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RESUMO

ALKIMIM, Emilly Ruas. M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, julho de 2013.
Selecdo assistida por marcadores moleculares para resisténcia mdltipla a
ferrugem e a antracnose dos frutos do cafeeirdrientadora: Eveline Teixeira
Caixeta. Coorientadores: Antonio Carlos Baido de Olive&atonio Alves Pereira.

Marcadores moleculares intimamente ligados a dois genes maigBe &?) que
conferem resisténcia a ferrugem, e marcadores moleculares ligados &kdJegee

confere resisténcia a antracnose dos frutos do cafeeiro também conhe€idéemr

Berry Disease (CBD), foram previamente identificados. Estes marcadores
apresentam potencial para serem usados em programas de melhoramento visando
identificar e monitorar genoétipos contendo genes de resisténcia a esses patdégenos
(Hemileia vastatrixe Colletotrichum kahawge Dessa forma, o objetivo do trabalho

foi utilizar a estratégia de selecédo assistida por marcadores moleculares associados
aos genes 3 (proveniente deCoffea libericg, S4? (proveniente do Hibrido de
Timor-UFV 443-03) eCk-1, no programa de melhoramento do cafeeiro da Empresa
de Pesquisa Agropecuaria de Minas Gerais (Epamig)/Universidade Federal de
Vicosa (UFV). Inicialmente os marcadores moleculares disponiveis na literatura
foram validados e entdo utilizados na selecao assistida de 160 gendtipos. Esses
cafeeiros fazem parte do germoplasma da UFV/Epamig e foram introduzidos do
CIFC por serem potencialmente portadores de resisténcia a ferrugem. Por meio dos
marcadores validados foi possivel identificar onze individuos resistentes
homozigotos para o geng® UFV311-48 (k), UFV311-49 (k), UFV 311-56 (k),
UFV313-133(F,), UFV329-72 (F), UFV329-78 (k), UFV334-65 (k), UFV335-12

(F2), UFV335-77 (R), UFV399-45 () e UFV409-08 (K. O gene 3 confere
resisténcia a diferentes racasHlevastatrixe a sua incorporagdo em variedades de
interesse tem sido sugerida como importante estratégia para obter resisténcia a
ferrugem. Também foram identificados cafeeiros que além se serem portadores do
gene §3 em homozigose, apresentaram o geyedBoveniente do Hibrido de Timor
(UFV443-03). Tais genétipos sédo o UFV311-48)(BFV311-49 (k), UFV 311-56

(F2), UFV313-133 (k), UFV334-65 (F), UFV399-45 (k) e UFV409-08 (k). Para o
geneCk-1 que confere resisténcia a CBD, foi observado que o gendtipo UFV328-60
(F,) foi homozigoto resistente quando analisado com os dois marcadores, apesar de
nao apresentar bandas ligadas aos gepe® &?. Entretanto UFV317-12 (Jse
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mostrou resistente heterozigoto com o marcador CBD-Sat235 (marcaGérli@
resistente homozigoto com o marcador CBD-Sat207 (outro marcadCk-ilp e
portador do gene 3 que confere resisténcia a ferrugem. Logo, por meio da Selecéo
Assistida por Marcadores Moleculares foram identificados cafeeiros portadores de
diferentes genes de resisténcia a ferrugem e a CBD. Esse germoplasma, apesar de ser
derivado deC. liberica apresentou além do geng3So gene §?, até entdo
identificado apenas em genotipos derivados Gle canephora Os cafeeiros
identificados poderado ser utilizados em cruzamentos para a introducdo desses genes
em outros materiais genéticos de interesse nos programas de melhoramento. A
utilizacdo dos marcadores moleculares validados, nos programas de melhoramento,
serdo imprescindiveis para monitoramento dos genes nas diferentes geracdes e

cruzamentos.
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ABSTRACT

ALKIMIM, Emilly Ruas. M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, July, 2013.
Molecular marker assisted selection for multiple resistance to rust and
anthracnose in coffee fruits. Advisor: Eveline Teixeira CaixetaCo-advisors:
Antonio Carlos Baido de Oliveira and Antonio Alves Pereira.

Molecular markers closely linked to two major geneg3(&nd $7?) that confer
resistance to rust, and molecular markers linked to the G&rle which confers
resistance to anthracnose in coffee fruits, also known as Coffee berry disease (CBD),
were previously identified. These markers have potential to be used in breeding
programs aiming to identify and monitor genotypes containing genes resistant to
these pathogensiémileia vastatrixand Colletotrichum kahawge Thus, the present

work aimed to use molecular marker assisted selection associated with genes SH3
(from Coffea libericg, S4? (from the Timor Hybrid UFV443-03 ) andk-1 , in a

coffee breeding program of the Agricultural Research Company of Minas Gerais
(Epamig)/Universidade Federal de Vigosa (UFV). Initially, the molecular markers
available in the literature were validated and then used in marker assisted selection of
160 genotypes. These coffee plants are part of the UFV/Epamig coffee germplasm
bank and were introduced by the CIFC because they are potential carriers of rust
resistance. The validated markers allowed identifying eleven resistant individuals
homozygous for the geng;SUFV311- 48 (F2), UFV311-49 (F2), UFV311-56 (F2),
UFV313-133 (F2), UFV329-72 (F2) UFV329-78 (F2) UFV334-65 (F2) UFV335-12
(F2) UFV335-77 (F2) UFV399-45 (F2) and UFV409-08 (F2). The gefdecBnfers
resistance to different races bf vastatrix and its incorporation in varieties of
interest has been suggested as an important strategy for rust resistance. There was
also identification of coffee plants that carry the gep8 # homozigosity that
presented genep3 from the Timor Hybrid (UFV443-03). These genotypes are
UFV311-48 (F2) UFV311-49 (F2), UFV311-56 (F2) UFV313-133 (F2) UFV334-65
(F2) UFV399-45 (F2) and UFV409-08 (F2). For g&lel, which confers resistance

to CBD, it was observed that the genotype UFV328-60 (F2) was resistant
homozygous when tested with the two markers, although presenting no bands related
to the genes 8 and §?. However, UFV317-12 (F1) was resistant heterozygous
with marker CBD-Sat235 (markeCk-1) and resistant homozygous with marker
CBD-Sat207 (anothelCk-1 marker) and carried the geng?S which confers
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resistance to rust. Therefore, Molecular Marker Assisted Selection allowed
identifying coffee plants carrying different genes resistant to rust and CBD. This
germplasm, although derived frath liberica, presented both the geng3Sand gene

S4?, hitherto only identified in genotypes derived fr@n canephoraThe coffee

plants identified may be used in crosses for the introduction of these genes in other
genetic materials of interest in breeding programs. The use of validated molecular
markers in breeding programs will be invaluable for monitoring genes in different

generations and crosses.



1. INTRODUCAO

A cafeicultura é uma atividade agricola de grande importancia econdémica
para o desenvolvimento do Brasil, que desde o final do século XIX ocupa a posi¢cao
de maior produtor e exportador de café do mundo. Apesar da grande importancia
dessa cultura, ainda existem muitos desafios a serem superados para que se possa
obter elevada produtividade e qualidade com menor custo de prodirgados
grandes problemas enfrentados pelos cafeicultores € a suscetibilidade do cafeeiro a
diferentes doencaBentre as doencas de maior importancia pode-se citar a ferrugem
do cafeeiro Klemileia vastatrixBerk. & Br.), uma das doencas que mais causa
prejuizos econémicos aos cafeicultores em todo o mundo (MEtRA, 2008). Os
danos causados pela ferrugem sdo, principalmente, indiretos, pela inducdo de
desfolha quando a doenca atinge altas severidades. A queda precoce das folhas
resulta em menor vingamenda florada e dos frutos “chumbinhos”, bem como seca
dos ramos plagiotrépicos, comprometendo, em alguns casos, em mais de 50% a
producao do cafeeiro nas safras futuras (ZAMBON\Il, 1997).

Outra doenca que tem trazido grandes preocupacdes para os cafeicultores
€ a antracnose dos frutos do cafeeiro, também chamadaoffee Berry Disease
(CBD), causada pelo fung€olletotrichum kahawaéWaller & Bridge Até o
momento essa doenca encontra-se restrita ao continente Africano e, juntamente com
a ferrugem, s@o consideradas no café arabica as doencas mais devastadoras naquele
continente, particularmente em grandes altitudes (MANWElal, 2010). Dessa
forma, a CBD representa uma grande ameaca para a lavoura cafeeira ha América e
na Asia, sendo assim, importante realizar-se estudos preventivos nesses paises, onde
a CBD ainda nao esta presente.

Para o controle dessas e de outras doencas do cafeeiro tem-se utilizado
cultivares resistentes. Os problemas de mao de obra e as preocupacdes com as
guestbes ambientais, decorrentes do controle quimico resultam na procura por uma
resisténcia duravel como a melhor alternativa para contornar este sério problema
econdmico da cafeicultura. Dessa forma, tem-se buscado a obtengdo de cultivares
portadores de genes de resisténcia aos patdogenos por meio do melhoramento genético
(FAZUOLI et al, 2002; PEREIRAet al, 2002; SERAet al, 2002; FAZUOLIet al,

2005).



Nesse contexto, ja foram identificadas diferentes fontes de resisténcia
para essas duas principais doengas do cafeeiro. Para a ferrugem, foram caracterizados
até o momento, pelo menos nove genes dominantdsa$9) condicionando a
resisténcia ao fungdi. vastatrix Os genes de resisténcia identificados €m
canephora(S46 a $9) e C. liberica (S43) tém proporcionado resisténcia com
durabilidade aprecidvel em varias regibes cafeeiras onde tém sido testados
(BETTENCOURT e CARVALHO, 1968; CARVALHO e MONACO, 1971). Para
permitir a transferéncia desses genes, provenientes de plantas de espécies diferentes e
com ploidia distinta, para cultivares @e arabica,tem-se utilizado hibridos naturais
como o Hibrido de Timor e Sele¢fes Indianas.

O Hibrido de Timor, resultante do cruzamento natural €htigrabicax
C. canephoraapresenta caracteristicas como maior producdo em relacdo a outros
hibridos, fendétipo semelhante ao café arabica, autocompatibilidade, tetraploidia
(2n=44) e boa qualidade de bebida. Além disso, esses cafeeiros sédo portadores de
diferentes genes que conferem resisténcia a ferrugem, a CBD e outras doencas e
pragas (RODRIGUES JRt al, 1975).

Na populacédo do Hibrido de Timor ja foram detectados os quatro genes
deC. canephordS46 a $9) e o gene $ deC. arabicaque, de forma isolada ou em
associacdo, conferem resisténcia a algumas racas fisioldgicds. destatrix
identificadas (BETTENCOURt al, 1980; BETTENCOURTet al, 1992; BRITO
et al, 2010). Esses materiais genéticos constituem-se, portanto, em importantes
fontes de resisténcia, as quais poderdo auxiliar na obtencdo de cultivares que
apresentem resisténcia duravel a esta doenca.

As Selecdes Indianas sdo materiais genéticos tetraploides oriundos de
cruzamentos naturais ent@ arabica x C. liberica, retrocruzadas ou ndo com
cultivares arabicas como Kent ou Coorg, e sédo portadores do g&mgi& confee
resisténcia a racas de¢. vastatrix (BETTENCOURT e RODRIGUES JR, 1988;
FAZUOLI et al, 2005; RAM, 2006). Dentre as Selec¢des Indianas obtidas, a S288,
S333 e S795 se destacaram e suas descendéncias foram enviadas para diferentes
paises, onde sdo usadas nos programas de melhoramento genético do cafeeiro.

Para a outra doenca de grande importancia, CBD, também ja foram
identificadas varias fontes de resisténcia. De acordo com Agvedrala(1997), a
resisténcia a CBD é controlada por pelo menos trés genes que estdo presentes no
Hibrido de Timor e Catimor (gene T), Rume Sudan (genes R e k) e K7 (gene k).
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Alguns desses genes identificados, tanto para resisténcia a ferrugem
quanto para CBD, foram extensivamente estudados e marcadores moleculares
ligados a eles foram identificados, permitindo o uso de selecdo assistida por
marcadores moleculares (SAM) no melhoramento do cafeeiro. Marcadores de DNA
gue estejam ligados aos genes de resisténcia a doengas podem auxiliar e aumentar a
eficiéncia dos programas de melhoramento genético (LASHERMEE 2000). Os
marcadores permitem avaliar a variabilidade genética existente diretamente no DNA
para identificar genes de interesse agrondmico (RIESEBE&R4:, 2000) Nesse
sentido, a utilizacdo de SAM seria particularmente util no processo de transferéncia
de alelos de resisténcia, por anular o efeito do ambiente e permitir a selecdo na
auséncia do patdégeno ou da raca do patégeno.

Para a resisténcia a ferrugem do cafeeiro, foram identificados 21
marcadores de DNA do tipo AFLP ligados ao gend @RAKASH et al, 2004)
derivado da introgressdo d& liberica em C. arabica, o qual tém proporcionado
resisténcia com durabilidade apreciavel. Quatro desses marcadores AFLP foram
transformados em SCAR e juntamente com outros trés marcadores SCAR
proveniente de extremidade de BAC e trés SSR formaram dois pequenos grupos de
ligacdo (5,7 cM e 5,9 cM) contendo o gene de resistén@gMAHE et al, 2008).

Esses 10 marcadores moleculares, por estarem proximamente ligados ao gene de
resisténcia, podem ser utilizados para identificar o ge@end SAM. Britoet al

(2010) e Diolaet al (2011) identificaram marcadores ligados ao gefi® fresente

em um acesso de Hibrido de Timor (UFV443-03), que confere resisténcia a outras
racas deH. vastatrix Nesses trabalhos foi desenvolvido um mapa genético de alta
densidade, com seis marcadores SCAR delimitando uma regido cromossémica de
9,45 cM e flanqueando o geng?>m 0,7 e 0,9 cM.

Marcadores ligados a gene de resisténcia a CBD também foram
identificados por Gichuret al (2008). A fonte de resisténcia utilizada neste trabalho
foi a cultivar Catimor 88 e a cultivar Catimor 127. Foram encontrados oito
marcadores AFLP e dois SSR ligados ao fenoétipo resistente, de forma que o gene
designado Ck-1, que provavelmente € semelhante ao gene T previamente
caracterizado, ficou localizado em um segmento de 11 cM.Desse forma, propde-se
nesse trabalho identificar genotipos contendo um ou mais genes que conferem

resisténcia &H. vastatrixe C. kahawaevia SAM, por meio da utilizacdo destes



marcadores moleculares, que podem ser utilizados em programas de melhoramento

genético do cafeeiro.

2. OBJETIVO

Utilizar a estratégia de selecdo assistida por marcadores moleculares
associados aos geng@3S(proveniente d&. liberica) e §4? (do Hibrido de Timor
UFV 443-03) que conferem resisténcia a ferrugem e ao Qkiiede resisténcia a
CBD, no programa de melhoramento do cafeeiro da Empresa de Pesquisa

Agropecuaria de Minas Gerais (Epamig) / Universidade Federal de Vicosa (UFV).

2.1. Objetivos Especificos

Validar marcadores moleculares ligados aos genes de resisténcia a
ferrugem e a CBD;

Identificar cafeeiros portadores de diferentes genes que conferem
resisténcia a ferrugem e a CBD, a fim de serem utilizados nos programas de
melhoramento genético do cafeeiro;

Incorporar a técnica de selecao assistida por marcadores moleculares no

cafeeiro.

3. REVISAO DE LITERATURA

3.1. Importancia socioeconémica da cultura do café no Brasil

O agronegocio do café esta entre as atividades de maior importancia
socioeconémicas quando comparadas as diferentes atividades ligadas ao comércio
agricola internacional, sendo uma grande “commodity” mundial. A agropecuaria
representa cerca de 5% do PIB nacional. No terceiro trimestre do ano passado, o PIB
da agropecuéria avancou 3,6%. O crescimento do setor no terceiro trimestre deve-se
a producédo de milho e café, cuja colheita cresceu cerca de 27,1% e 14,5% no ano.

A cadeia produtiva do café movimenta anualmente mais de 13 bilhdes de
dolares no mercado internacional (ICO, 2009). Essa atividade tem gerado milhdes de

empregos nos paises tropicais produtores. No contexto da economia brasileira, o café



€ um produto agricola tradicional que gera mais de sete milhdes de empregos diretos
e indiretos (EMBRAPA CAFE, 2004).

As duas principais espécies de café de maior importancia no mercado
econOmico internacional s&0offea arabical. e Coffea canephora&ierre ex A.
Froehner, conhecidas por café arabica e café robusta, respectivamente. No contexto
da cafeicultura mundial, o Brasil € um pais estrategicamente melhor situado por
apresentar uma producdo em larga escala destas duas espécies mais importantes
(FAZUOLLI, 2006).

O Brasil é o maior produtor mundial de café, ocupando atualmente uma
area plantada com as espécies arabica e robusta de 2.375,79 mil hectares. O resultado
mostra um crescimento de 1,99% sobre a area existente na safra 2012 (CONAB,
2013).

A primeira estimativa de producdo de café (arabica e robusta) para a
safra 2013 indica que o Pais devera colher entre 46,98 e 50,16 milhdes de sacas de
60 quilos de café beneficiado. O resultado representa uma reducdo entre 7,6% e
1,3%, quando comparada com a producdo obtida no ano agricola anterior. Essa
reducdo se deve ao ano de baixa producdo, em razdo da bienalidade que
normalmente ocorre nessa cultura (CONAB, 2013). A producdo do café arabica
representa 74,71% (34,99 a 37,47 milhdes de sacas) da producdo do Pais, e tem
como maior produtor o Estado de Minas Gerais, com 67,93% (24,25 a 25,45 milhdes
de sacas) de café beneficiado. O café robusta participa da producdo nacional com
25,29% de café beneficiado, destacando o estado do Espirito Santo como o maior

produtor dessa espécie, com 77,30% (9,24 a 7, 869,81 milhdes de sacas).

3.2. Antracnose dos frutos do cafeeiro- Coffee Berry Disease (CBD)

Apesar do café arabica ser preferido pelos consumidores devido a sua
melhor qualidade de bebida, segundo Nyoro e Sprey (1986) a sua producédo é
limitada devido a ocorréncia de doencas graves, dentre elas a ferrugem alaranjada,
causada pelo fungdemileia vastatrixe a CBD causada pelo fun@mlletotrichum
kahawae

A ocorréncia de CBD ainda se encontra restrita ao continente da, Africa
onde é um dos principais entraves para a producdo sustentavel e econémica de café
arabica naquela regido. Essa doenca corresponde a uma antracnose que pode causar

perdas graves na safra de café na Africa sempre que as condi¢bes climaticas s&o
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favoraveis ao patégeno (GRIFFITHS al 1971; VAN DER GRAAFF, 1978;
MASABA e WALLER, 1992).

Seu controle quimico tem sido responsavel por até 45% do custo anual de
producdo (NYORO e SPRAY, 1986; AGWANDA e OWUOR, 1989). Dessa forma,

o desenvolvimento de cultivares resistentes é a principal estratégia de controle uma
vez que o uso dessas cultivares reduzem a utilizacdo de pesticidas e sdo seguros para
0S seres humanos e o meio ambiente.

Progénies do hibrido natural interespecifico er@re arabica e C.
canephora denominado de Hibrido de Timor, que se originou na llha de Timor
(BETTENCOURT, 1973), tém sido usado em todo o mundo como fonte de
resisténcia a varias doencas, incluindo CBD, ferrugem e doencas causadas por
nematoides.

Com base em estudos de heranca, Van der Vossen e Walyaro (1980)
propuseram a existéncia de um loco (denominado de T) para resisténcia a CBD no
cafeeiro Hibrido de Timor. De acordo com Agwaradaal (1997), a resisténcia a
CBD é controlada por pelo menos trés genes que estdo presentes, no Hibrido de
Timor e Catimor (gene T), Rume Sudan (genes R e k) e K7 (gene k). Em trabalho
conduzido por Gichurwet al (2008) eles designarar@k-1, como o loco de
resisténcia &C. kahawaeonde eles sugerem ser esse loco semelhante ao loco T
descrito por Van der Vossen e Walyaro (1980), entretanto eles ndo descartam a

possibilidade de existéncia de um outro loco de resisténcia a CBD.

3.3. Ferrugem do cafeeiro

Conhecida como a principal doenga do cafeeiro, a ferrugem alaranjada,
causada pelo fungdemileia vastatrixBerk. & Br. e verifica-se sua ocorréncia em
todas as regifes produtoras de café do mundo (VAN DER VOSSEN, 2005).

O fungo que é responsavel por causar danos e perdas severas na cultura
do café, ataca principalmente as folhas e raramente os frutos, podendo causar a queda
precoce de folhas e a seca de ramos, ocasionando reducao da producao étifla vida
da lavoura (ZAMBOLIMet al, 1997). Os anos de alta produgcéo apresentam 0s
maiores indices da doenca, e as perdas podem chegar a 35-50%, dependendo das
condicBes climaticas (SILVAt al., 2006).

Para minimizar os prejuizos causados por esse fungo, o controle quimico

por meio do uso de fungicidas tem se mostrado eficiente. Entretanto, o elevado custo
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da aplicacao dos fungicidas e os danos causados ao meio ambiente tem motivado
melhoramento genético para obtencédo de cultivares resistentes (WARLLER

2007). O uso das cultivares resistentes, portanto, € considerada a melhor alternativa
para o controle da doenga, devido ao seu baixo custo, a sua eficiéncia, adfaciéid
implantac&do e aos menores danos causados ao meio ambiente.

O uso de cultivares melhoradas é um dos principais fatores que
contribuem para o0 sucesso da cafeicultura mundial, comprovando assim a
importancia do melhoramento genético nesse sentido. No entanto, o desenvolvimento
de cultivares de cafeeiros com resisténcia duravel representa um desafas para
melhoristas, devido ao surgimento e alternancia de racas do patdgeno, assim como a
ocorréncia de ragcas complexas que ilustram o potencial evolutivo da populdtéo de
vastatrix (CABRAL et al, 2009; MAIA et al, 2013),caracteristica muito comum a
maioria de patdgenos biotroficos, especialmente os causadores de ferrugens.

Ainda ndo se conhecem bem os mecanismos que conduzem a criacdo de
racas deH. vastatrix Como a fase sexual do fungo ainda nao foi encontrada
considera-se a mutacdo como o principal mecanismo responsavel pela criacdo de
variabilidade no fungo e a pressao de selecao exercida pelos genes de resisténcia do
hospedeiro responsavel pelo aumento de mutantes virulentos na populacéo
(VARZEA e MARQUES, 2005). Um estudo recente de citometria de imagem do
conteudo de DNA revelou a presenca de um tipo inédito de reproducao sexual oculta
dentro dos esporos assexuais Hlevastatrix denominada de criptossexualidade
(CARVALHO et al, 2011). Segundo os autores, esse tipo de reproducédo poderia

explicar o surgimento frequente e rapido de novas racas fisiol6githssdstatrix

3.4. Melhoramento para resisténcia a Hemileia vastatrix

Na busca por estratégias voltadas para o melhoramento do cafeeiro
visando a obtencdo de resisténcia a ferrugem é importante ter o conhecimento das
racas fisiologicas do patdogeno e os genes que condicionam resisténcia as diferentes
racas. Portanto faz-se necessario o conhecimento prévio das racas fisiologicas
predominantes na regido onde se desenvolvem os programas de melhoramento e
onde se pretende introduzir determinado tipo de resisténcia.

O Centro de Investigacdo das Ferrugens do Cafeeiro (CIFC) em Oeiras,
Portugal, caracterizou, até o momento, 49 racasHdevastatrix no mundo
(GICHURU et al, 2012; VARZEA e MARQUES, 2005). No Brasil, foram

7



identificadas, 16 racas fisioldgicas do fungo (I, Il, llI, VII, X, XIlI, XV, XVI, XVII,
XX, XX, XX, XXIV, XXV ou XXXI, XXXIII, XXXVII) (ZAMBOLIM et al.,
2005; CABRALet al, 2009; CAPUCHGCet al, 2012), sendo verificado que a raca |l
ocorre com maior frequéncia (ZAMBOLIt al.,2005).

Estudos classicos de genética mostraram que a resisténcia a ferrugem do
cafeeiro parece ser determinada por pelo menos nove genes que podem ocorrer
isoladamente ou em combinacdo, os quais sdo denominadosildea &9
(BETTENCOURT e RODRIGUES, 1988). No entanto, poucas pesquisas
moleculares sobre estes genes estdo disponiveis.

Esses genes sdo dominantes e aparentemente independentes
(BETTENCOURT e RODRIGUES, 1988). Ei@. arabica foram identificados
quatro genes dominantesyls Si2, S4 e $5, simples ou associados
(BETTENCOURT e NORONHA-WAGNER, 1971), enquanto &n canephora
estdo presentes 0s gene®,S$7, S8 e $9 (BETTENCOURT et al,1980).
Também o gene 8 derivado da introgressdo @ liberica em C. arabicatém
proporcionado resisténcia com durabilidade apreciavel, sendo, portanto importante a
identificacdo de individuos portadores desse gene no programa de melhoramento
genético. Além desses genes, admite-se haver outros ainda nao idestificado

Esses diferentes genes de resisténcia a ferrugem tém sido manipulados
nos diferentes programas de melhoramento no Brasil, 0 que resultou no langamento
de 71 cultivares com algum tipo de resisténcia conforme o Registro Nacional do
Ministério. No entanto, algumas dessas cultivares ja tiveram sua resisténcia
suplantada, justificando o continuo investimento na obtencdo de novas cultivares
com resisténcia duravel.

Uma estratégia que pode auxiliar no melhoramento é a identificagédo de
genodtipos portadores de diferentes genes de resisténcia por meio de marcadores
moleculares. Esses marcadores moleculares uma vez detectados como ligados aos
genes de resisténcia, podem ser utilizados para selecdo precoce de gendtipos
resistentes, reduzindo o tempo necessario para o desenvolvimento e manipulacéo de
grandes populacdes, e para estimar parametros usados nha selecdo indireta
(CAIXETA et al, 2009), além de servirem de fontes para clonagem de genes de

resisténcia.



Embora a resisténcia a ferrugem tenha sido amplamente estudada e
documentada, a elaboracdo de estratégias que envolvam o uso de marcadores
moleculares é limitada (HERRER# al, 2009).

3.5. Uso de marcadores moleculares

O advento das técnicas de marcadores moleculares impulsionou a
pesquisa genética, propiciando a deteccdo de polimorfismos de DNA com
comportamento mendeliano, passivel de ser utilizado em diferentes areas da genética
e do melhoramento de plantas (FERREIRA e GRATTAPAGLIA, 1998). O
surgimento da técnica de PCRo{ymerase Chain Reactiptornou possivel aliar o
poder de informacdo gerada por marcadores moleculares a rapidez do processo de
genotipagem (MULLIS e FALOONA, 1987). Estes marcadores, utilizados na
caracterizacdo e avaliacdo de germoplasma e na identificacdo de genes de
importancia agrondmica, tém permitido obter avangos consideraveis nos programas
de melhoramento genético de diferentes culturas.

O uso potencial dos marcadores moleculares no melhoramento de plantas
€ bastante amplo, destacando-se a identificacdo e discriminacdo depagenoti
quantificacdo da variabilidade genética ao nivel de sequéncias de nuokoiide
DNA e sua correlacdo com a expressao fenotipica; identificacdo de origem parental e
testes de paternidade; identificacdo e protecéo de cultivares; avaliagdo genknha
pela previsdo da produtividade de seus hibridos; alocacdo de linhagens em grupos
heteroéticos; certificagdo de pureza genética; monitoramento de cruzamentos;
caracterizacdo de germoplasma; estudos de diversidade e distancia genética;
construcdo de mapas genéticos; e auxilio na selecdo (GUIMARAES e MOREIRA,
1999).

Os marcadores moleculares podem auxiliar o melhorista de café a
minimizar o problema do longo periodo necessario para a obtencdo de linhagens
melhoradas. O café é uma cultura perene, de ciclo longo, onde o melhoramento é
efetuado utilizando varios ciclos de autofecundacéo e, ou, retrocruzamentos, sendo,
portanto, um processo muito demorado. Assim, a utlizacdo de marcadores
moleculares ligados a genes de resisténcia a doencas facilitariam a piramidacéo
desses genes em cultivares comerciais de interesse agronémico (ALZATE-MARIN
et al, 2001). Dessa forma, as técnicas moleculares oferecem novas oportunidades



para a manipulacdo dos genes de resisténcia associados a Selecdo Assistida por
Marcadores (SAM) (GEFFRO¥t al, 1998).

Véarios marcadores moleculares estdo disponiveis atualmente, entre eles
0s microssatélites (BRUNELIdt al, 2002; CHINet al, 1996; YUet al, 1994) e os
“Sequence Characterized Amplified RegiofSCAR) comumente utilizados em
estratégias de selecdo no melhoramento e estudos relacionados a identificacéo,
estrutura e funcdo dos genes que codificam para a resisténcia a patdogenos.

Os SSR séo distribuidos de maneira aleatéria em genomas eucariotos
(BRUNELLI et al, 2002; CAIXETA et al, 2006; HEARNEet al, 1992). As
sequéncias de DNA que flanqueiam os microssatélites sdo geralmente conservadas
entre os individuos de uma mesma espécie, permitindo a obtencponaes
especificos que amplificam, via PCR, fragmentos contendo o DNA repetitivo em
todos os genotipos. Apresentam como vantagem o fato de serem codominantes,
sendo capazes de diferenciar individuos heterozigotos de homozigotos; sédo altamente
polimorficos, sendo importante para espécies com base genética estreita; excelente
para 0 uso em selecdo assistida e identificacdo de gendfipgsrprinter)
(FERREIRA e GRATTAPAGLIA, 1998).

Os marcadores do tipo SCAR séo altamente especificos e ndo apresentam
os problemas tipicos de reprodutibilidade dos marcadores RAPD sendo, portanto
mais estavel e preciso. Esses marcadores representamiiocos geneticamente
definidos, identificados por amplificacdo de PCR de DNA gendmico, com pares de
primers especificos de oligonucleotideos. Marcadores RAPD podem ser
transformados em marcadores SCAR. Neste caso, a banda de DNA correspondente
ao marcador RAPD é clonada, sequenciada eptiorersmais longos que o original
séo sintetizados e utilizados para amplificar o mesmo marcador, s6 que agora numa
temperatura de anelamento mais elevada. Nessa condicdo, 0 processo de
amplificacdo é mais estavel e reprodutivel (PARAN e MICHELMORE, 1993).

3.6. Selecédo assistida por marcadores moleculares

Os marcadores de DNA podem ser uma ferramenta importante e bastante
atil no processo de transferéncia de alelos de resisténcia, podendo ser usados na
selecéo assistida por marcadores (SAM). A utilizacdo de SAM ¢ particularmente util
no processo de transferéncia de alelos de resisténcia, por anular o efeito do ambiente

e permitir a selecdo na auséncia do patégeno ou da raca do patdogeno. Aléns disso, o
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marcadores de DNA s&o livres de efeitos pleiotropicos, permitindo o0 monitoramento
de qualquer numero de marcadores em uma Unica populacdo. A analise desses
marcadores pode ser executada em qualquer estagio do ciclo de vida de uma planta e
a partir de quase qualquer tipo de tecido. No melhoramento de plantas, eles podem
ser usados em geracbes altamente segregantes, permitindo a eliminacdo dos
gendtipos indesejaveis nas primeiras geracoes de selecdo (OLINEHRA2007).

A SAM é mais efetiva quanto mais proximo o marcador molecular
estiver do loco de interesse, reduzindo assim a possibilidade de ocorrer uma
recombinacdo entre os mesmos (SIN&GHL, 2001)

Marcadores moleculares ligados a genes de resisténcia a ferrugem foram
identificados em varias espécies de interesse agronémico ao longo de estudos
realizados nos ultimos anos, como por exemplo, na cultura do trigo, onde marcadores
ligados ao gene de resisténciRuccinia reconditd. Sp.tritici tem sido obtidos em
Triticum aestivume em espécies selvagens do mesmo género (CHELKOWSKI e
STEPIEN, 2001). Prabhet al (1998) identificaram dois marcadores moleculares
flanqueando genes de resisténcia a ferrugem branca, causadbygur candidano
géneroBrassta. Em espécies leguminosas, dois marcadores ligados ao gene de
resisténcia determinando resposta de hipersensibilidade ao fuwoguces viciae-
fabae foram obtidos através do uso da metodologia de BB#k$ Segregants
Analysig (AVILA et al, 2003).

Ja4 em espécies do géndtoffeg ressalta-se que poucas informacdes
estdo disponiveis a este nivel uma vez que se verifica que poucos marcadores ligados
a genes de resisténcia a ferrugem do cafeeiro foram obtidos até o moroeato. F
identificados e disponibilizados marcadores ligados aos gefesor®jinado de
Selegdes da India (PRAKASEt al, 2004; MAHEet al, 2008) e §? proveniente de
um acesso de Hibrido de Timor (UFV443-03) (BRI€Oal, 2010; DIOLAEt al,

2011).

O primeiro trabalho de mapeamento de genes de resisténkia a
vastatrix em Coffeaspp. foi realizado com marcadores AFLP (PRAKASHal,

2004). Esse trabalho foi realizado em uma populagaoriinda deC. liberica,
constituida por um total de 101 plantas portadoras do gene de resisighc@asS
autores mapearam 21 marcas AFLP ligadas a este gene de resisténcia a ferrugem.

No estudo feito por Mahét al (2008), o material vegetal analisado

consistiu em duas populacbes segregante€.darabica envolvendo a cultivar

11



Matari, suscetivel a ferrugem, e a Sele¢do Indiana S.288, que contém o48ene S
introgredido deC. liberica (PRAKASH et al, 2004). Uma populacao, KMatari x
S.288) de 101 individuos e um retrocruzamento,(Bda populacdo [(Matari X
S.288) x Matari] x Matari de 43 individuos. A selecdo S.288 é derivada de uma
descendéncia de autofecundacdo S.26, um hibrido natural @narabicae C.
liberica. Os dois materiais parentais, também foram incluidos na analise.

Mahé et al (2008), converteu com sucesso alguns marcadores AFLP
identificados por Prakaskt al (2004) para marcadores SCAR. Quatro desses
marcadores AFLP foram transformados em SCAR e juntamente com outros trés
marcadores SCAR proveniente de extremidade de BAC e trés SSR formaram dois
pequenos grupos de ligagdo (5,7 cM e 5,9 cM) contendo o gene de resisténcia
(MAHE et al, 2008). Esses 10 marcadores moleculares, por estarem proximamente
ligados ao gene de resisténcia, podem ser utilizados em estudos de selecdo assistida
por marcadores moleculares em café para o geBegBe confere resisténcia a
ferrugem.

De acordo com Mahét al. (2008) os marcadores AFLP por si s6 sao
limitantes na aplicacdo direta em selecéo assistida, o que justifica sua transformacao
em marcadores derivados, cujo o objetivo foi obter um marcador molecular mais
estavel e preciso. Dessa forma, além da aplicacdo direta em técnicas moleculares de
localizac&o, identificacdo e estudo do gene de resisténcia, os marcadores SCAR
possuem um potencial ilimitado. Por exemplo, podem ser usados para o
monitoramento do gene em programas de melhoramento do cafeeiro ao longo das
geracdes visando a obtencédo de resisténcia a raca fisioldgica especifica de ferrugem e
aplicacdo imediata em selecdo assistida por marcadores. Pode ainda contribuir
efetivamente, aumentando a eficiéncia e reduzindo o tempo de selecdo das novas
cultivares.

Em trabalho conduzido por Britet al (2010), utilizaram-se para o
estudo, 160 plantas; riundas da f£H 421-4, cruzamento artificial entre o acesso
do Hibrido de Timor UFV427-15 (CIFC 1343-136) genitor resistente, e o Catuai
Amarelo UFV 2143-236 (IAC 30) suscetivel. Para obtencédo dos retrocruzamentos
(RC), a planta Ffoi retrocruzada com o Catuai amarelo UFV2143-236 e com o
Hibrido de Timor UFV 427-15. A populagdo segregante féi obtida pela

autofecundacéo controlada da planta F
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Brito et al (2010) identificaram trés marcadores AFLP ligados aos genes
de resisténcia do Hibrido de Timor, utilizando-se a técnica HEAk (Segregant
Analysig, proposta por Michelmoret al (1991). Em continuacédo a esse trabalho,
Diola et al. (2011) trabalhando com uma populagdo segregante de 224 plantas da
geracdo Foriundas da autofecundacgéo controlada da plantdAv421-4, obteve
um mapa genético saturado com 25 marcadores AFLP que possibilitou a elaboragéo
de um mapa genético de alta densidade com seis marcadores SCAR delimitando uma
regido cromossOmica de 9,45 cM e flanqueando o gene de resisténcia a 0,7 e 0,9 cM.

A utilizacdo da SAM com marcadores ligados ao gengs & $?
permite a piramidacdo de genes, por meio da introgressdo de mais de um gene de
resisténcia a ferrugem em uma cultivar. Essa € uma estratégia que vem sendo
considerada como uma forma de desenvolver cultivares com resisténcia duradoura e
de amplo espectro.

A resisténcia duravel as racas especificabl.deastatrixpode perdurar
por apenas algumas décadas (PRAKASIL, 2004), mas o uso de marcadores, por
meio de técnicas de piramidacdo de genes em gendtipos elites, auxilia nacdiminui
deste efeito. Além disso, pode existir semelhanca entre este gene de r@sisténc
outros, facilitando o acumulo de informac¢des moleculares geradas, contribuindo para
acelerar e facilitar a identificacdo de outros genes de resisténcia emaspla
(ROSEWARNEet al, 2005).

Além de incorporar genes de resisténcia a ferrugem, por meio da SAM
seria possivel também introduzir em cultivares de café gene de resisténcia a CBD.
Como essa doenca (CBD) felizmente ndo se encontra presente no Brasil, a selecao de
materiais genéticos resistentes nesse caso de auséncia do patégeno, sé € possivel por
meio da utilizacdo da selecdo assistida por marcador molecular. Essa estratégia
permitiia um melhoramento preventivo em paises onde a CBD ainda ndo esta
presente (América Latina, Asia), mas as condi¢des climaticas sdo fagoravei

Gichuruet al (2008) identificaram e mapearam oito marcadores AFLP e
dois microssatélites (CBD-Sat235 e CBD-Sat207) ligados ao fenétipo de resisténcia
a CBD. A fonte de resisténcia utilizada no trabalho foi o Catimor 88 e Catimor 127.

O gene designad@k-1, que provavelmente € semelhante ao gene T previamente
descrito por Van der Vossen e Walyaro (1980), ficou localizado em um segmento de
11 cM.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Material Genético

Folhas jovens de 160 cafeeiros com potencial para serem portadores de
resisténcia a ferruge(iTabelas 1 e 2) foram coletadas e o DNA extraido utilizando a
metodologia descrita por Dingt al (2005). Esses cafeeiros foram introduzidos pelo
Departamento de Fitopatologia da Universidade Federal de Vicosa (UFV), com
objetivo de disponibilizar fontes de resisténcia a ferrugem para os Programas de
Melhoramento Genético do Cafeeiro. Foram obtidos do Centro de Investigacdo das
Ferrugens do Cafeeiro - CIFC em Oeiras, Portugal e quando chegaram ao Brasil
foram avaliados com uma mistura de racas de patdégeno coletados nos Estados de
Minas Gerais e Espirito Santo. Os cafeeiros resistentes foram implantados no Campo

de Adaptacio e Selecdo na Area Experimental do Fund&o na UFV.

Tabela 1. Acessos de cafeeiro originados de cruzamentos de fontes de resisténcia a
ferrugem contendo o gene; & (Sele¢des Indianas) com cultivares de porte baixo
(Caturra e Catuai)

N° de Registro

N° de Registro N° de Registro

das Plantas Geragao das Plantas Geragao das Plantas Geragao
UFV 311-27 F, UFV 317- 02 F UFV 336-05 F
UFV 311-30 F UFV 317-12 F. UFV 336-06 F1
UFV 311-48 F UFV 317-19 F. UFV 336-08 F1
UFV 311-49 F UFV 317-22 F. UFV 336-10 F1
UFV 311-56 F UFV 317-52 F. UFV 336-29 F1
UFV 311-63 F UFV 317-59 F. UFV 336-34 F1
UFV 312-96 F UFV 317-60 F. UFV 336-35 F1
UFV 313-96 F UFV 317-69 F. UFV 336-37 F1
UFV 313-107 F UFV 334-03 F UFV 336-39 F1
UFV 313-133 F UFV 334-04 F UFV 337-01 F1
UFV 314-44 F UFV 334-07 F UFV 337-16 F1
UFV 316-12 Fi UFV 334-08 F UFV 337-18 Fi
UFV 316-13 Fi UFV 334-09 F UFV 337-19 Fi
UFV 316-15 Fi UFV 334-63 F UFV 337-20 Fi
UFV 316-17 F UFV 334-64 F, UFV 337-29 F
UFV 316-21 Fi UFV 334-65 F UFV 337-30 Fi
UFV 316-32 F. UFV 334-66 F UFV 339-01 F1
UFV 316-33 Fi UFV 334-67 F UFV 339-02 Fi
UFV 316-35 F. UFV 334-68 F UFV 339-07 F1
UFV 316-43 F. UFV 334-93 F UFV 339-10 F.
UFV 316-59 F. UFV 334-128 F UFV 339-25 F1
UFV 316-66 F. UFV 334-139 F UFV 339-34 F.
UFV 316-69 F. UFV 336-01 F. UFV 339-65 F1
UFV 316-70 F. UFV 336-02 F. UFV 339-100 F.
UFV 317-01 F. UFV 336-04 F. - --
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Tabela 2. Acessos de cafeeiros originados de cruzamentos de fontes de resisténcia a
ferrugem contendo o gene;® (Selegdes Indianas) com cultivares de porte alto
(Mundo Novo e outras)

N° de Registro

N° de Registro N° de Registro

das Plantas Geragao das Plantas Geragao das Plantas Geragao
UFV 315-01 F, UFV 335-06 F UFV 409-04 F,
UFV 315-02 F, UFV 335-07 F UFV 409-05 F,
UFV 315-04 F, UFV 335-08 F UFV 409-06 F,
UFV 315-06 F, UFV 335-11 F UFV 409-08 F,
UFV 315-15 F, UFV 335-12 F UFV 409-12 F,
UFV 315-50 F, UFV 335-13 F UFV 409-13 F,
UFV 315-76 F UFV 335-15 F UFV 409-14 F,
UFV 315-143 F UFV 335-16 F UFV 409-16 F,
UFV 327-04 F UFV 335-70 F UFV 409-17 F,
UFV 327-11 F UFV 335-77 F UFV 409-18 F,
UFV 327-13 F UFV 335-104 F UFV 409-20 F,
UFV 327-16 F, UFV 335-121 F, UFV 409-29 F,
UFV 327-18 F, UFV 335-124 F, UFV 409-30 F,
UFV 327-89 F UFV 335-130 F UFV 409-34 F,
UFV 327-117 F UFV 341-15 F UFV 409-36 F,
UFV 328-43 F UFV 399-23 F UFV 409-41 F,
UFV 328-60 F UFV 399-31 F UFV 409-42 F,
UFV 328-62 F UFV 399-33 F UFV 409-43 F,
UFV 328-69 F UFV 399-45 F UFV 409-47 F,
UFV 329-01 F UFV 402-01 F UFV 409-48 F,
UFV 329-63 F UFV 402-02 F UFV 409-49 F,
UFV 329-72 F UFV 402-04 F UFV 409-51 F,
UFV 329-78 F UFV 402-21 F UFV 480-06 F,
UFV 329-102 F UFV 402-36 F UFV 480-11 F,
UFV 335-01 F, UFV 402-38 F UFV 480-12 F
UFV 335-02 F, UFV 402-49 F, UFV 480-14 F
UFV 335-03 F, UFV 404-01 F UFV 480-15 F
UFV 335-04 F UFV 409-01 F UFV 480-26 F
UFV 335-05 F UFV 409-03 F, - --

Os materiais genéticos das Tabelas 1 e 2 foram obtidos, no CIFC, por
meio de cruzamento entre cultivares de interesse agronémico de porte baixo e porte
alto com cafeeiros da india selecionados por serem portadores do BenAsS
fontes utilizadas de progénies portadoras do geengssa populacdo foram as
selecdes da india S.333, S.795, S.353, S.288 e BA16. As selecdes indianas S.288,
S.333 e S.353 e da séBA sao derivadas de cafeeiros tetrapléides S.26 e 6.31 (
arabicax C. liberica) retrocruzados ou ndo com Kent ou Coorg, € possuem 0s genes

Sh2, §13 e $5. A genealogia da populacéo de estudo esta apresentada na Tabela 3.
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Tabela 3. Genealogia dos 160 gendtipos de cafeeiro da populacao de estudo.

N° de Registro

das Plantas Geracéao Genealogia
UFV 311-27 F,
UFV 311-30 F>
UFV 311-48 F CIFC H227/1=Caturra Amarelo CIFC 426/2 x S.3:
UFV 311-49 F> CIFC 254/14
UFV 311-56 F,
UFV 311-63 F>
CIFC H275/1=Caturra Vermelho CIFC 19/1 x S.7
UFV 312-96 P CIFC 1344/19
UFV 313-96 F

CIFC H275/7=Caturra Vermelho CIFC 19/1 x S.7!
CIFC 1344/19

CIFC H275/13Caturra Vermelho CIFC 19/1 x S.7
CIFC 1344/19

UFV 313-107 F,
UFV 313-133 )

UFV 314-44 F>

UFV 316-12 Fi

UFV 316-13 F1

UFV 316-15 Fi

UFV 316-17 F1

UFV 316-21 Fi

UFV 316-32 F CIFC H512=Caturra Vermelho CIFC 1640/28 x
UFV 316-33 F1 CIFC H.239/11 (Villa Lobos CIFC 954/1 x S.333
UFV 316-35 F1 CIFC 254/14)

UFV 316-43 Fi

UFV 316-59 F1

UFV 316-66 F1

UFV 316-69 F1

UFV 316-70 Fi

UFV 317-01 F1

UFV 317-02 Fi

UFV 317-12 F1

UFV 317-19 F. CIFC H525=Caturra Vermelho CIFC 1640/28 x
UFV 317-22 F1 CIFC H.275/7 (Caturra Vermelho CIFC 19/1 x S.7
UFV 317-52 F1 CIFC1344/19)

UFV 317-59 F1

UFV 317-60 F1

UFV 317-69 F1

- = autofecundagé&o nao controlada
| = autofecundacéo controlada
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Tabela 3. Continuacao.

N° de Registro

das Plantas Geracéao Genealogia
UFV 334-03 F>

UFV 334-04 F

UFV 334-07 F

UFV 334-08 F

UFV 334-09 F>

UFV 334-63 F

UFV 334-64 F> CIFC H275/11=Caturra Vermelho CIFC 19/1 x
UFV 334-65 F S.795 CIFC 1344/19
UFV 334-66 F>

UFV 334-67 F

UFV 334-68 F>

UFV 334-93 F

UFV 334-128 )
UFV 334-139 )

UFV 336-01 F1
UFV 336-02 F1
UFV 336-04 F1
UFV 336-05 =1

UFV 336-06 =]
UFV 336-08 F1
UFV 336-10 =]
UFV 336-29 F1
UFV 336-34 =1
UFV 336-35 F1
UFV 336-37 =1
UFV 336-39 F1
UFV 337-01 F1
UFV 337-16 F1
UFV 337-18 F1

CIFC H524=Caturra Amarelo CIFC 1637/48 x CIF
HW 3/5
(Blue Montain CIFC 187/8 x S.353 4/5 CIFC 34/1

CIFC H526=Catuai Vermelho CIFC 2481/1 x CIF

H.275/3
BEx gg;;g El (Caturra Vermelho CIFC 19/1 x S.795 CIFC
- 1344/19)

UFV 337-29 =
UFV 337-30 Fy
UFV 339-01 F1
UFV 339-02 =1
UFV 339-07 F1
UFV 339-10 =1
UFV 339-25 F1
UFV 339-34 =1
UFV 339-65 =
UFV 339-100 Fy
- = autofecundagé&o nao controlada
| = autofecundacéo controlada

CIFC H527=Caturra Amarelo CIFC 1637/48 x CIF
H.79/1
(S.4 Agaro CIFC 110/5 x S.288-23 CIFC 33/1)
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Tabela 3. Continuagéo.
N° de Registro
das Plantas
UFV 315-01 F>
UFV 315-02 F,
Bix 21282 E; CIFC H315/2=Mundo Novo CIFC 1535/181 x S.7!

UFV 315-15 F> CIFC 1344/19

UFV 315-50 F>

UFV 315-76 F>

UFV 315-143 F>

UFV 327-04 F,

UFV 327-11 F>

UFV 327-13 F, CIFC H101/39=S. 333 CIFC 254/14 x Dilla & Algh
UFV 327-16 F>

UEV 327-18 F CIFC 128/2

UFV 327-89 F>
UFV 327-117 F>
SEx ggggg E; CIFC H153/11=Geisha CIFC 87/1 x S.288/23 CIF
UFV 328-62 F, 33/1

UFV 328-69 F>

UFV 329-01 F,

UFV 329-63 F, CIFC H173/2=Dilla & Alghe CIFC 128/2 x S. 333
UFV 329-72 F,

UEV 329-78 F CIFC 254/19

UFV 329-102 F,

UFV 335-01 F>

UFV 335-02 F,

UFV 335-03 F>

UFV 335-04 F,

UFV 335-05 F>

UFV 335-06 F,

UFV 335-07 F>

UFV 335-08 F,

UFV 335-11 F> CIFC H315/3=Mundo Novo CIFC 1535/181 x S.7!
UFV 335-12 F,

UEV 335-13 F, CIFC 1344/19

UFV 335-15 F>

UFV 335-16 F,

UFV 335-70 F>

UFV 335-77 F,

UFV 335-104 F,

UFV 335-121 F,

UFV 335-124 F,

UFV 335-130 F,

UFV 341-15 F2

Geracéao Genealogia

CIFC H309/9=S.353 4/5 CIFC 34/13-53xS.4 Agal
CIFC110/5

- = autofecundacé&o nao controlada
| = autofecundacéo controlada
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Tabela 3. Continuagéo.
N° de Registro
das Plantas
Bix ggggj E; CIFC H81(R) e IIAA 557/2=BE 5 Wush-Wush

UFV 399-33 F, CIFC 810/5 x S.288/23 CIFC 33/1

UFV 399-45 F>

UFV 402-01 F,

UFV 402-02 F>

UFV 402-04 F> CIFC H214/6=S.333 CIFC 254/14 x S.12 Kaffa
UFV 402-21 F>

UEV 402-36 F CIFC 635/3/6

UFV 402-38 F>

UFV 402-49 F>

Geracéao Genealogia

CIFC H225/3=BA 16 CIFC 101/4 x S.12 Kaffa CIF

UFV 404-01 F> 635/3/3

UFV 409-01 F,
UFV 409-03 F,
UFV 409-04 F
UFV 409-05 F,
UFV 409-06 F
UFV 409-08 F,
UFV 409-12 F,
UFV 409-13 F,
UFV 409-14 F,
UFV 409-16 F,
33 jgg:i; E; CIFC H315/4=Mundo Novo CIFC 1535/181 x S.7!
UFV 409-20 F CIFC 1344/19
UFV 409-29 F,
UFV 409-30 F,
UFV 409-34 F,
UFV 409-36 F
UFV 409-41 (=
UFV 409-42 F
UFV 409-43 F,
UFV 409-47 F
UFV 409-48 F,
UFV 409-49 F
UFV 409-51 F,
UFV 480-06 F
Bg jgg:i; Ei CIFC H10¥?7=S.333 CIFC 254/14 x Dilla & Alghe
UFV 480-14 F, CIFC 128/2
UFV 480-15 Fs
UFV 480-26 F,

- = autofecundagé&o nao controlada

| = autofecundacéo controlada
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4.2. Validacdo dos marcadores ligados ao gene3 Sjue confere resisténcia a
ferrugem do cafeeiro

Para validacdo dos marcadores moleculares, foram usados trés genotipos
sabidamente portadores do gep8,SCIFC H147, S.288 e CIFC H153/2. O gendtipo
CIFC H147 corresponde a um hibrido resultante do cruzamento da sele¢do indiana
S.353 e S4 Agaro; o CIFC H153/2 entre a selegao indiana S.288 e Geisha. Esses
cafeeiros foram utilizados por serem clones diferenciadores de ratlavalstatrix
que por terem o geney® permitem identificar as racas portadoras do gene de
viruléncia v3. Foram coletados também dois cafeeiros suscetiveis a ferrugem e que,
portanto, ndo possuem o geng3 SCaturra Vermelho (CIFC 19/1), genitor de alguns
dos cafeeiros da populacdo analisada no presente estudo e Catuai Vermelho IAC 64
(UFV2148/57). Folhas destes cinco cafeeiros utilizados como controles foram
coletadas e seu DNA extraido utilizando a metodologia descrita por &lirak
(2005).

A amplificacdo por PCR foi realizada em um volume final de 25ul,
contendo 50ng de DNA genbmico; tampao 1X da enzima; 2,0mM de,MyCinM
de dNTP; 0,4uM de cadarimer e 0,5 unidade Taq DNA polimerase. As reacoes
foram conduzidas em termocicladores PTC-2B10 Researche Veriti (Applied
Biosystenmse consistiram em uma fase inicial de desnaturagéo a 95°C por 5 minutos;
35 ciclos a 94°C por 45 segundos, com temperaturas de anelamento especifica para
cadaprimer, por 45 segundos e extensao de 72°C por 45 segundos; e extensao final a
72°C por 10 minutos.

Do total de dez marcadores ligados ao gerdede resisténcia a ferrugem
obtidos em estudos conduzidos por Mahal (2008), foram testados cinco, $|8-
SH3, Sp-M16-SH3, Sat244, BA-48-210-f e BA-124-12K-f. Estes marcadores foram

selecionados por estarem em acoplamento e localizados mais proximos dg@3gene S

4.3. Validagdo dos marcadores SCAR ligados ao gepe & Hibrido de Timor
gue confere resisténcia a ferrugem do cafeeiro

A validacdo dos marcadores ligados ao gaje@Besente no Hibrido de
Timor, que conferem resisténcia a outras racasHdevastatrix foi realizada
utilizando os acessos dos Hibridos de Timor UFV427-15 e UFV443-03 e 0 gendtipo
UFV H421-4 como portadores do gene de resisténcia. Como controles suscetiveis,
nao portadores do gene, foram usados Catuai Amarelo IAC 30 (UFV2143-236) e

20



Catuai Vermelho IAC 64 (UFV2148-57). Os cafeeiros UFV427-15 e UFV2143-236
correspondem aos genitores e 0 UFV H421-4 a plantdilzados por Diolaet al

(2011) para identificacdo dos marcadores que estdo sendo validados no presente
estudo.

Para a conducao das reacdes de amplificacdo foram utilizados os seis
marcadoreSCAR, SCAR M18, SCAR M20, SCAR M23, SCAR M1, SCAR M19 e
SCAR M24, identificados por Diolat al (2011). As reacdes de amplificacdo por
PCR foram conduzidas em termocicladores PTC-200 Research e Veriti
(Applied Biosystemsutilizando 100ng de DNA gendmico; tampao 1X da enzima;
1,5mM de MgCJ; 0,2mM de dNTP; 0,25pmol de cagamer,; 0,5 unidade de Taq
DNA polimerase e agua ultra pura para completar o volume final de 20 pl. A
amplificacdo consistiu em uma fase inicial de desnaturacdo a 95°C por 5 minutos; 35
ciclos a 94°C por 30 segundos, com temperaturas de anelamento especifica para cada
primer, por 30 segundos e extensao de 72° C por 60 segundos; e extenséo final a 72°

C por 10 minutos.

4.4. Validacdo dos marcadores SSR ligados ao gene Ck-1 que confere resisiéncia
antracnose dos frutos do cafeeiro

Os marcadores ligados a resisténcia a CBD foram validados com os
acessos dos Hibridos de Timor UFV377-15 e UFV440-10 e a cultivar MGS Catigua
3, portadores do gene de resisténcia ao fubigkahawaee com os gendtipos ndo
portadores do gene, Caturra Vermelho (CIFC 19/1) e Catuai Vermelho IAC 64
(UFV2148-57). A cultivar MGS Catigua 3 foi originada a partir do cruzamento
artificial entre a cultivar Catuai Amarelo IAC 86 e o Hibrido de Timor UFV 440-10.
Além da resisténcia a CBD, essa cultivar apresenta resisténcia a ferrugem e ao
nematoide das galhakléloidogyne exigua(CARAVALHO et al, 2008; PEREIRA
et al, 2010).

A amplificagdo por PCR com os marcadores SSR foi realizada em um
volume total de 25uL, contendo: 50ng de DNA gendmico, tampao 1X da enzima,
2,0mM de MgC}4, 0,2mM de dNTP, 0,4uM de cagamer e 0,5 unidade Taq DNA
polimerase. As reacbes foram conduzidas em termocicladores PTCOMVRDO (
Research e Veriti (Applied Biosystemse 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 especifica para padeer, por um periodo de 45
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segundos e extensdo a 72° C por 45 segundos; e extensao final a 72° C por 10
minutos. Foram testadas e ajustadas as condicbes de amplificacdo de dois
marcadores SSR que foram identificados e mapeados em trabalho conduzido por
Gichuruet al (2008), ligados ao fenétipo de resisténcia a CBD, onde o marcador
CBD-Sat235 esta co-segregando com o deké, ao passo que o marcador CBD-
Sat207 esta a uma distancia estimada de 17,2 cM.

4.5. Selecao assistida por marcadores moleculares

O DNA desses cafeeiros foram amplificados com os marcadores
validados, conforme reacéo descrita acima, e a deteccdo do polimorfismo realizada
em gel de poliacrilamida desnaturante 6%, corado com nitrato de prata, conforme
protocolo descrito por Britet al (2010). A observacéo dos padrdes de bandas entre
0s genotipos foram avaliados comparando-se com o padrdo de bandas apresentados
pelos gendtipos controles resistentes e suscetiveis, descritos nos itens anteriores. As
leituras dos géis foram realizadas com base na presenca ou auséncia da marca

(banda) de resisténcia.

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Selecao assistida para o geng3Sque confere resisténcia a ferrugem do
cafeeiro

Dos cinco marcadores moleculares testados no presente estudo,
identificados por Mahét al. (2008), apos os ajustes das condi¢cdes de amplificacéo,
foram validados quatro destes marcadores 0s quais apresentaram bandas nitidas e o

padréo de bandas esperado (Tabela 4).
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Tabela 4. Marcadores validados e utilizados na andlise, suas sequéncias e
temperaturas de anelamento T(°C) validadas no presente trabalho e a distancia entre
0 gene e o marcador molecular estimada no trabalho conduzido pore¥ahé

(2008) .

Marcador Sequéncia dos marcadores T (°C) Distancia cM

R: ATCTAGCTTTGGAACATCGT

SRM16-SH3 49 1,8
F: TTAACTGGAAACTTGGCTTG

R: TGCAGATTGATGGCACGTTA

BA-124-12KF 56 0
F: TGATTTCGCTTGTTGTCGAG

R: ACTTGGCAGGCGTAATTGAA

BA-48-210R 52 0,6
F: ACAGTGAATTCCCCAAGCAC

R: GCATACTAAGGAATTATCTGACTGCT
Sat244 52 0
F: GCATGTGCTTTTTGATGTCGT

Desses marcadores validados, trés se comportaram como codominantes
SRM16-SH3, Sat244 e BA-48-210R e 0 marcador BA-124-12K apresentou padrao
de dominante (Figura 1). No trabalho de Mahél (2008), o Sat244 foi relatado
como sendo marcador dominante, no entanto, observando a figura apresentada no
artigo, observou-se um padrdo codominante semelhante ao encontrado no presente

estudo.
BA-48-210R — Sat244

— - — —— ... * =—
.‘.- ‘“""*__-— . -

1 2 3 4 ; 1 2 3 4 5

SPM16-§,3 BA-124-12KF

G — T N

| —— | e s aE—

1 2 3 4 5 1 2 3 4 !

Figura 1. Validagdo dos marcadores moleculares ligados ao ger{e/A48-210R,

Sat244, SPM-16+8 e BA-124-12KF) que confere resisténcia a ferrugem, utilizando
trés gendtipos controles sabidamente portadores do gene de resisténcia, CIFC H147
(1), S.288 (2), CIFC H153/2 (3) e dois sabidamente suscetiveis, Caturra Vermelho
CIFC 19/1 (4) e Catuai Vermelho IAC 64 (UFV2148/57) (5).

23



Os marcadores validados foram utilizados para amplificar 160 cafeeiros
da populacdo obtida do CIFC e introduzida no Brasil como fonte de resisténcia a
ferrugem, com potencial de serem portadores do gghe S

Trés marcadoresSPM16-SH3, BA-124-12KF, Sat244) identificaram
um total de 108 gendtipos contendo a banda ligada ao gé(@7%5%) e, portanto,
considerados resistentes e 52 genotipos suscetiveis, sem a banda (32,5%). O
marcador BA-48-210R amplificou 107 gendtipos resistentes (66,88%) e 53
suscetiveis (33,12%), diferindo dos demais marcadores apenas para 0 genotipo UFV
316-13 (k). Com esse marcador o gendtipo UFV 316-13 (f@o apresentou a
banda ligada ao gene de resisténgja. &£sse genotipo, provavelmente, consiste em

um recombinante (Figura 2).

x
@ RER

Figura 2. Amplificacdo dos trés gendétipos controles portadores do g8n€IisC

H147 (1), S.288 (2), CIFC H153/2 (3) e dos dois gendétipos ndo portadores do gene,
Caturra Vermelho CIFC 19/1 (4) e Catuai Vermelho IAC 64 (UFV2148-57) (5) e do
gendtipo UFV316-13 (6), com o marcador BA-48-210R ligado ao geBeqBe
confere resisténcia a ferrugem.

Além da analise dos gendtipos como portadores ou ndo de resisténcia, foi
possivel distinguir os individuos homozigotos dos heterozigotos. Por meio dessa
analise, foi possivel identificar outros recombinantes. O gendtipo UFV316)1se(F
mostrou suscetivel com o marcad®Xk-48-210R, ao passo que com 0s marcadores
SPM16-SH3 e Sat244 foi heterozigoto e, portanto apresentou a banda para
resisténcia. Os genotipos UFV 327-8%)(FUFV 334-07 (R) e UFV335-70 (R
foram resistentes e heterozigotos para o marc&@48-210R e resistentes
homozigotos para os outros dois marcadores codominantes. Foi possivel verificar
gue UFV334-63(F) foi resistente homozigoto com os marcadores M16-SH3 e BA-
48-210R e resistente heterozigoto com o marcador Sat244. O gendtipo UFV334-139
(F2) se apresentou resistente e heterozigoto para os marcadores BA-48-210R e

Sat244 e resistente homozigoto para o marcador M16-SH3.
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Dessa forma, observou-se que com o marcador M16-SH3 foi obtido um
recombinante e com o BA-48-210R obteve-se quatro recombinantes. Esse resultado
encontrado possivelmente se deve ao fato desses marcadores estarem flanqueando o
gene $3, a uma distancia de 1,8cM e 0,6¢cM, respectivamente (ét-hl, 2008)
podendo, portanto, ter ocorrido possiveis recombinacdes entre 0 marcador e o0 gene.

Apesar de no trabalho conduzido por Matéal (2008) o marcador
Sat244 esta completamente ligado ao gene de resistgi&iadpresente trabalho
foi observado um recombinante. Maké al. (2008) estimaram a distancia do
marcador e do gene em uma populacao diferente da usada no presente trabalho, além
de ter sido utilizado um numero reduzido de individuos, o que pode justificar a
divergéncia de resultado encontrado.

Na SAM, usando os marcadores validados, foi possivel identificar varios
individuos portadores do geng3$no entanto, para evitar que tenha ocorrido alguma
recombinacdo e que se tenha mantido o marcador e perdido o gene, deve-se
selecionar as plantas que apresentaram todos os marcadores e que esses marcadores
estejam flanqueando o gene. Além disso, para maior eficiéncia na incorporacéo e
conducao dos genes de resisténcia nos programa de melhoramento deve-se selecionar
preferencialmente os genotipos resistentes homozigotos. Atendendo esses dois
requisitos, nesse trabalho foram selecionados os cafeeiros UFV31L48 (F
UFV311-49 (k), UFV 311-56 (k), UFV313-133 (k), UFV329-72 (F), UFV329-78
(F2), UFV334-65 (R), UFV335-12 (R), UFV335-77 (R), UFV399-45 (k) e
UFV409-08 (k). Tais cafeeiros podem ser recomendados nos programas de
melhoramento como genitores para novos cruzamentos (retrocruzamentos) com
outros materiais genéticos de interesse agronémico.

A importancia de utilizar marcadores moleculares para identificar
gendtipos homozigotos resistentes em cafeeiros também foi demonstrado por
Prakash et al. (2011). Nesse trabalho, foram testados trés dos marcadores
identificados por Mahét al (2008), sendo validados os marcadores Sat244 e BA-
124-12K-f. O Sat244 também foi capaz de diferenciar os genétipos homozigotos e
hetrozigotos. Esses marcadores foram analisados em uma populacdo da cultivar
arabica S.795, largamente cultivada na india a partir de 1947, que foi lancada como
resistente a ferrugem naquela época, mas com o tempo foi apresentando diferentes
severidades da doenca. No entanto, por ainda se tratar de uma variedade de escolha

de produtores de café ardbica em éareas tradicionais na india, esse trabalho foi
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conduzido a fim de identificar segregac@o do gesi eSselecionar genotipos com
caracteristicas desejadas e em homozigose. Assim, os dois marcadores provaram ser
bastante confiaveis em confirmar a presenca do gefe eStambém a sua
homozigose ou heterozigose (PRAKAStaI, 2011).

Apesar de os genotipos resistentes homozigotos serem os de maiores
interesse para os programas de melhoramento, foram identificados no presente
trabalho varios cafeeiros resistentes, porém heterozigoto para o geneeSesses
cafeeiros apresentarem caracteristicas agronémicas desejadas, podem também ser
utilizados no melhoramento. Nesse caso, a informacdo de que sédo heterozigotos é
importante e deve ser considerada no cruzamento e avancgo de geracdes. Na tabela 5
estdo apresentados 0s genotipos identificados como resistentes heterozigotos na
populacdo em estudo, quando analisados com os trés marcadores que se
comportaram como codominanteSRM16-SH3, Sat244 e BA-48-210R) e
resistente com o marcador que se comportou como domiiseX4-12KF).

De acordo comCavalho e Mbénaco (1971), o gene de resisténcia a
ferrugem identificado enC. liberica (S43) tem proporcionado resisténcia com
durabilidade apreciavel em varias regides cafeeiras sendo, portanto, de grande
importancia a identificacdo de individuos portadores desse gene nos programas de
melhoramento do cafeeiro. Nesse contexto, os quatro marcadores ligados ao gene
S43 validados nesse trabalho podem ser utilizados para auxiliar de forma eficiente a
incorporacdo desse gene em variedades de interesse nos varios programas de

melhoramento do cafeeiro.
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Tabela 5. Genotipos identificados, com os marcadores molec8&K 6-SH3,
Sat244, BA-48-210R e BA-124-12KF, como resistentes heterozigotos para o gene

S43 de resisténcia a ferrugem.

Cafeeiros resistentes heterozigotos

UFV311-3qFy)
UFV 311-63(F2)
UFV 312-96F»)
UFV 313-96F,)
UFV 313-107F»)
UFV 314-44F»)
UFV 315-02F»)
UFV 315-5(F,)
UFV 315-76F»)
UFV 316-17F))
UFV 316-15F))
UFV 316-21Fy)
UFV 316-37Fy)
UFV 316-33Fy)
UFV 316-35F))
UFV 316-43F))
UFV 316-59Fy)
UFV 316-69Fy)
UFV 316-70F))
UFV 317-01Fy)
UFV 317-07Fy)
UFV 317-19F)
UFV 317-54F))

UFV 317-69F))
UFV 327-04F,)
UFV 327-13F»)
UFV 327-16F,)
UFV 328-43F,)
UFV 328-62F»)
UFV 329-01F»)
UFV 329-63F,)
UFV 329-10%F»)
UFV 334-03F,)
UFV 334-08F,)
UFV 334-09F,)
UFV 334-64F,)
UFV 334-66F,)
UFV 334-67F»)
UFV 334-93F,)
UFV 335-03F,)
UFV 335-04F,)
UFV 335-06F,)
UFV 335-07F»)
UFV 335-08F,)
UFV 335-13F,)
UFV 335-104F»)

UFV 335-121F,)
UFV 335-13QF»)
UFV 336-01Fy)
UFV 336-07Fy)
UFV 336-04Fy)
UFV 336-0%Fy)
UFV 336-08Fy)
UFV 336-1Fy)
UFV 336-34Fy)
UFV 336-39F))
UFV 337-01Fy)
UFV 337-16F))
UFV 337-18F)
UFV 337-19F)
UFV 337-24F))
UFV 337-29F))
UFV 337-30(R)
UFV 339-01Fy)
UFV 339-07F))
UFV 339-07F))
UFV 339-1QFy)
UFV 339-25F)
UFV 339-10QF))

UFV 399-23Fy)
UFV 399-31Fy)
UFV 402-01F,)
UFV 402-02F,)
UFV 402-21F,)
UFV 402-36F,)
UFV 402-38F,)
UFV 402-49F,)
UFV 409-03F,)
UFV 409-04F,)
UFV 409-0%F,)
UFV 409-06F,)
UFV 409-17F,)
UFV 409-30F,)
UFV 409-34F,)
UFV 409-36F,)
UFV 409-43F,)
UFV 409-48F,)
UFV 480-06F,)
UFV 480-11F,)
UFV 480-14F,)
UFV 480-15F,)

De acordo comLopez-Vizcon e Ortega (2012)ps marcadores
moleculares estritamente ligados a genes de resisténcia, se forem utilizados na etapa
adequada do processo de melhoramento permitira uma selecdo precoce de individuos
resistentes de forma acessivel. Além disso, comparando os custos de marcadores
moleculares e de inoculagdes artificiais, os marcadores sdo mais rapidos, mais

baratos e mais confiaveis para a triagem de individuos portadores de resisténcia.
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Logo, verifica-se a importancia da identificacdo e validacdo de marcadidadss a

genes de resisténcia, permitindo uma maior rapidez no processo de obtencédo de
cultivares superiores e resistentes em programas de melhoramento, por meio da
incorporacdo de genes especificos de resisténcia aos patdégenos em cultivares mais
produtivas, adaptadas e recomendadas para as diferentes regides do pais.

Com o presente trabalho, foram disponibilizadas fontes de resisténcia a
ferrugem, informacdo de homozigoze e heterozigoze do geBalé& resisténcia
presente nas fontes de resisténcia e marcadores moleculares que poderdo ser
utilizados para monitoramento do gene nos programas de melhoramento. Além disso,
os resultados indicaram que apesar de os 160 gendtipos utilizados terem sido
introduzidos no Brasil como fontes de resisténcia a ferrugem e portadores do gene
S43, 52 deles ndo possuem esse gene, pois ndo apresentaram a marca (banda),
guando analisados com os quatro marcadores ligados a esse gene. No entanto, ao
serem introduzidos no Brasil, foram inoculados com uma mistura de pat6tiplos de
vastatrix se mostrando resistentes. Portanto, esses cafeeiros podem ser portadores de
outros genes de resisténcia a ferrugem. Dessa forma, esses cafeeiros foram

analisados quanto a presenca de outro gene de resisténg?a, o S

5.2. Selecédo assistida para o geng?$lo Hibrido de Timor que confere resisténcia
a ferrugem do cafeeiro

A identificacdo de gendtipos que apresentem além do ge3)eoBtros
genes para resisténcia a ferrugem como o ggP@i®veniente do Hibrido de Timor,
€ importante para conferir resisténcia a um maior nimero de racas do agente causal
da ferrugem, resultando em maior durabilidade da resisténcia. Além disso,
identificando gendtipos com um maior nimero de genes, ja se tem uma piramide de
genes incorporada. Segundo Borém e Caixeta (2006), piramidacdo pode ser definida
como o0 acumulo ou introgressédo de varios genes em uma cultivar. Entretanto, essa
tarefa de acumular genes em um mesmo gendtipo € dificil de ser realizada pelos
métodos tradicionais de melhoramento, e uma ferramenta eficiente e que pode
auxiliar € o uso de marcadores moleculares, a qual permite inferir de forma rapida e
eficiente a presenca de genes de resisténcia no genotipo do hospedeiro.

Portanto, nesse trabalho foram analisados marcadores SCAR ligados ao
gene §? presente no Hibrido de Timor, obtidos no trabalho de [Riod (2011).
Apos os testes, foram validados para SAM os marcadores SCARM18, SCARM20 e
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SCARM23 (Tabela 6), os quais apresentaram padrdo de bandas nitidas.

Tabela 6. Marcadores SCAR validados utilizados na andlise, suas sequéncias e
temperaturas de anelamento T(°C) validadas no presente trabalho e distancia entre o

gene e o marcador molecular estimada no trabalho conduzido poeDabl§2011).

Marcador Sequéncia dos marcadores T(°C) Distancia cM

R: ATCTTCAATCGGACACAGTG

SCARMI8 . cATCGCCAGGTTCGTCAC 60 4,46
R: CTCTTTCCTATGACGCTCG

SCARM20 . - AATACGCGCTACACTATG 60 1,79
R: CTACTGACTTACACCAGG

SCARM23 F: CAACACTGGTTCGGAGA 60 2,68

Para validacdo dos marcadores utilizou-se cinco genétipos controles,
sendo trés sabidamente portadores do gene de resisténcia e dois sabidamente
suscetiveis. Dois destes, o UFV427-15 portador do gene de resisténcia e o Catuai
Amarelo IAC 30 (UFV2143-236), suscetivel, correspondem aos genitores utilizados
no trabalho conduzido por Diolat al (2011) e o H421-4 também resistente,
corresponde a planta; e os outros controles sdo o Catuai Vermelho IAC 64
(UFV2148-57) que é suscetivel e o Hibrido de Timor UFV443-03 portador dos genes
de resisténcia (Figura 3). As leituras foram feitas a partir dos gendtipos controles
portadores do gene de resisténcia ou nao portadores e nao foi possivel observar nesse
caso, se os individuos sdo homozigotos ou heterozigotos uma vez que, todos esses

trés marcadores se comportaram como dominantes.

M 18 M 20 M 23
ot s 1 2 3 4
1 2 3 4 5
N, ——— —
1 2 3 4 ¢

Figura 3. Validacdo dos marcadores moleculares (M18, M20 e M23) ligados ag 8ete S
Hibrido de Timor que confere resisténcia a ferrugem, utilizando trés genotipos eontrol
sabidamente portadores do gene de resisténcia, UFV427-15 (1), UFV443-03 (2), UFV421-
(3) e dois sabidamente suscetiveis Catuai Amarelo IAC 30 (UFV2143-236)Qdiuai
Vermelho IAC 64 (UFV2148-57) (5).
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Na amplificacdo e posterior andlise dos 160 cafeeiros da populagdo de
estudo, para o marcador M23, obteve-se um total de 132 genétipos com a presenca
da banda ligada ao gene de resisténgia €28 gendtipos sem a banda, suscetiveis.

O marcador M20 identificou 129 gendétipos com a banda de resisténcia e 31 com
auséncia da banda e o marcador M18 identificou 138 gendtipos resistentes e 22
suscetiveis. Quando analisado em conjunto os trés marcadores, foram obtidos 128
genotipos (80%) portadores do gene de resisténgtad8 Hibrido de Timor. No
Hibrido de Timor, resultante do cruzamento natural édtr@rabicax C. canephora

ja foram detectados os quatro gene€deanephordSy6 a $9) e o gene $ deC.

arabica (BRITO et al, 2010 ), portanto esse geng?3dentificado nos cafeeiros da
populacao de estudo deve ser um desses cinco gehes &KP).

Os 160 gendtipos da populacdo de estudo sdo derivados do cruzamento
entre Sele¢Bes Indianas, originadas da hibridacdo especificaCerdrabicax C.
liberica, e cafeeiro deC. arabica ndo tendo nenhum cruzamento com materiais
genéticos da espécte. canephoraAssim, apesar de os geng$S7, 8 e 9 terem
sido apenas relatados em cafeeiros da esfécienephorao nimero expressivo de
gendtipos portadores do gene de resisténgfan@ populacédo estudada, sugere que
esses genes, ou pelo menos um deles, também podem ser enconti@dbiseziva.

Os genotipos UFV328-69 £ UFV334-03 (k), UFV334-09 (R),
UFV334-63 (F,) e UFV335-13 (k) foram suscetiveis com os marcadores M20 e
M23, jA com o marcador M18 estes apresentaram a banda para resisténcia do gene
S4?. Observou-se também que os gendtipos UFV329-63 (FFV335-03 (R),
UFV402-49 (k) e UFV409-04 (k) se apresentaram como portadores do gene para
os marcadore®d18 e M23 e auséncia do gene para o marcador M20. O gendtipo
UFV334-04 (k) é portador de resisténcia para os marcadores M18 e M20 e
suscetivel para o M23.

Portanto, obteve-se cinco recombinantes com o marcador M18,
possivelmente por estar ligado ao gene de resisténcia a uma distancia de 4,46¢cM
(DIOLA et al, 2011), sendo o mais distante comparado aos marcadores M23 e M20.
Com o marcadoM20 foram identificados quatro recombinantes, sendo que este
marcador esta a 1,79cM (DIOLA&t al, 2011) de distancia do gene. Um
recombinante foi observado com o marcad@B, mesmo estando a uma distante de

2,68cM do gene (DIOLAet al, 2011), distéancia essa maior do que a distancia do
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marcador M20. Provavelmente isso ocorreu devido a diferenca na populacdo
avaliada e no tamanho da populagéo.

Foram identificados gendtipos que além se serem portadores do gene
S43, em homozigose, quando analisado em relacdo aos quatro martigddoessa
esse gene, também apresentaram o ggRleg8ando analisado os trés marcadores
ligados ao geney3. Tais gendtipos sdo o UFV311-48)(FUFV311-49 (), UFV
311-56 (R), UFV313-133 (k), UFV334-65 (R), UFV399-45 () e UFV409-08
(F2).

Lashermest al. (2000) destacaram a importancia da disponibilidade de
marcadores moleculares ligados ao gef2 @ie conferem a resisténcia a ferrugem
sendo, portanto, extremamente Uteis na selecdo de gendtipos portadores de genes de

resisténcia ao fungd. vastatrix

5.3. Selecdo assistida para o gene Ck-1 que confere resisténcia a antracnose dos
frutos do cafeeiro

Além da andlise da presenca de genes envolvidos na resisténcia do
cafeeiro a ferrugem, nesse trabalho também foi avaliada a possibilidade desse
germoplasma apresentar o géiel que confere resisténcia a CBD.

A CBD vem ocasionando grandes perdas econémicas na cultura do café
ardbica no continente africano, onde esta doenca encontra-se restrita (MASABA e
WALLER, 1992). Entretanto, € importante trabalhar na busca de cultivares que
sejam portadoras de genes de resisténcia a essa doenca, mesmo em paises como o
Brasil onde ela ainda n&o ocorre, a fim de evitar possiveis danos futuros como
aconteceu com a ferrugem quando foi constatada no Brasil em Janeiro de 1970.
Assim, verifica-se a importancia do uso de marcadores na sele¢cdo assistida com o
objetivo de se obter gendtipos resistentes, pois no Brasil onde o patdgeno néo se
encontra presente, sO € possivel selecionar materiais resistentes por meio do uso de
marcadores moleculares.

Nesse estudo foram validados os dois marcadores moleculares SSR
(Tabela 7), obtidos a partir de estudos conduzidos por Gigtwl(2008). Sendo
que para validacao foram utilizados trés gendtipos sabidamente portadores de genes

de resisténcia a CBD e dois suscetiveis (Figura 4).
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Tabela 7. Marcadores SSR utilizados na analise, suas sequéncias e temperaturas de
anelamento T(°C) validadas no presente trabalho.

Marcador Sequéncia dos marcadores T(°C)

CBD-Sat235 R: GCAAATCATGAAAATAGTTGGTG 50

F: TCGTTCTGTCATTAAATCGTCAA

R: CAATCTCTTTCCGATGCTCT
CBD-Sat207 30
F: GAAGCCGTTTCAAGCC

CBD-Sat235 CBD-Sat207

—— ==

~——

1 2 3 4

\..

Figura 4. Validacdo dos marcadores moleculares (CBD-Sat235 e CBD-Sat207)
ligados ao geneCk-1 que confere resisténcia a CBD, utilizando trés genotipos
controles sabidamente portadores do gene de resisténcia, UFV377-15 (1), UFV440-
10 (2), MGS Catiguéa 3 (3), e dois sabidamente suscetiveis, Caturra Vermelho CIFC
19/1 (4) e Catuai Vermelho IAC 64 (UFV2148-57) (5).

O marcador CBD-Sat235, quando amplificado e analisado, identificou
como gendtipos portadores do gene de resisténcia a CBD os individuos UFV317-12
(Fy), UFV328-60 (k) e UFV33-68 (k). Ao passo que o marcad@BD-Sat207
identificou como portadores do gene de resisténcia apenas os genotipos UFV317-12
(F1) e UFV328-60 (k). Isso pode ser devido ao fato do marcdlBD-Sat235 estar
co-segregando com o gei@k-1 e o marcadoCBD-Sat207 estar a uma distancia
estimada de 17,2cM do gene de resisténcia a CBD. Dessa forma, pode ter ocorrido
uma recombinacdo com o marcador CBD-Sat207 e o gene. Assim, 0 mais indicado
para os programas de melhoramento do cafeeiro seria utilizar os genotipos que
apresentam a banda de resisténcia quando analisados os dois marcadores
moleculares, visto que quando se utiliza mais de um marcador na selegcédo tende a
aumentar a eficiéncia da mesma.

O gendtipo UFV317-12 (f se mostrou heterozigoto para resisténcia
com o marcador CBD-Sat235 e homozigoto resistente pai@cador CBD-Sat207.
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O gendtipo UFV334-68 @ também foi heterozigoto com o marca@BD-Sat235

e suscetivel com o marcador CBD-Sat207. Entretanto o gendtipo UFV328-68 (F
homozigoto resistente com os dois marcadligeslos ao gene de resisténcia a CBD,

e por isso ele é o mais recomendado para utilizacdo em programas de melhoramento
do cafeeiro, no entanto ele ndo apresentou as bandas de resisténcia ligadas aos genes
Sy3 e $?do Hibrido de Timor. O gendtipo UFV317-12;\Fmesmo se mostrando
resistente heterozigoto com o marcador CBD-Sat235 e resistente homozigoto com o
marcador CBD-Sat207, pode ser indicado para os programas de melhoramento do
cafeeiro por ser portador do geng?$roveniente do Hibrido de Timor que confere
resisténcia a diferentes racasHievastatrixe do gené€k-1 que confere resisténcia a

C. kahawae.

6. CONCLUSOES

Por meio da Selecdo Assistida por Marcadores Moleculares, foram
identificados cafeeiros portadores de diferentes genes de resisténcia a ferrugem e a
CBD.

Foram identificados cafeeiros portadores do gep@ &m material
genético derivado d€. liberica

Os cafeeiros identificados poderdo ser utilizados em cruzamentos
(retrocruzamentos) para a introducdo desses genes em outros materiais genéticos de
interesse nos programas de melhoramento genético do cafeeiro.

A incorporacdo da técnica de selecdo assistida no cafeeiro é um fato
inédito no mundo.

A utilizacdo dos marcadores moleculares validados, nos programas de
melhoramento, serdo imprescindiveis para monitoramento dos genes de interesse nos

diferentes cruzamentos.
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