAAAAGAATCGGGAG 539
HVb3 CATCGTAGCACAAAGCCACC GGAGATTCGAGCTCATGGCCTA 523
HVb4 TTTTCTCCCGGGAACATCGT TTCGAGCTAAAAGAATCGGGAG 555
HVb5 AATAGCGGCACCGTAACTCC GAGATTCGAGCTAAAAGAATCGGG 500
HVb6 CTCCCGGGAACATCGTAGC TTCGAGCTAAAAGAATCGGGA 551
HVb7 TAATAGCGGCACCGTAACTCC AGATTCGAGCTAAAAGAATCGGGA 500
HVb8 TTCTCCCGGGAACATCGTAG TTCGAGCTAAAAGAATCGGGAGAT 553
HVb9 GGAACATCGTAGCACAAAGCC ATTCGAGCTAAAAGAATCGGGAGA 546
HVDb10 GTAACTCCGGCGTAACTCCA AAATGGGCAAAAGAATCAGGAG 507

Foi realizada a PCR eletronica (e-PCR) (Rotmistrovsky et al., 2004) para os 20 primers
previamente desenhados. Esta ferramenta foi utilizada com o intuito de verificar se estes pares
de primers sdo especificos para o alvo que se foi desenhado, ou seja, se nao estdo alinhando em

multiplas regides do genoma de C. canephora.

2.3 Sequenciamento Sanger
2.3.1 Amplificacao dos fragmentos em gel de poliacrilamida para sequenciamento

A amplificacdo do DNA purificado por PCR foi realizada em um volume final de 20
pL, contendo 50 ng de DNA gendmico, tampao de reagdo de PCR 1X, 2,0 mM de MgCly, 0,15
mM de cada ANTP, 0,1 uM de cada primer e 1,0 unidade de Taqg DNA polimerase (Invitrogen),

completando o volume com agua milli-Q. As reac6es foram realizadas em termociclador PTC-
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200 (MJ Research) e Veriti (Applied Biosystems) e consistiram em uma fase inicial de
desnaturagéo a 95° C por 5 minutos; 35 ciclos a 94° C por 30 segundos, anelamento a 62° C por
30 segundos e extensdo a 72° C por um minuto; e extensdo final a 72° C por 10 minutos. Os
produtos de PCR foram separados por eletroforese em gel de poliacrilamida desnaturante 6% e

visualizados por meio de coloragdo com nitrato de prata (Brito et al. 2010).

2.3.2 Sequenciamento de banda de gel de poliacrilamida e anélise comparativa dos
fragmentos sequenciados

As bandas visualizadas em gel de poliacrilamida foram recortadas com auxilio de
espatula reta, transferidas para eppendorf de 0,5 ml e diluidas com 80 uL de TBE 1X.
Posteriormente, foi seguido o protocolo de sequenciamento de fragmentos de banda de gel de
poliacrilamida. O fragmento de DNA de interesse presente na banda recortada do gel de
poliacrilamida foi sequenciado em sequenciador ABI 3130xlI Genetic Analyzer (Applied
Biosystems) no laboratério de Biotecnologia do Cafeeiro, localizado no Instituto de
Biotecnologia Aplicado a Agropecuaria (Bioagro) da Universidade Federal de Vigosa. Apos o
sequenciamento, as sequéncias de baixa qualidade foram retiradas e formadas sequéncias
consenso utilizando o programa Sequencer 4.10.1 (Gene Codes Corporation-USA). Os
fragmentos de DNA sequenciados dos diferentes gendtipos correspondentes a grupos de
compatibilidade diferentes foram comparados entre si pela ferramenta de alinhamento Clustal
Omega (Sievers et al., 2011). Também foi realizado o BLAST entre essas sequéncias obtidas
no sequenciamento e com o genoma de referéncia de Coffea canephora (Denoeud et al., 2014)
disponibilizado no Coffee Genome Hub, pela ferramenta BLASTn (Coffee Genome Hub -

http://www.coffee-genome.org/blast).

3.RESULTADOS E DISCUSSAO
Para prosseguir o estudo de autoincompatibilidade na espécie C. canephora através da

comparacdo de sequéncia de DNA amplificada dos gendtipos pertencentes a grupos de
compatibilidade diferentes, foi utilizada a ferramenta de PCR eletrénica (e-PCR). Atraves desta
ferramenta foi possivel conferir o alinhamento, posicéao e a taxa de mismatch e gap dos primers
em estudos. Mismatch sdo pares de base que ndo correspondem corretamente, sendo
inconsisténcia ou diferenca entre as sequencias entre o primer e a regido de anelamento no

DNA. Os gap sdo lacunas de regides ndo sequenciadas ou desconhecidas no genoma.
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Os resultados da e-PCR mostraram que todos os 20 primers disponibilizados anelaram
em regides proximas de 6617450-6620971 do cromossomo 2 (codigo HG974429.1) do genoma
de C. canephora (Tabela 3). Alguns primers anelaram em mais de uma regido, o que poderia
ocasionar maltiplas bandas na PCR, ou seja, bandas que ndo correspondem ao fragmento de
interesse no estudo. Todavia, ao analisar os resultados obtidos de regites de anelamento dos
primers foi possivel observar que a regido HVa é uma regido duplicada do genoma. Ja a regido
HVb ndo apresenta essa duplicacdo, pois observa-se que apenas o primer reverse se deslocou
em poucos pares de base para a direta ou esquerda. Neste caso, estes primers amplificaram
apenas uma regido (Figura 1). A amplificacdo de multiplas regides dificulta a analise das
sequencias de DNA.
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Tabela 3. Resultado da e-PCR realizada com 20 primers candidatos a estudo de
autoincompatibilidade em C. canephora.

Codigo N Taman_ho do
Gene encontrado do Regido de a_nelamento amplicon Mismatch GAP
pela e-PCR . do primer encontrado/
Primer esperado
HG974429.1 HVal 6626285- 6626588 304/304-304 0 0
HG974429.1 HVal 6620656-6620959 304/304-304 0 0
HG974429.1 HVa2 6626292-6626594 303/303-303 0 0
HG974429.1 HVa2 6620663-6620965 303/303-303 0 0
HG974429.1 HVa2  27382238-27382579 342/303-303 6 5
HG974429.1 HVa3 6626290-6626589 300/300-300 0 0
HG974429.1 HVa3 6620661-6620960 300/300-300 0 0
HG974429.1 HVa4 6626286-6626591 306/306-306 0 0
HG974429.1 HVa4d 6620657-6620962 306/306-306 0 0
HG974429.1 HVa5 6626288-6626592 305/305-305 0 0
HG974429.1 HVa5 6620659-6620963 305/305-305 0 0
HG974429.1 HVa6 6626285-6626593 309/309-309 0 0
HG974429.1 HVa6 6620656-6620964 309/309-309 0 0
HG974429.1 HVa7 6626288-6626597 310/310-310 0 0
HG974429.1 HVar7 6620659-6620968 310/310-310 0 0
HG974429.1 HVa8 6626286-6626587 302/302-302 0 0
HG974429.1 HVa8 6620657-6620958 302/302-302 0 0
HG974429.1 HVa9 6626287-6626590 304/304-304 0 0
HG974429.1 HVa9 6620658-6620961 304/304-304 0 0
HG974429.1  HVall 6626286-6626595 310/310-310 0 0
HG974429.1  HVall 6620657-6620966 310/310-310 0 0
HG974429.1 HVbl 6617553-6618072 520/520-520 0 0
HG974429.1 HVb2 6617549-6618110 562/539-539 2 2
HG974429.1 HVb2 6617549-6618087 539/539-539 0 0
HG974429.1 HVb3 6617548-6618070 523/523-523 0 0
HG974429.1 HVb4 6617534-6618111 578/555-555 3 2
HG974429.1 HVb4 6617534-6618088 555/555-555 0 0
HG974429.1 HVb5 6617593-6618092 500/500-500 0 0
HG974429.1 HVb6 6617538-6618111 574/551-551 3 2
HG974429.1 HVb6 6617538-6618088 551/551-551 0 0
HG974429.1 HVb7 6617592-6618091 500/500-500 0 0
HG974429.1 HVb8 6617536-6618089 554/553-553 0 1
HG974429.1 HVb8 6617536-6618088 553/553-553 0 0
HG974429.1 HVb9 6617544-6618089 546/546-546 0 0
HG974429.1 HVb9 6617544-6618088 545/546-546 0 1
HG974429.1  HVb10 6617605-6618111 507/507-507 0 0
HG974429.1  HVDb10 6617605-6618088 484/507-507 3 3
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Figura 1: Demonstracdo do alinhamento dos 20 primers no cromossomo 2 do genoma de C.
canephora. Cada cor corresponde a um conjunto de primer.

A partir desses resultados foram selecionados quatro primers (Tabela 4), sendo dois

primers para regido de hipevariacdo A - HVa (Hva3 e Hva7) e dois para regido de hipervariacdo

B - HVb (Hvb3 e Hvb8). Estes foram selecionados com base no tamanho de fragmento

amplificado e regido amplificada. Todavia, durante o protocolo de sequenciamento, o primer

HVa7 demostrou em gel estar amplificando mais de uma regido do genoma. Dessa forma, este

foi descartado do trabalho.

Tabela 4. Conjunto de primers pré-selecionados para sequenciamento de regido de AIG no

cromossomo 2 de C. canephora.
Nome Forward Reverse Tam
Hva3 | CAAATATTGGGGATGCAAAGTGC TCCATCGTATTGCAGGGTGG 300
HVa7 | TCCAAATATTGGGGATGCAAAGT TTCTGGGGTCCATCGTATTGC 310
HVb3 CATCGTAGCACAAAGCCACC GGAGATTCGAGCTCATGGCCTA 523
HVDb8 TTCTCCCGGGAACATCGTAG TTCGAGCTAAAAGAATCGGGAGAT 553

O sequenciamento Sanger realizado para os trés primer (HVa3, HVb3 e HVb8) com

gendtipos distintos quanto ao grupo de compatibilidade apresentou alta qualidade (variando de

75 a 96% de qualidade). As sequéncias de DNA dos genotipos, cada um pertencente a um grupo

de autoincompatibilidade, foram alinhadas. Os resultados obtidos mostram que ndo existe
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polimorfismo para as regides sequenciadas, quando comparado o DNA dos cafeeiros do grupo

I, com do grupo Il e com do grupo Ill. Este resultado foi similar para os trés primers (para as

trés regibes) utilizados no trabalho (Figura 2,3 e 4).

CLUSTAL 0(1.2.4) multiple sequence alignment
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TTGTCCGGCCATAGACCATGCAATGTGAACT TAGGCACTGG- - 211
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Figura 2: Alinhamento das sequencias obtidas via ferramenta Clustal Omega a partir do
sequenciamento realizado com o primer HVa3. | - Grupo de compatibilidade 1 representado
pelo gendtipo BRS1216; Il - Grupo de compatibilidade 2 representado pelo gen6tipo BRS2357;
Illa - Grupo de compatibilidade 3 representado pelo gendtipo S3213; Illb — Grupo de
compatibilidade 3 representado pelo genétipo BRS3210,
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Figura 3:

Il - Grupo de compatibilidade 3 representado pelo gen6tipo BRS3213.

----TTTTGTAATAGCGGCACCGTAACTCTGGCGTAACTCCAATTTCACTTGAGATGEGCC
---TTTTTGTAATAGCGGCACCGTAACTCTGGCGTAACTCCAATTTCACTTGAGATGGCC
TTGTTTTTGTAATAGCGGCACCGTAACTCTGGCOTAACTCCAATTTCACTTGAGATGGCC
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GACATGACCTCTGAAACTCTGGGCCACGGTAGCGGGATCCCTTTTTTTGGAT TAAAGAGT
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O S 0 B SR S S R
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Alinhamento das sequencias obtidas via ferramenta Clustal Omega a partir do
sequenciamento realizado com o primer HVb3. | - Grupo de compatibilidade 1 representado
pelo gendtipo BRS1216; Il - Grupo de compatibilidade 2 representado pelo gen6tipo BRS2299;
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Figura 4: Alinhamento das sequencias obtidas via ferramenta Clustal Omega a partir do
sequenciamento realizado com o primer HVDb8. | — Grupo de compatibilidade 1 representado
pelo gendtipo BRS1216; Il - Grupo de compatibilidade 2 representado pelo gen6tipo BRS2357;
Ila - Grupo de compatibilidade 3 representado pelo gen6tipo BRS3213

Ao realizar o BLAST entre a sequéncia consenso obtida do sequenciamento realizado

com o primer HVa3 e o genoma de referéncia de C. canephora, observou-se que ha duas regides

de alinhamento no cromossomo 2. O primeiro alinhamento observado foi na regido 6620712-
6620313 (Figura 5) e outro na regido 6626341-6626542 (Figura 6), ambos com 99,51% de
identidade com o genoma de referéncia. Para o primer Hvb3 houve um alinhamento no
Cromossomo 2, na regido 6617588-6618025 com 99,55% de identidade (Figura 7). Por fim,
para o primer HVb8 observou-se que ha um alinhamento no cromossomo 2: 6616577-6619051,
com 99,58% de identidade (Figura 8).
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Figura 5: Regido 6620712-6620313 obtida pelo BLAST entre o genoma de C. canephora e a
sequéncia consenso obtida com o primer HVa3.

CLUSTAL 0(1.2.4) multiple sequence alignment

Hva3 ---CTAAGTTCAC------------mm--- ATTGCATGGTCTATGOCCGGACAACTATAC 48
chrl:6626341 TTATGACATACGCATAGAACTTTTGAAAGTACTTTTGAGTTTTTTTCAGGATAACTCAAA 6B
IEEE. 'R Bk k& Bk REEE ¥
Hva3 GCGRAATTTATA------------- CAACTGTCCTGGCACTCGCTATAGACCACTACGGE 87
chrl:6626341 AAGGAAGTATGGCATTAACGATTTAACATAGGTATGGRAGTGCATAGAAATCTAACCCGT 128
FhEE F ok kkk B ¥ kR ¥ F 4 ¥k
HVa3 TTAGATTTCTATGCACTCCCATACCTATGTTAAATCGTTAACGTCATACTTCCTTTTTGA 147
chr2: 6626341 AGTGOTCTATAGCGAGTGCCAGGACAGTTG---mnmmm——e- TATARATTCCGCQTATA 167
¥oF ok bk ¥ & ¥%F k¥ ¥oOF bREE % ¥
HVa3 GTTATCCTGAAAAAAACT CAAAAGTACTTTCAAAAGTTCTATGCGTATGTCATAAA 283
chr2: 6626341 GTTOTCCOGCCATAGACCATGCAATG----- TEAACTTAG-----=-mnmmmnn-- 282
FEE BEE B ¥ ¥ k¥ ¥ ¥ TR 1]

Figura 6: Regido 6626341-6626542 obtida pelo BLAST entre o genoma de C. canephora e
sequéncia consenso obtida com o primer HVa3.
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Figura 7: Regido 6617588-6618025 obtida pelo BLAST entre o genoma de C. canephora e
sequéncia consenso obtida com o primer HVb3.
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Figura 8: Regido 6616577-6619051 obtida pelo BLAST entre o genoma de C. canephora e
sequéncia consenso obtida com o primer HVb8.
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Ao analisar as Figuras 5 e 6, correspondentes ao BLAST entre a sequéncia consenso do
primer HVa3 e o genoma de referéncia de C. canephora, observa-se grande quantidade de
mismatch e Gap. Ou seja, ha diferencas entre a regido sequenciada por este primer e 0 genoma
de C. canephora. O BLAST foi realizado contra o genoma de referéncia disponibilizado do
Coffee Genome Hub, que foi obtido de uma planta duplo haploide (acesso DH200-94)
proveniente do clone IF200. Este apresenta caracteristicas intermediarias entre 0s grupos
genéticos Guineano e Congolés, ou seja, um hibrido (Lashermes et al., 1993; Denoeud et al.,
2014). A espécie C. canephora apresenta uma grande diversidade genética, sendo composto
por dois grandes grupos genéticos: Guineano e Congolés (Berthaud, 1986). O primeiro
corresponde a gendtipos do oeste africano (Guiné e Costa do Marfim) e ainda é pouco explorado
nos programas de melhoramento genético do cafeeiro. J& o grupo Congolés é composto por
gendtipos da regido central da Africa, sendo divididos em quatro subgrupos (Montagnon et al.,
1992; Dussert et al., 1999). O subgrupo SG1 é formado em sua maioria por materiais do grupo
varietal Conilon. O subgrupo SG2, B e C compreendem gendtipos do grupo varietal Robusta
(Rocha et al., 2015).

Dessa forma, a diferenca observada entre a sequéncia de DNA do genoma de referéncia
e dos cafeeiros de Rondénia pode ser decorrente da ampla diversidade genética presente na
espécie. Os genotipos utilizados neste trabalho pertencem aos subgrupos SG1 e SG2. Apesar
de ser um hibrido entre os grupos genéticos Guineano e Congolés, os resultados obtidos indicam
gue o genotipo utilizado para o sequenciamento do genoma de referéncia (clone 1F200) nao
compartilham destes mesmos subgrupos. Assim, este genoma de referéncia € geneticamente
diferente dos Robustas Amazonicos e Conilons cultivados no Brasil.

Ao realizar o alinhamento entre as duas sequéncias amplificadas em regides distintas no
genoma de C. canephora com o primer Hva3 (Figura 9), observa-se que elas sdo idénticas. Este
resultado demonstra que C. canephora contém essa regido repetitivas dispersas no genoma da

especie.
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CLUSTAL O(1.2.4) multiple sequence alignment

chr2:6628712 TTATGACATACGCATAGAACTTTTGAAAGTACTTTTGAGTTTTTTTCAGGATAACTCAAA 68

chr2:6626341 TTATGACATACGCATAGAACTTTTGAAAGTACTTTTGAGTTTTTTTCAGGATAACTCAAA 68
FXEEEEEXEEEEEXX XL REEX AR R AR R R AR AR ER R AR R EER AR kR R ARk RR S

chr2: 6620712 AAGGAAGTATGGCATTAACGATTTAACATAGGTATGGGAGTGCATAGAAATCTAACCCGT 128

chr2:6626341 AAGGANGTATGGCATTAMCGATTTAACATAGGTATGEGAGTGCATAGAAATCTAACCCGT 128
FEFEEEEEFEFE R ARk kR kR ke kR ke d Rk e R Rk R

chr2:6628712 AGTGGTCTATAGCGAGTGCCAGGACAGTTGTATAAATTCCGCGTATAGTTGTCCGGCCAT 188

chr2: 6626341 AGTGGTCTATAGCGAGTGCCAGGACAGTTGTATAAATTCCGCGTATAGTTGTCCGGCCAT 188
LR L R S et S L s s S e Rl S

chr2:6628712 AGACCATGCAATGTGAACTTAG 202

chr2:6626341 AGACCATGCAATGTGAACTTAG 202

kkkkkEdkkhkkrskhhhhidk

Figura 9: Alinhamento entre as duas sequencias amplificadas em regides distintas no genoma
de C. canephora com o primer Hva3.

A grande similaridade observada no BLAST no genoma de C. canephora entre as
regides amplificadas pelos primers HVb3 e HVb8 (Figura 7 e Figura 8) mostra que, mesmo
sendo gendtipos geneticamente distintos, esses dois primers foram construidos em regides
conservadas do genoma de C. canephora. Estes dois primers estdo localizados em regides muito
semelhantes no genoma, assim como outros primers que ainda ndo foram testados para essa
regido (Figura 1). Desse modo, uma estratégia para dar continuidade ao trabalho, seria a
utilizacdo de primers que ndo estdo nesta mesma regiao.

Ao avaliar os resultados dos alinhamentos das sequencias obtidas via ferramenta Clustal
Omega a partir do sequenciamento realizado com os primers HVa3 (Figura 2), HVb3 (Figura
3) e HVb8 (Figura 4) observa-se a auséncia de polimorfismo. Ou seja, ndo é perceptivel a partir
desses conjuntos de primers as diferencas na sequéncia de DNA entre genotipos pertencentes a
diferentes grupos de autoincompatibilidade de C. canephora. Diferente da grande diversidade
observada no BLAST entre o genoma de C. canephora e o primer Hva3, quando se compara
os alinhamentos das sequencias obtidas entre os gendtipos pertencentes a trés diferentes grupos
de autoincompatibilidade, para os trés primers (Figura2, 3 e 4), os gendtipos trabalhados se
mostram mais aparentados e ndo se observa diferenca entre estes.

Possivelmente, a regido em que os trés primers utilizados no trabalho anelam no genoma
ndo consiste na regido que diferencie estes genotipos quanto ao grupo de compatibilidade. A
AIG ainda é pouco estudada para a espécie C. canephora e as analises do DNA, que esta
associado a essa caracteristica, precisam ser continuadas para ampliar o conhecimento dessa
autoincompatibilidade e permitir o desenvolvimento de marcadores moleculares que possam

ser usados para caracterizar os varios genotipos de cafeeiros plantados.
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4. CONCLUSOES

Nédo foi possivel detectar diferencas nas sequéncias de DNA dos genotipos de C.
canephora, pertencente a diferentes grupos de autoincompatibilidade (grupo I, Il e I11). Todavia,
ao realizar o BLAST entre a sequéncia consenso obtida do sequenciamento realizado com o
primer HVa3 e o genoma de referéncia de C. canephora, observou-se que ha duas regides de
alinhamento no cromossomo 2, com grande quantidade de mismatch e Gap. Esta diferenca
observada pode ser decorrente da ampla diversidade genética presente na espécie, no qual o
genoma de referéncia ainda é geneticamente diferente dos Robustas Amazonicos e Conilons
cultivados no Brasil. Foram encontrados indicios de regifes repetitivas dispersas no genoma da
espécie. Ao realizar o alinhamento entre as duas sequencias amplificadas em regides distintas
no genoma de C. canephora com o primer Hva3, observa-se que elas sdo idénticas. Este trabalho
serve de base para a continuidade do estudo de incompatibilidade na espécie.

5. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS
Berthaud J (1980). L’ incompatibilité chez Coffea canephora: méthode de test et déterminisme

génétique. Café Cacao Thé, 24: 267-274.

Berthaud J (1986). Les ressources génétiques pour 1’amélioration des caféiers africains
diploides.Evaluation de la richesse génétique des populations sylvestres et de ses mécanismes
organisateurs. Conséquences pour ’application. 379f. Tese (Doutorado em Agronomia) —
ORSTOM, Paris.

Charrier A & Berthaud J (1985). Botanical classification of coffee. Coffee: botany,
biochemistry and production of beans and beverage, 13-47.

COFFEE GENOME HUB. Disponivel em: http://www.coffee-genome.org/blast. Acesso em
20 de novembro de 2023.

Conagin CH & Mendes AJT (1961). Pesquisas citologicas e genéticas em trés espécies de
Coffea: auto-incompatibilidade em Coffea canephora Pierre ex Froehner. Bragantia, 20:788-
804.

Coulibaly I, Revol B, Noirot M et al (2003). AFLP and SSR polymorphism in a Coffea
interspecific backcross progeny [(C. heterocalyxx C. canephora) x C. canephora]. Theoretical
and Applied Genetics, 107:1148-55.

Davis AP (2011). Psilanthus mannii, the type species of Psilanthus, transferred to Coffea.
Nordic Journal of Botany, 29:471-472.



70

De Nettancourt D (2001). Incompatibility and incongruity in wild and cultivated plants (\Vol.
3). Springer Science & Business Media.

Denoeud F, Carretero-Paulet L, Dereeper A et al (2014). The coffee genome provides insight
into the convergent evolution of caffeine biosynthesis. science, 345(6201), 1181-1184.

Depolo RP, Rocha RB, Souza CAD et al (2022). Expression of self-incompatibility in Coffea
canephora genotypes grown in the western Amazon. Pesquisa Agropecuaria Brasileira, 57.

Diniz LE, Sakiyama NS, Lashermes P et al (2005). Analysis of AFLP markers associated to the
Mex- 1 resistance locus in Icatu progenies. Crop breeding and applied technology, 5: 387.

Dussert S, Lashermes P, Anthony F et al (1999). Le caféier, Coffea canephora. Diversité
génétique des plantes tropicales cultivées, 175,194.

Espindula MC, Dalazen JR, Rocha RB et al (2022). Robustas Amazénicos: os cafeeiros
cultivados em Rondonia. 144p.

Ferrdo MAG, Ferréo RG, Fonseca AFA et al (2019). Origin, geographical dispersion, taxonomy
and genetic diversity of Coffea canephora. In Conilon Coffee; Ferrdo RG, Fonseca AFA, Ferrdo
MAG, De Muner L.H, Eds.; Incaper: Vitoria, Brazil, 85-110.

Lashermes P, Couturon E & Charrier A (1993). Doubled haploids of Coffea canephora:
development, fertility and agronomic characteristics. Euphytica, 74, 149-157.

Montagnon C, Leroy, T, Yapo AB (1992). Diversite genotypique et phenotypeque de Quelques
groupes de cafeiers (Coffea canephora Pierre) em collection. Consequences sur leur utilisation
en selection. Café Cacao Thé 36: 187-198.

Rocha RB, Teixeira AL, Ramalho AR et al (2015). Melhoramento de coffea canephora:
consideracBes e metodologias. Embrapa Semiarido-Capitulo em livro técnico (INFOTECA-E).

Rocha RB, Teixeira AL, Ramalho AR et al (2021). Coffea canephora breeding: estimated and
achieved gains from selection in the Western Amazon, Brazil. Ciéncia Rural, 51.

Sievers F, Wilm A, Dineen D et al (2011). Fast, scalable generation of high-quality protein
multiple sequence alignments using Clustal Omega. Moleculares systems biology, 7: 539.

Silva ANR; Rocha RB; Ferreira GEM (2022). Estudo do gene S, que determina a
autoincompatibilidade em Coffea canephora, visando ao desenvolvimento de iniciadores para
suas regides polimorficas. Projeto de doutorado, Universidade Federal de Rondonia.

Sousa P, Vieira H, Santos E et al (2022). Coffea canephora: Heterotic Crosses Indicated by
Molecular Approach. Plants, 11: 3023.

Vieira J, Pimenta J, Gomes A et al (2021). Identificacdo do locus Rosa S e implicacbes na
evolucdo dos sistemas de autoincompatibilidade gametofitica de Rosaceae. Relatorios
Cientificos, 11: 3710.



71

Zhang D, Li YY, Zhao X et al (2023). Molecular insights into self-incompatibility systems:
from evolution to breeding. Plant Communications, 5: 100719.



