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RESUMO

Um dos fatores limitantes para o crescimento enghte de altas produtividades
no cafeeiro séo os fitonematoid&bjetivou-se identificar em condi¢cdes de casa
de vegetagdo e de campo, a associagdo entre masadorossatélites e AFLP
com a resisténcia ao nematoille exiguaem cafeeiro, a fim de selecionar
consistentes marcadores moleculares que poderdaitiseados em futuros
trabalhos de melhoramento genético. O experimenstalado em casa de
vegetacdo avaliou 82 progénies de cafeeiro em &mrdg derivadas do
cruzamento entre Hibrido de Timor 440-10 e Catuaiatelo IAC 86. As
caracteristicas fator de reproducéo e indice degdbram avaliadas aos 320 dias
da inoculacdo do nematoide. Verificou-se que dasofdbinacdes de iniciadores
microssatélites testados, 11 apresentaram polsnuoofi nos parentais. Nas
progénies estudadas observou-se média de 4,5 ptalogrficos por iniciador.
Por meio das analises de agrupamento dos alelosdpficos verificou-se que as
progénies foram agrupadas em trés principais grupeado que estes se
relacionaram com a reag&o ao nematoide. Os maesa8&RCafé 20 alelo(B00
pares de bases}SRCafé 40 alelo @50 pares de bases)SSRCafé 15 alelo 3
(190 pares de bases)se associaram a resisténdd. &xiguanas progéniesskle
cafeeiro. Marcadores AFLP foram utilizados objettl@a realizar um mapeamento
associativo com 22 progénies @& arabica em geracdo J e identificar
marcadores moleculares associados a resistéiagigua Foram avaliadas as
seguintes caracteristicas: populacadidexiguapor grama de raiz, populagéo de
M. exiguapor 100 cc de solo, nimero de galhas e vigor aéget sendo essas
avaliacbes realizadas em janeiro e julho. Paranasas moleculares foram
utilizadas 11 combinacdes de iniciadores AFLP, seagde as progénies
apresentaram média de 14,4 alelos polimérficocpmbinacao. De acordo com
as analises de agrupamento utilizando as analessstipicas e fenotipicas, as
progénies foram agrupadas em quatro grupos. Par deeiestrutura genética
foram identificados 2 grupos (K=2), sendo que 9@% progénies resistentes se
inseriram no mesmo grupo. Foi utilizada uma abaaade modelo linear misto
(MLM) para o mapeamento associativo, sendo vedficanarcadores AFLP
associados a reacaddaexigua

Palavras-chave: Nematoides. AFLP. Microssatélieffea arabica



ABSTRACT

One of the limiting factors for the growth and highoductivity in coffee are
phytonemtodes. This work was done with the objectiof identifying
microsatellite and AFLP markers associated withrisistance oM. exiguain
coffee under the filed and greenhouse conditioat, tan be used in the future
genetic improvement programs. Under the greenhooisdition 82 E progenies
of coffee seedlings derived from the crossing dfridb de Timor and Catuai
Amarelo IAC 86 were planted and the measuremestgrdduction factor and
index of galls) were evaluated after 320 days ohatede inoculation. It was
verified that among the 44 SSR markers tested itdeps became polymorphic
between parents. In the progenies studied, it Wasrged 4.5 polymorphic alleles
per primer. The clustering analysis of the progebigsed on the polymeric alleles
grouped the progenies into three groups and theagg have relation with the
nematode reaction. The markers SSRCafé 20 allél6Chp), SSRCafé 40 allele
2 (250bp), and SSRCafé 15 allele 3 (100bp) arecied with the resistance of
nematodedM. exiguain the progenies. The AFLP marker was used with th
objective of realizing association mapping in 22 gfogenies of coffee and
identify the AFLP markers associated with resistaiacnematod®!. exigua The
population of\M. exiguaper grams of rootyl. exiguaper 100 cc of soil, number of
galls and vegetative vigor were evaluated in Janaad July. For the molecular
analysis eleven AFLP primer combinations were uaed 14.4 polymorphic
alleles per primer combination were observed antibagrogenies. The clustering
analysis based on the molecular data and the pimootlata grouped the
progenies into 4 cluster groups. Based on the ptipal structure analysis the
progenies were grouped into 2 groups (K=2), bdirega0 percent of the resistant
progenies included in the same group. The MixeddirModel (MLM) model
was used for association mapping analysis and ifdehtAFLP markers
associated with the resistance of nematddexigua

Keywords: Nematodes. AFLP. Microsatellit€nffea arabica
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1 INTRODUCAO

O cafeeiro pertence a divisdo das Faner6gamadiafd®nbiaceae e género
Coffeal. Nesse género estao incluidas um grande nlUreexspécies, porém apenas
duas sao exploradas economicamente a nivel musetiao elasCoffea arabicd.. e
Coffea canephor®ierre ex Froehner. O estado maior produt@.dabicaé Minas
Gerais, respondendo por mais de 70% do total pdmum pais, enquantG.
canephora cultivado principalmente no estado do Espistat&

Um dos grandes problemas enfrentados pelos dadeisué a presenca dos
fitonematoides, organismos microscopicos que limitacrescimento e a produgéo
dos cafeeiros. Diversas espécies ja foram relaftasitando o cafeeiro, sendo que
Meloidogyne exigudoeldi merece destaque por apresentar alta dissgioi em
areas cafeeiras produtoras, dificultar a absorg@anslocacdo de agua e nutrientes
pela planta, resultando, algumas vezes, em quedtédéb% na produtividade. A
resisténcia genética é a medida de controle maietao econdmica e eficaz
(ALPIZAR; ETIENE; BERTRAND, 2007; SALGADO; REZENDE010).

O desenvolvimento de métodos alternativos que npodeixiliar no
melhoramento do cafeeiro é de grande importanisty gue podem proporcionar
maior eficiéncia, velocidade e direcionamento jpases programas. Nesse contexto
insere-se 0s marcadores moleculares que oferecarséri@ de vantagens, entre elas:
estabilidade, redugdo no numero de plantas testadasomparacdo a selecOes
fenotipicas, deteccéo de variabilidade em toddsaidos vegetais, independente do
ambiente e da fase de desenvolvimento visto queogénies podem ser avaliadas
enquanto sementes ou plantulas (AGARWAL; SHRIVASTARADH, 2008).

Entre os marcadores utilizados no cafeeiro, estanicrossatélites ou
“Simple Sequence Repeat” (EDWARDS et al., 1991)sgizefragmentos de DNA de
um a seis nucleotideos repetidos em sequénciastiie espalhados ao acaso no



16

genoma com frequéncia relativamente alta. Essesadwes tém sido preferidos em
relacdo a outras técnicas por apresentar altabilidaale, natureza multialélica,
heranca codominante, alto rendimento da genotipageinda, ampla cobertura do
genoma. Outro grupo de marcadores moleculares sadFbP ou “Amplified
Fragment Length Polymorphism” (VOS et al., 1995ses marcadores analisam
diferentes regides do genoma e permitem a amphiicdde um grande nimero de
fragmentos, sendo extensivamente estudados a fugrifiear a diversidade genética
em diferentes espécies.

Entre as metodologias utilizadas com 0 objetivasiociar a presenca de
alelos com caracteristicas fenotipicas, estdo #sande regressao mudltipla de
“stepwisk e 0 mapeamento associativo. Na primeira, a cadaoptodas as marcas
previamente incluidas no modelo séo testadas stia de F, para sua permanéncia.
Desse modo, um marcador previamente adicionadmdelo pode ser eliminado em
um passo subsequente, assim como um marcador groddigonado. Enquanto o
mapeamento associativo é uma metodologia receilieadat para estabelecer
associacdes entre o polimorfismo genético e agZarifenotipica e tem apresentado
sucesso ha identificacdo de genes envolvidos resionento, producao e resisténcia
a doencas em diferentes culturas. Essas metodofmmiem ser utilizadas na selecéo
assistida por marcadores (SAM), associando alaeodntdresse e possibilitando
seleciona-los nas progénies estudadas, agilizarsim aos programas de
melhoramento genético.

Na cultura do cafeeiro os trabalhos, associand@adares moleculares
com a resisténcia aos nematoides sdo escassos, iggdito o estudo com
marcadores do tipo microssatéliiante do exposto objetivou-se com o presente
trabalho selecionar marcadores moleculares mitétigss e AFLP relacionados a
resisténcia dMeloidogyne exiguem progénies de cafeeiro derivadas de Hibrido de
Timor e Catuai.
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2 REFERENCIAL TEORICO
2.1 Morfologia e aspectos genéticos do cafeeiro

O cafeeiro pertence a divisdo das Faner6gamasechasgiospermae,
subclasse Eudicotiledonea, ordem Rubiales, farRiliniaceae, tribo Coffeeae,
subtribo Coffeinae, e géner@offea L. (CARVALHO, 2008). Esse género
encontra-se dividido em dois subgénerGsffea (95 espécies) Baracoffea
(oito espécies) e agrupa um total de 103 espédidb/RIN et al., 2007).

De modo geral, as espécies do géneaffea sdo arvores e arbustos
perenes, de madeira densa e dura, apresentam cexyids plagiotrépicas,
inflorescéncias axilares pareadas, presenca deulgglicalice truncado a
ondulado ou levemente lobado, flores hermafroditasplas de coloracdo
branca ou levemente réseas, botdes florais corftapétabrepostas e contorcidas
para a esquerda, anteras protraidas e semipretrafdaubgénerBaracoffea
frutos com duas sementes e estas com a presenga delco longitudinal na
superficie plana (DAVIS et al., 2006; MAURIN et,&007).

Entre as espécies @offeatestadas para a exploracdo comercial, apenas trés
apresentam caracteristicas favoraveis ao culivmcselasCoffea arabica.., Coffea
canephoraPierre ex Froehner €offea liberica Bull. Ex Hiern (BERTHAUD;
CHARRIER, 1985). Atualmente, apenas as duas pasietém importancia
econdmica em escala mundial, pois as plantacO€s ldeerica foram dizimadas por
uma epidemia entre as décadas de 1940 e 1950 (ROMER, 2014).

A morfologia das espécidgs. canephorae C. arabicaé bem semelhante
(FERRAO et al., 2007), se diferenciando no fatesjaécieC. canephorapresentar
plantas multicaules e folhas maiores e de colorege menos intensa (FAZUOLI,
1986). As demais espécies do género comp8em umoakegenes e alelos utilizados

nos programas de melhoramento genético com owabjgd obter cultivares mais
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produtivas, com resisténcia a pragas e doencasnedthor adaptadas a alguma
condicdo especifica. Davis et al. (2006) salientapossibilidade de extincdo de
populagBes naturais e vulnerabilidade das cola@®eggrmoplasmex situ Na Lista
Vermelha da Unido Internacional para a Conservdeablatureza e dos Recursos
Naturais (IUCN) verifica-se que das 103 espéciatiraledo géneraCoffeq 72
encontram-se sob algum nivel de ameaca de extin¢ao.

C. arabica abrange como regido de origem o sudoeste da &tiopi
sudeste do Sudao e norte do Quénia e é a Unicai@settaploide (2n=4x=44
cromossomos) dentro do géne€@offea (MENDES, 1949). A espécie se
reproduz por autogamia, de modo que, aproximadan®8b de suas flores sdo
autofecundadas (BERTHAUD; CHARRIER, 1985; FERRAQ@Iet2007).

A base genética de. arabicaé bastante estreita (CARVALHO, 1993),
pois todas as cultivares disponiveis atualmente psagenientes das formas
botanicas, Typica e Bourbon (ANTHONY et al., 2002). Trabalho recente
realizado por Setotaw et al. (2013) utilizando X2dtivares deC. arabica
langcadas no Brasil, demonstrou pequena diversigadética entre as mesmas.
De acordo com os autores, apenas sete ancestrdifogivam com 97,5% da
base genética das cultivares estudadas.

As demais espécies dentro do gén€uodfeasdo diploides (2n=2x=22
cromossomos) (MENDES, 1949), incluindo canephoraque se reproduz via
alogamia, sendo que suas populacdes sdo conditpddagrande variabilidade
(MAURIN et al., 2007). Essa espécie apresenta achonpatibilidade associada
a um unico loco S, que possui uma série alélicaiggeage em um sistema
gametofitico.C. canephoraé originaria do continente africano, encontrada em
extensas areas da Republica da Guiné, Costa danMdrbéria, Sudédo e
Uganda (BERTHAUD; CHARRIER, 1985).
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A espécieC. arabicapossui grande importancia econdmica no Brasil e
no mundo, sendo o Brasil seu maior produtor e eador. Devido a sua
gualidade de bebida superior, a espécie responde6@oa 70% do café
produzido no mundo. Em 2014, a producdo brasildieacafé arabica foi
estimada em 32 milh&es de sacas, produzidas pain@mte no estado de Minas
Gerais, com aproximadamente 22,6 milhdes de sangeanto a producao @e
canephorafoi estimada em 13 milhfes de sacas ho mesmosandp o estado
do Espirito Santo seu maior produtor (COMPANHIA NAGIAL DE
ABASTECIMENTO - CONAB, 2014).

2.2 Aspectos gerais d®leloidogynespp.

Os fitonematoides sdo patdgenos que causam dammsaasérie de
culturas de exploragdo econdmica, a exemplo doeitafeDependendo da
espécie e do nivel populacional, além de causaucéed do vigor e
produtividade, pode levar a planta a morte. Dedicapm Salgado e Rezende
(2010), a importancia econémica de cada espécietérntinada pela sua
patogenicidade, extensdo de danos e prejuizosaegmlidade de adaptacédo e
disseminacdo nas diversas regides. Muitos géndngs dido encontrados
parasitando as raizes de cafeeiros no Brasil, sewanais prejudiciais
Meloidogynee Pratylenchus

O géneroMeloidogyne,também conhecido como nematoides de
galhas, compreende mais de 90 espécies descrigasredas quais 17 ja
foram relatadas parasitando o cafeetoarabicano mundo (CAMPOS;
VILLAIN, 2005; CARNEIRO; COEFCEWICZ, 2008Meloidogyne exigua
Goeldi, Meloidogyne incognit&ofoid e White eMeloidogyne paranaensis

Carneiro et al. (1996), sao consideradas as espéu@s importantes e
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responsaveis por grandes prejuizos econdmicos @icaltira brasileira
(CAMPOS; VILLAIN, 2005; SALGADO; REZENDE, 2010).

O M. exiguafoi descrito inicialmente por Goeldi, em 1887, d®esta, a
primeira constatacdo de uma espécie desse génesanc®d danos a uma cultura
de exploracdo econdmica (TAYLOR; SASSER, 1978).aEsspécie causa
galhas arredondadas em raizes novas (SALGADO; REHIR010), provoca
alteracbes no estado nutricional do cafeeiro denterda deficiente absorcéo e
translocacdo de agua e nutrientes, ocasionando aomsequente queda na
produtividade (BARBOSA et al., 2004; BARBOSA; SOUZRIEIRA, 2010).
Outro sintoma é a presenca de areas necréticagafses, que podem ser
agravadas por infec¢des secundarias, levando & slec@aiz atacada a morte
(CAMPOS; VILLAIN, 2005). Campos (1999) cita que &reas com baixa
populacdo deM. exigua a cultura sustenta altas producdes até determinad
limite populacional, quando entdo comeca a deglisamdo observadas perdas
de até 45% na producao do cafeeiro em areas carp@iulacdo do nematoide
(BARBOSA et al., 2004).

O M. exiguapode ser encontrado na maioria das regides pnadutte
diversos paises (CAMPOS; VILLAIN, 2005), sendo pé=ie deMeloidogyne
mais difundida no estado de Minas Gerais (CASTR@.e2008; SANTOS et
al., 1998). No sul de Minas Gerais, Castro et2008) observaram a presenca
de M. exiguaem 95,1% dos municipios amostrados e em 24% dast®s.
Essa alta ocorréncia d®l. exigua em Minas Gerais confirma a grande
disseminacdo anteriormente constatada por Souzajmitéano e Campos.
(1999). No Rio de Janeiro, no levantamento reatizaat Barbosa et al. (2004),
0s autores demonstraram a presenca do nematoiéedes 7 municipios e em
até 70% das lavouras amostradas. Devido a ampandisacdo ddl. exigua
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nas regides produtoras, verificou-se aumento pojmral gradativo nas areas
infestadas e possibilidade de disseminacdo pam@srireas.

O M. paranaensidoi descrito em cafezais no Brasil em 1996, fazendo
parte dos nematoides fitoparasitas mais importamigsais (CARNEIRO et al.,
1996). No Parana, esta espécie é a predominantsitpado cafeeiros
(KRZYZANOWSKI et al., 2001).

No estado de Minas Gerais, existem poucos relaaxdrréncia dél.
paranaensisem cafeeiros (CASTRO; CAMPQOS, 2004; CASTRO; NAVES;
CAMPOS, 2003; RIBEIRO et al., 2014; SANTOS, 1994pis recentemente
Ribeiro et al. (2014) observaram a presencMdearanaensiem lavouras de
café, nos municipios de Alpinépolis e Coqueiralbamlocalizadas no sul de
Minas Gerais. Apesar da ocorréncia desta espécikngtada a determinadas
areas no Estado, ha o risco de disseminacao paes dueas cafeeiras por meio
de enxurradas e da utilizacdo compartilhada de imasje implementos, pratica
muito comum realizada pelos agricultores (RIBEIR@Ig 2014).

Lordello e Mello Filho (1970) observaram a presedgaim nematoide
causando devastantes efeitos nas plantacbes del@afétado de Sdo Paulo,
sendo esse constatado comib. incognita (KOFOID; WHITE, 1919).
Posteriormente, a presenca desse nematoide farrnadh nos mais diferentes
estados produtores de café (GUERRA NETTO; D'ANTONIQ984;
LORDELLO; LORDELLO, 1972).

O M. incognitaapresenta ampla gama de hospedeiros, alta aguestsv
(ROBERTS, 1995), persisténcia no solo na ausémiplahtas hospedeiras e o
habito de infectar a raiz principal do cafeeiro RQELLO; MELO FILHO,
1970). De acordo com Kubo et al. (2001) essa fpeécesde fitonematoides de
maior distribuicdo em cafeeiros no estado de S@toPsendo encontrado em
10,7 a 24,5% das amostras.
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De acordo com Salgado e Rezende (2010) os priscigatomas do
parasitismo porM. incognita e M. paranaensissao danos drasticos na
integridade das raizes, como escamacdes na sigmedin aspecto semelhante
ao de cortica, descascamento, rachaduras e panteséks necroticas. Segundo
Ferraz (2008) na parte aérea os sintomas das plarfectadas sdo clorose,
desfolhamento, reducdo no crescimento, podendachemorte da planta.

A intolerancia das cultivares d& arabicaaos nematoidelgl. incognita
e M. paranaensigonstitui fator limitante tanto para a implantagiocafezais
novos como para a manutencdo de cafezais em areamminadas
(GONCALVES; SILVAROLLA, 2001).

2.3 Melhoramento genético do cafeeiro visando a iie€ncia a nematoides

Atualmente, uma das formas de controle dos nemedoitb género
Meloidogyneé a utilizacdo de nematicidas. Porém, além desaptarem custo
elevado, também oferecem riscos a seguranca huenamiiental (ALPIZAR,;
ETIENE; BERTRAND, 2007), sendo, portanto, poucoveia A Alternativa
seria a rotacdo de culturas (SALGADO; REZENDE, 30htas esta também é
inviavel devido a condicdo perene do cafeeiro (REZE et al., 2013).

A alternativa de manejo mais satisfatéria € azatfiio de cultivares
resistentes, a qual segundo diversos autores (AMRJETIENE; BERTRAND,
2007; BOISSEAU et al.,, 2009; CAMPOS; VILLAIN, 2005ALGADO;
REZENDE, 2010) é a mais eficiente, ambientalmeetguia, econbmica e de
facil empregabilidade pelos cafeicultores.

Albuguerque et al. (2010) citam que uma das praolesd nos programas
de melhoramento nos paises produtores de cafésisgEncia Meloidogynesp.

A resisténcia genética tem sido utilizada principaite para os nematoides

endoparasitas sedentarios, como o0s do géhkmloidogyne que apresentam
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uma interacdo especializada com seus hospedesaseCanismos de defesa da
planta resistente sdo expressos de modo a interfess fases de
desenvolvimento do nematoide. Assim, nas plantasaguesentam resisténcia
as espécies do géndvteloidogyne ocorre a penetracdo de juvenis, no entanto,
seu desenvolvimento ou a reproducéo séo prejudig&OBERTS, 2002).

Para obtencdo de cultivares @e arabica com boas caracteristicas
agrondmicas e resistentes as pragas e doencascamsaleravel fonte de
diversidade genética constitui em um hibrido irgp@eifico derivado do
cruzamento espontaneo en@e arabicae C. canephoradenominado Hibrido
de Timor. Acessos de Hibrido de Timor representaatiosas fontes de
resisténcia para o melhoramento genético do cafedisse hibrido alia
resisténcia ao nematoide de galhas, a ferrugerafdeico (LASHERMES et al.,
2000) e a bacterioses causadas Peeudomonas syringgav. kahawaecom
altas produtividades (PINTO et al., 2012; RIBEIRCak, 2005). Materiais de
Hibrido de Timor tém sido cruzados com cultivaresierciais como a Caturra,
a Villa Sarchi ou Catuai, originando Catimores,cBanores ou Cavimores,
respectivamente (PEREIRA et al., 2010).

Pereira et al. (2012) e Ribeiro et al. (2005) veasifam resisténcia l&l.
exiguaem progénies d€. arabicaderivadas de Hibrido de Timor, semelhantes
ao padrédo de resisténcia Apoatd IAC 2258, sendesst&éncia considerada
dominante e monogénica (GONCALVES; SILVAROLLA, 200Rezende et
al. (2013) avaliando a resisténcia ao nematoide cemdices de campo,
observaram progénies derivadas de Hibrido de Tiesistentes e indicaram alta
correlacdo negativa entre produtividade e parasitido nematoide.

Trabalhos de pesquisa relatados por Salgado, Rese@dmpos (2005)
demonstraram que a resisténciaMa exigua é de ocorréncia comum em
introducBes de varias espécies @effea inclusive C. arabica oriundas da
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Etiopia, germoplasma de Icatu, Catimor e HibridoTdeor. Essas populacdes
tém sido constatadas como fontes de resistérdiaparanaensigMATA et al.,
2002; SERA et al., 2004) e a algumas racasid@ncognita(GONCALVES;
SILVAROLLA, 2001; MATA et al.,, 2002), porém segregas para essa
caracteristica, sendo necessarios testes a fimodfirncar a resisténcia. A
espécieC. congensigambém origina plantas resistentedaincognitae M.
paranaensigGONCALVES; LIMA; FAZUOLI, 1988).

Estudos demonstram que a resisténcia do cafeeimbea@toide das
galhas é bastante complexa, uma vez que diferegpgzies, racas e biotipos de
nematoides vivem em mistura no solo. Assim, deveesmsiderar a
complexidade inter e intraespecifica das populagiesse nematoide. Essa
diversidade nas populacbes Meloidogynedificulta a sele¢cdo de fontes de
resisténcia nesse género (SALGADO; REZENDE, 20Baxbosa, Vieira e
Souza (2008) encontraram resultados diferenciadasitq a resisténcia .
exiguaem cafeeiros lapar 59, Acauda, Catucai 785 / 1pi @ UAC Apoatad 2258,
indicando a possibilidade das diferencas seremddsva variabilidade da
populacéo fluminense dd. exiguaou a variabilidade genética do cafeeiro. De
fato Muniz et al. (2009) encontraram alta reprodugéM. exigua,populacéo
do municipio de Bom Jesus de Itabapoana, RJ, edtiges de café portadores
do gene de resisténdiex-1 a exemplo das cultivares lapar 59 e Paraiso. Os
autores salientam a presenca de diversidade figialdnesse nematoide e a
capacidade de superar a resisténcia genética éacaslie condi¢cdes seletivas.

A cultivar Apoata (IAC 2258), pertencente a espéciecanephoraé
recomendada para plantio em areas infestadas coenustoided. exigua M.
incognita e M. paranaensis Essa cultivar vem sendo muito utilizada como
porta-enxerto em areas infestadas pelos nemataidados (SALGADO;
RESENDE; CAMPOS, 2005).



25

Mata et al. (2000) identificaram um genétipo deuCat, denominado
IAPAR Vit 83, com 100% de plantas resistentdd. paranaensi€ M. incognita
raca 2. Posteriormente, Sera et al. (2007) encamnirgrogénies do mesmo
germoplasma, resistenteMaparanaensi€ com maior tamanho de frutos.

No entanto, ndo basta a cultivar ser altamentistease a nematoides se
ndo for produtiva. Por isso, as cultivares do gr@etuai sdo usualmente
utilizadas nos programas de melhoramento genético cdfeeiro por
apresentarem elevado vigor vegetativo, alta proidatiie, excelente qualidade
de bebida e porte baixo, sendo essa caracterégi¢ateresse em regides que
utilizam a mecanizacdo (CARVALHO, 2008). Como alivares pertencentes
a Catuai sdo suscetiveis a ferrugem e aos nenmtadiEas sdo comumente
utilizadas em cruzamentos com germoplasmas, cofmiddide Timor, a fim de
se obter progénies que aliam boas caracteristpas@mnicas e resisténcia a
patégenos (CARVALHO, 2008).

Apés a realizacdo dos cruzamentos entre os gersmatade interesse,
um dos critérios para avaliar a resisténcia deegafe a fitonematoides é
dimensionar as taxas reprodutivas dos mesmos ens $@spedeiros
(SALGADO; RESENDE; CAMPOS, 2005). Nesse contexto,de& grande
importancia testes de selecdo de progénies rdsisieporém esses se
apresentam altamente trabalhosos e demandam maeaitpot e custo
(CONCIBIDO; DIERS; RAO-ARELLI, 2004; MOURA et al2008), pois o
intervalo de tempo médio entre a inoculacdo do tad& nas progénies e as
avaliacGes sdo de diversos meses, no caso doroafessim, a identificacdo de
técnicas auxiliares na selecdo de progénies restea exemplo da selecdo
assistida por marcadores moleculares (SAM) se epi@sltamente promissora
e com possibilidade de utilizacdo nas fases isicai cafeeiro nos programas de
melhoramento genético e com menor tempo gasto.
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2.4 Marcadores moleculares no cafeeiro

O café é uma cultura perene, de ciclo longo, nd gumaelhoramento é
efetuado ao longo de vérias geracdes e o desemeaitd de cultivares um
trabalho bastante demorado (RESENDE et al., 200#) ato custo. Outro fator
€ a interferéncia do ambiente no desempenho dagmes podendo levar a
resultados insatisfatérios (CARVALHO et al., 2018gsse contexto, € de suma
importancia a incorporacdo de métodos avancaddsotiecnologia associados
aos métodos usuais de melhoramento do cafeeiro TESN2001), sendo a
utilizacdo de marcadores moleculares uma técnigdiaauque pode colaborar
de forma ampla com o melhoramento dessa espécie.

Marcadores moleculares sdo definidos como segmel®@ddNA que
estdo fisicamente ligados a locos que determinamcigaisticas de interesse
(FERREIRA; GRATTAPAGLIA, 1998), podendo ser utiltas para identificar
genes associados a essas caracteristicas e sategielos em uma populacéo
segregante (LOPEZ-GARTNER et al., 2009). Oliveitaale (2003) destacam
como beneficios da utilizagdo dos marcadores, silpliidade de aplicagdo em
estadios iniciais do desenvolvimento da plantanal@ utilizagdo em situages
em que o fendtipo é de dificil mensuracdo, comocaso da resisténcia a
nematoides (RICK; FOBES, 1974).

Segundo Agarwal, Shrivastava e Padh (2008) s&tstna literatura
mais de vinte diferentes tipos de marcadores mialexs) que séo classificados
em dominantes ou codominantes. Os dominantes resu@m a capacidade de
diferenciar as progénies homozigotas dominanteshégrozigotas, os quais
estdo incluidos: RAPD- “Randomly Amplified Polymbip DNA” ou
polimorfismo de DNA amplificado ao acaso, AFLP- “Alified Fragment

Length Polymorphism” ou polimorfismo de comprimentle fragmentos
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amplificado e ISSR - “Inter-simple sequence repeal” sequéncia simples
repetida interna. Enquanto os codominantes sdozespade discriminar
heterozigotos, sendo eles: RFLP- “Restriction Friginbengh Polymorphism”
ou polimorfismo no comprimento de fragmentos derig®, microssatélites-
“Simple Sequence Repeat” ou sequéncias simplegidapee SNP- “Single
Nucleotide Polimorphism” ou variacées em uma Umiosicdo nucleotidica de
uma fita de DNA (KALIA et al., 2011). E ainda, deoado com a metodologia
utilizada, podem ser baseados em técnicas de &iifitcdou técnicas de PCR
(Polymerase Chain ReactipnCada técnica difere quanto a informatividade,
cobertura do genoma e qualidade dos dados (FERRAQ 2013).

O primeiro tipo de marcador molecular utilizado melhoramento de
plantas foi o0 RFLP (HELENTJARIS et al., 1986). Es8enica compreende a
digestdo do DNA gendmico com enzimas de restrigdoaracdo dos fragmentos
por eletroforese e transferéncia destes para mewabrde nitrocelulose ou
nailon, em que sao hibridizados com sondas de D¥/sondas séo fragmentos
de DNA marcados com nucleotideos radioativos. Apésrmacdo das sondas,
as membranas séo expostas a um filme autorradiomr&kendo verificado os
polimorfismos. No entanto, dificuldades inerentéécnica, como elevado nivel
de conhecimento sobre o genoma a ser analisadandegnimero de etapas e o
uso, em muitos casos, de sondas radioativas, inapedi ampla utilizacdo da
técnica (ALZATE-MARIN et al., 2005).

Alguns trabalhos utilizando essa técnica forarmggortancia, como o de
Lashermes et al. (1999) que por meio da utilizatgienarcadores moleculares,
entre eles o RFLP, demonstraram que a esgg&cigrabicaé alotetraploide e
resultante da hibridagc&o natural erreesugenioides C. canephora

O RAPD é uma técnica que se utiliza da reacdo de paa detectar
fragmentos especificos de DNA (WILIAMS et al.,, 199&sses marcadores



28

auxiliam na selecdo de individuos que poderdo lerados no melhoramento
genético ou para compor bancos de germoplasma.ddsmgantagens do RAPD é
a obtencdo de elevado nimero de polimorfismos meafoelativamente simples
(WILLIAMS et al., 1990), principalmente em espécipsuco caracterizadas
geneticamente, além da rapidez e do baixo custteéatdca. Porém, o RAPD
apresenta algumas desvantagens que limitam seurugtande escala. Uma delas
€ a baixa reprodutividade dos dados, devido a sieele de baixa temperatura
para a ligacdo do iniciador ao molde, o que tornararesso dependente das
condi¢cbes de amplificacdo (ALZATE-MARIN et al., Z)0

Entre as utilizagbes dos marcadores RAPD estdo stisdas de
diversidade genética do génefioffea Aga et al. (2003) estudaram 144
progénies de café arabica da Etiépia e verificacmm é possivel selecionar
materiais discrepantes para a conservacao de gesnup Silveira et al. (2003)
obtiveram sucesso na utilizacdo de marcadores RARiara avaliar a
variabilidade genética entre e dentro de populagé€s arabica

Outra classe de marcador, os ISSR tem se mostrado ualiosa
ferramenta para analise da diversidade genéticaracterizacdo de cultivares
(ISSHIKI; IWATA; KHAN, 2008). Esse marcador utilizama sequéncia
simples repetida como oligonucleotideo iniciadodii{(para amplificar um
fragmento de DNA delimitado por dois microssatélitevertidos, o que gera um
alto nivel de polimorfismo. Entre as vantagens uia &ilizacdo estdo o baixo
custo, auséncia de conhecimento prévio do genos& analisado, facil uso,
grande reprodutibilidade e analise multiloco (MATHWS et al., 1999).

Ruas et al. (2003) utilizaram 14 iniciadores ISSBemonstraram que
esses sdo eficientes na diferenciacéo genéticapéeies do génei@offeae na

proximidade genética de hibridos interespecifiacbgénero.
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Os SNPs (KWOK, 2003) sdo marcadores bi-alélicasde® contetdo
informativo limitado, em relacdo a marcadores nssatélites (GRIFFIN;
SMITH, 2000). Esses marcadores sao utilizados nateg;do de mapas de alta
resolucao, tracos genéticos de mapeamento, diagredst analises de estrutura
genética de populacdes (RAFALSKI, 2002).

Schincariol (2011) verificou duas marcas SNP asslasi com teor de
acucar (acucar redutor e aclcar total) atravésndlisa de marca simples em
uma populacdo Fde C. arabicae C. canephora A analise de marcadores
individuais para deteccdo de QTL permitiu aindagomformac@es prévias de
associacao de QTL para a qualidade do café.

Visando ao aumento da utilidade e a reprodutiliitdde um marcador
molecular é possivel converté-lo em um marcadoecdm e reprodutivel,
denominado SCAR-Sequence Characterized Amplified Regiams regido
amplificada de sequéncia caracterizada (MELOTTOFANADOR; KELLY,
1996). Nesse caso, a banda de DNA correspondenteaazador de interesse €
clonada, sequenciada e dois marcadores mais lgngos original sdo sintetizados

e utilizados para amplificar o mesmo marcador (ATEAVIARIN, 2005).

2.4.1 Marcadores AFLP

AFLP é uma técnica que combina a clivagem de fragpaede DNA com
enzimas de restricdo e a amplificacdo dos fragreemtpartir da técnica do PCR
(VOS et al., 1995). Em resumo, o DNA de um indigiduclivado com enzimas de
restricdo, send&co Rle Mse las mais usadas, e as suas extremidades sao ligados
adaptadores, que servem de sitios de ligacdo panar@adores na reacdo de DNA.

A partir dessa etapa, somente os fragmentos queugsos sitios de restricéo

mencionados serdo amplificados. De acordo com “hoate (1996), o0s
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marcadores AFLP quando comparados com o0s marcadth&d e RFLP
apresentam maior reprodutibilidade e poder dispatdrio.

Prakash et al. (2004) por meio da utlizacdo decadmres AFLP,
observaram o0 mecanismo de introgressdo do geneediwéncia a ferrugem
(Hemileia vastatrixemC. arabicae identificaram 21 marcadores AFLP associados
ao gene 33, sendo este derivado da introgressadCdéberica em C. arabica
Realizando trabalho semelhante, Brito et al. (2@i®)meio da mesma técnica,
analisaram a populacdo de Hibrido de Timor UFV #27 identificaram trés
fragmentos amplificados associados a resisténfgaruggem do cafeeiro.

Lashermes et al. (2011) a fim de verificar a intesgdo de genes e
canephoraem C. arabica, por meio dos marcadores AFLP e microssatélites,
verificaram que a transferéncia ndo é limitada pei®l de ploidia entre os
diferentes genomas.

Estudando a diversidade genética de cultivare§.derabicapor meio
de marcadores AFLP, Steiger et al. (2002) encamrét74 alelos polimaérficos,
sendo constatado como um pequeno nivel de vadabéi visto que a média de
similariedade genética foi de 0,933 e concluiram guavaliacdo da diversidade
genética entre cultivares de café arabica, utitizamarcadores AFLP, fornecem
as informacdes necessarias para a utilizacdo nbonashento genético do
cafeeiro. A fim de observar o polimorfismo de ggmag deC. arabicada
Etiopia, Dessalegn, Herselman e Labuschagne (2@0&garam 10 marcadores
AFLP e verificaram uma percentagem de polimorfisteo30,9%, sendo todos
0s gendtipos distinguiveis por meio dos marcadores.

Noir et al. (2003) sugeriram 14 marcadores AFLPociaslos a
resisténcia aM. exiguano cafeeiro, esses autores verificaram alta cméel
entre os marcadores e a resisténcia ao nematoitedestaque para o marcador
Exi-11 que foi o mais intimamente ligado ao gene de tésita Mex-1
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Genotipos de café arabica foram testados em pregrae melhoramento
genético quanto a introgressdo do géfex-1 utilizando marcadores AFLP
(DINIZ et al., 2005), demonstrando que a introgiesdo gene de resisténcia
estaria associada a possivel resisténcia dessaspgsn

2.4.2 Marcadores microssatélites

Os microssatélites ou sequéncias simples repetitl28VARDS et al.,
1991) tém sido amplamente utilizados e preferidosr@dagdo a outras técnicas
(PARIDA et al., 2009). Os microssatélites sao segiaé de DNA constituidas de
um a seis nucleotideos que estdo espalhados ao msagenoma com uma
frequéncia relativamente alta (AKKAYA; BHAGWAT; CREAN, 1992). Para a
utilizacdo do microssatélite como marcador, eleedssr inicialmente clonado,
sequenciado e amplificado a partir de iniciadores @flanqueiam. A partir dessa
etapa, os produtos de amplificacdo sdo separadagimforese e visualizados,
geralmente, em gel de poliacrilamida (ALZATE-MAR@#tal., 2005).

Entre todos os marcadores apresentados, os miélitssaganharam
consideravel importancia no melhoramento genétqaahtas, devido a uma série de
atributos desejaveis, tais como: alta variabilidatktureza multialélica, heranca
codominante, alto rendimento da genotipagem, raphililade e ampla cobertura do
genoma (CAIXETA et al., 2009; PARIDA et al., 2008ggundo 0s mesmos autores,
esses marcadores sdo uma ferramenta valiosa gamateucdo de mapas do genoma,
mapeamento de genes, selecéo assistida por masadestabelecimento de relacdes
evolutivas. Por outro lado, a grande limitacdo aledasse de marcadores é a
necessidade de se desenvolver os marcadores ieapesifte para cada espécie, ndo
sendo possivel utilizar marcadores andnimos.

Souza et al. (2013) observaram alto polimorfismipecos acessos d&

canephoraoriundos de cultivos comerciais e bancos de geraisama a partir de



32

marcadores microssatélites. Em relacdo a resist@nderrugem do cafeeiro,
guatro marcadores foram identificados como altaeneslacionados a doenca
(ROMERO et al.,, 2014). Enquanto Poncet et al. (R06Bservaram que
marcadores moleculares microssatélites desenvahadeartir deC. canephora
podem ser facilmente transferidos para outras &spéblesse trabalho, os
autores verificaram um alto polimorfismo nas dug®eies consideradas, sendo
75% pareC. libericae 86% par&. canephora

A variabilidade genética e estrutura populaciormlatjuns acessos de
C. arabicae de trés espécies diploides foram verificaddizartido marcadores
microssatélites (LOPEZ-GARTNER et al., 2009). Esse®res confirmaram a
eficiéncia dos marcadores, em que se observou tir gEr agrupamento
UPGMA, a formacdo de quatro grupos, sendo que usteslefoi formado
somente pelas progénies cultivadas.

Missio et al. (2009) encontraram polimorfismo erdise progénies de
Coffea avaliadas utilizando 17 marcadores microssatélitesn um nidmero
médio de 5,1 alelos por iniciador. Nesse estudiopdssivel verificar que os
maiores polimorfismos foram constatados na espEcieanephora(88,2%),
seguido por variedades resistentes a ferrugem %35,0s marcadores
analisados, 29,4% distinguira@. arabica dos Hibridos de Timor, sendo
possivel identificar os mais préximos e 0s maisadies deC. arabica Al-
Murish et al. (2013) avaliaram a variacdo genédoa 17 progénies d€.
arabica coletados no Iémen utilizando marcadores micrébtes, o numero
médio de alelos amplificados variou de um a setaatgdo com o iniciador,
com uma média de 2,31 alelos.

Ferrdo et al. (2013) avaliando a eficiéncia doscadores RAPD, AFLP
e microssatélites em estudos genéticos €orranephoraverificaram que estes
ultimos foram considerados os mais informativoseeas trés e apresentaram os
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melhores resultados entre os demais nos estudodiveéesidade genética.
Utilizando os mesmos marcadores, Setotaw et allQj20estudaram a
diversidade e estrutura genética do germoplasmadditle Timor e verificaram

alta diversidade genética entre 0s acessos.
2.5 Marcadores moleculares relacionados a resistda@ nematoides

No manejo integrado de doencas e pragas, uma taggms utilizadas
€ 0 uso de cultivares resistentes, que geralmé@otelasenvolvidas a partir da
transferéncia de alelos de resisténcia de fontédcas para cultivares elites e
adaptadas (ALZATE-MARIN et al., 2005). A identifi@o e caracterizagéo
molecular de genes associados a resisténcia agpa®@ uma das alternativas
para acelerar a selecdo de progénies resistentes.Vidz identificados, esses
genes podem ser diretamente utilizados como maesidam programas de
selecédo assistida (MALUF; GUERREIRO FILHO; FAZUORQDO1).

Trabalhos relacionando marcadores moleculares comesisténcia a
nematoides sdo comuns na cultura na soja. Tamubais (1997) observaram, na
regido do marcador RFLP B212, genes de resisténbi@loidogyne javanica
sendo que dois desses marcadores explicaram 46%aridgdo do nuamero de
galhas. Fuganti et al. (2004) realizando trabaloethante, identificaram QTLs
relacionados a resisténcia e observaram corresgéificativa entre os marcadores
moleculares microssatélites com o nimero de gakaaiz.

Mienie et al. (2002) identificaram por meio dasntéas RFLP e AFLP
marcadores associados a resisténcisl davanicaem soja. Por meio da técnica
RFLP, determinados marcadores explicaram até 62%ariacao no nimero de
galhas. Sete marcadores AFLP foram relacionadososotracos de resisténcia,
sendo dois destes convertidos em marcadores SGiResentando 41% da

variacdo do indice de galha da populagdo mapeada.
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Fourie et al. (2008) utilizaram e validaram os radores Satt201, Satt358,
Satt487 e Satt590 para utilizacdo em programaseligoramento genético para a
resisténcia #. incognitaraca 2 na soja. Nesse mesmo trabalho, foramfidedbs
QTLs que explicam 62,4% do indice de galhas e 8@%adacdo no nimero de
ovos e juvenis do segundo estadio (J2) por sistadieular.

Ainda na cultura da soja, Dias et al. (2004) ohbdire um QTL de
resisténcia &leterodera glycines partir de trés marcadores microssatélites. Esses
autores verificaram que a regido gendmica ideatlfic explicou 87% da variacéo
do numero de fémeas do nematoide e coincide comregi@o que controla a
resisténcia a varias ragas desse nematoide. Pes§ies autores concluiram que os
marcadores microssatélites apresentam potencaluiizacao na identificacdo de
genotipos de soja resistentes a raca 4 do nematoide

Na cultura do algoddo, Ynturi et al. (2006) asseeia marcadores
microssatélites nos cromossomos 11 e 14 com aémsia ao nematoide das
galhas. Jenkins et al. (2012) propuseram um QTlcromossomo 14 que foi
associado a resisténcidva incognitana mesma cultura. Os autores concluiram
gue a selecdo assistida por marcadores pode s dapauxiliar na selecéo de
progénies resistentes em um curto espaco de tempo.

No géneroCoffea existem poucos trabalhos relacionando o uso de
marcadores moleculares com a resisténcia a neraatdttin um desses estudos,
Bertrand, Anthony e Lashermes (2001) avaliarams&sténcia aM. exiguaem
progénies deC. arabica C. canephorae Hibrido de Timor e utilizaram
marcadores AFLP a fim de verificar a introgress@algum gene relacionado a
resisténcia. Nas progénies @e arabicando houve individuos resistenteMa
exigua enquanto ent. canephoraodas as progénies apresentaram resisténcia.
Em relacdo ao Hibrido de Timor verificou-se diféesnrespostas ao nematoide

em estudo, tanto nos testes de resisténcia, queamo 0 nimero de alelos
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presentes nas analises moleculares, demonstrapdssibilidade de utilizacéo
desse germoplasma nos programas de melhoramento. €30, 0s autores
concluiram que as progénies resistentes ao neraadsiil’eram associadas ao
maior niumero de introgressfes do gene em estudo.

Posteriormente, Noir et al. (2003) demonstraram ajuesisténcia M.
exiguaé controlada por um gene dominante simples, dadaviex1, presente
em C. canephorae com segregacdo na proporcao de 3:1. De acordoaco
avaliacdo do numero de galhas, verificou-se quene gle resisténcia apresenta
dominéancia incompleta. Esses autores selecionairada 44 marcadores AFLP

associados a resisténcia M. exigua e construiram um mapa genético

posicionando o gene de resisténcia (Figura 1).

12cM Exi-10
1o Exi-1, Exi4, Exi-5, Exi-6, Fxi-7, Exi8, Fxi-9, Exi-12, Exi-14
12 cM Exi-13
Exi-11
23 cM :
13cM | Exi-3
Exi-2

Figural Mapa genético da regido cromossdmica contendoodMex-1em café
associado a resisténcidaexiguabaseado em uma populacgo F
Fonte: Adaptado de Noir et al. (2003) e desenhDidiz et al. (2005)

Progénies da cultivar Icatu foram avaliadas ergrpras de melhoramento
genético quanto a introgressao do gdieg-1 a partir da selecao assistida (DINIZ et
al.,, 2005) por marcadores AFLP, demonstrando aiyebs®sisténcia dessas ao
patdgeno. Alpizar, Etienne e Bertrand (2007) cdrafhn que esse gene de
resisténcia pode apresentar dominancia incomgets,permitiu a penetracéo dos

nematoides em hibridg,Fmas inibiu sua multiplicacao.
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Poucos séo os trabalhos envolvendo o uso de maesagioleculares na
determinacdo da resisténcia de cafeeiros aos ngiesto Porém, o
desenvolvimento de marcadores moleculares assaciadeesisténcia M.
exiguaira contribuir com os programas de melhoramentetieo do cafeeiro a
fim de selecionar, em um menor intervalo de tempogénies nas fases iniciais

de desenvolvimento com resisténcia ao nematoidestmalo.
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CAPITULO 2

Identificacdo de marcadores microssatélites assodias a resisténcia a
Meloidogyne exiguam cafeeiro
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RESUMO

Os classicos testes de sele¢do de progéaesstentes Meloidogyne exigua
demandam alto custo e disponibilidade de tempodcsem utilizagdo de
marcadores moleculares uma técnica que pode calabor situacdes em que o
fenétipo é de dificil mensuracdo, como na resisééaaematoides. Objetivou-se
com o presente estudo identificar marcadores nsatéktes associados a
resisténcia ao nematoidé. exiguaem progénies #de cafeeiro, derivadas do
cruzamento entre Hibrido de Timor 440-10 e Catumiarelo IAC 86. As
caracteristicas fator de reproducdo do nematoidediee de galhas foram
avaliadas ap6s 320 dias da inoculacdo. Dos 44 pdeesiniciadores
microssatélites avaliados nos parentais, 11 apesem polimorfismo, com uma
média de 4,5 alelos amplificados por par nas priegéestudadas. Pela andlise
dos dados moleculares observou-se que as 82 pesgénam agrupadas em trés
principais grupos que se relacionaram a reaca@aatoide, sendo os parentais
(resistente e suscetivel) alocados em grupos tistivVerificou-se correlacdo
entre diversos marcadores microssatélites com emctedsticas fenotipicas
avaliadas, sendo os marcadores SSRCafé 20 aleld® fdares de bases),
SSRCafé 40 alelo 2 (250 pares de bases) e SSREald 3 (190 pares de
bases) associados a resisténcisl.aexiguanas progénies de cafeeiro. Esses
marcadores microssatélites, devidamente validad@opulacdo da nematoide a
ser utilizada, proporcionam um método potencialapselecdo de progénies
resistentes ao nematoide em programas de melha@oh@icafeeiro.

Palavras-chavéiversidade genética. SSR. Nematoidesifea arabica
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ABSTRACT

The classic tests of selection progenies resisteleloidogyne exiguaequires
high cost and time availability but the use of nealar markers techniques can
assist selection process where the phenotypefisulito measure, such as the
resistance to nematode. The objective of this warkto identify the
microsatellites markers associated with the gerspomsible for nematode
resistance Nl. exigug in Fs progenies of coffee derived from the crossing of
Hibrido de Timor 440-10 and Catuai Amarelo IAC 8t of 44 SSR markers
evaluated 11 markers showed polymorphic patterh wiean average allele of
4.5 per marker. The analysis to classify 82 progein three groups that are
related to the reaction nematode and parental aa#édcto different groups
(resistant and susceptible). Four SSR marker (S&R@hallele 2, SSRCafé 15
allele 3, SSRCafé 20 allele 3 e SSRCafé 13 allednd five markers (SSRCafé
13 allele 2, SSRCafé 19 allele 3, SSRCafé 40 allel8SRCafé 15 allele 3 e
SSRCafé 20 allele 3) were correlated negativeli vaproduction factor and.
exiguaroot gall index, respectively. These SSR markerspgrly validated in
the population, can serve as a potential methoddtmcting progenies resistant
to nematode in the breeding program of coffee.

Keywords:Genetic diversity. SSR. Nematod€nffea arabica
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1 INTRODUCAO

O Brasil é 0 maior produtor e exportador de caférdmdo. No ano
de 2014, foram produzidos aproximadamente 32 mildesacas déoffea
arabica e 13 milhdes de sacas @mffea canephoraem uma éarea total de
2.267.577,8 hectares (COMPANHIA NACIONAL DE ABASTEZENTO -
CONAB, 2014).

A presenca de fitonematoides é apontada como urfattwss limitantes
para o crescimento e obtencéo de altas produtiefdad cafeeiro (BARBOSA,;
SOUZA; VIEIRA, 2010; BARBOSA; VIEIRA; SOUZA, 2008).Esses
organismos microscOpicos sao encontrados nas razesmprometem o
desenvolvimento de toda a planta (SALGADO; REZENR2B10), sendo a
espécieMeloidogyne exiguaGoeldi, 1887 uma das mais importantes, pois
predomina em todos os principais estados produtdesscafé do Brasil
(CAMPOS; VILLAIN, 2005), apresentando ampla dissesgiio e capacidade
adaptativa a diversas regides, sendo que no sMinkes Gerais a espécie foi
relatada em mais de 95% dos municipios amostraBARBOSA; VIEIRA;
SOUZA, 2008). Essa espécie provoca alteracSescimutais e diminuicdo na
produtividade do cafeeiro, ocasionado pela defieiabsorcao e translocacao de
agua e nutrientes (BARBOSA; SOUZA; VIEIRA, 2010).

Devido aos danos causados no cafeeiro, os prositéonesempre buscado o
controle dos fitonematoides. O método consideradis rmcondmico e seguro
empregado pelos agricultores é a utilizacdo devands resistentes (ALPIZAR,;
ETIENE; BERTRAND, 2007; SALGADO; REZENDE, 2010),nsl® o Hibrido de
Timor um germoplasma que tem apresentado resstaii exiguaaliado a altas
produtividades (PEREIRA et al., 2012; PINTO et20]2; REZENDE et al., 2013).
Progénies derivadas desse hibrido possuem gengsdes modificar o fendtipo
(ANTHONY et al., 2005) conferindo-lhe resisténaiargmatoide.
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Uma alternativa que possibilita selecionar praggnesistentesM. exigua
sem recorrer a avaliacdo em testes classicosig€nesa, os quais demandam alto
custo e disponibilidade de tempo (JENKINS et ab12) é a utilizacdo de
marcadores moleculares microssatélites. Esses dpeesa se validados na
populagdo de nematoide a ser estudada, permiteliaragen curto prazo, um
namero elevado de gendtipos, além de nao sofrer@uméncia do ambiente, como
ocorre com os marcadores morfoldgicos (MACHADO.e2813).

O uso de marcadores moleculares associados aoitigaras de
nematoides do géneMeloidogyneja foi relatado por uma série de autores em
algumas espécies de plantas. Na cultura da sojankLet al. (2004) e Silva et
al. (2001) demonstraram a associacao entre o narosdrossatélite SOYHSP
176 e o numero de galhas Kkeloidogyne javanicaenquanto Jenkins et al.
(2012) verificaram associagdo entre marcadoresossatélites e a reacdo a
Meloidogyne incognitana cultura do algoddo. No entanto, no cafeeiro,
verificam-se apenas trabalhos associando marcadétg? com a resisténcia ao
nematoideM. exigua(DINIZ et al., 2005; NOIR et al., 2003).

Uma das metodologias utilizadas a fim de assoomarcadores
moleculares a caracteristicas fenotipicas é a sandle regressdo mudltipla
“stepwisg no qual todos os marcadores sao testados paedamo modelo e
posteriormente para permanéncia no mesmo. Essisertém sido muito
utilizada a fim de identificar marcadores molecetaassociados a resisténcia a
doencas e a caracteristicas agrondmicas e tem dgamm sucesso nas mais
diferentes espécies de plantas (PEREIRA et al.8;2BDRIGUES et al.,
2007; RUAN; MOPPER, 2009).

Pesquisas para obtencdo de cultivares resisteMegxigua que unem
o melhoramento convencional com a biotecnologiaes@assas nos programas
de melhoramento genético do cafeeiro, sendo quealtas associando
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marcadores microssatélites com a resisténcia a tomlea do género
Meloiodgynesdo inéditos. Caso seja verificada correlacéo aiguen marcador
molecular com a resisténcia ao nematoide, estarpad® utilizada a fim de
selecionar as progénies possivelmente resistentesndsso seleciona-las para
as proximas geragfes. Dessa forma, estudos coreopesem contribuir de

maneira significativa para o avan¢o do melhoramgatetico.

Nesse contexto, objetivou-se identificar marcaslonmoleculares
microssatélites associados ao gene de resistéoameraatoideM. exiguaem
progénies Fde cafeeiro, derivadas do cruzamento entre Hilw@dimor 440-
10 e Catuai Amarelo IAC 86.
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2 MATERIAL E METODOS
2.1 Progénies

As atividades experimentais relacionadas as asalisaleculares foram
realizadas no Laboratério de Biotecnologia Vegetal Empresa de Pesquisa
Agropecuaria de Minas Gerais- EPAMIG, localizadoFaaenda Experimental da
EPAMIG, no municipio de Caldas- Minas Gerais. Elacéo aos testes de resisténcia
ao nematoide, esses foram realizados na EPAMIGAUL Lavras - Minas Gerais,
em casa de vegetacao e no laboratério de nematalegpectivamente.

Foram utilizadas 82 progénies de cafeeiro, em §er&s; pertencentes
ao Programa de Melhoramento Genético do Cafeeimbuzido em Minas
Gerais, derivadas do cruzamento entre Hibrido deofi440-10, resistente ao
nematoideM. exiguae Catuai Amarelo IAC 86, suscetivel (PEREIRA et al
1980; SALGADO; RESENDE; CAMPOS, 2005), os quaisafor utilizados

como testemunha (Tabela 1).

Tabela 1 Identificacdodas testemunhas e das progénies de cafeeiro pest@m
selecionadas em area naturalmente infestadd.pexigua

Identificacao Progénies Identificagdo Progénies
1 Hibrido de Timor 440-10* 43 514-7-16-C208-B1P3
2 Catuai Amarelo IAC 86* 44 514-7-16-C208-B1P4
3 514-7-4-C130-B1P1 45 514-7-16-C208-B1P6
4 514-7-4-C130-B1P4 46 514-7-16-C208-B1P7
5 514-7-4-C130-B1P6 47 514-5-2-C494-B1P7
6 514-7-16-C208-B1P3 48 514-7-14-C73-B2P2
7 514-7-16-C208-B1P4 49 514-7-4-C130-B2P3
8 514-7-16-C208-B1P6 50 514-7-4-C130-B2P4
9 514-7-16-C208-B1P7 51 514-7-4-C130-B2P5
10 514-5-2-C494-B1P7 52 514-7-4-C130-B2P6
11 514-7-14-C73-B2P2 53 514-7-16-C208-B2P2
12 514-7-4-C130-B2P3 54 514-7-16-C208-B2P3
13 514-7-4-C130-B2P4 55 514-7-16-C208-B2P4

14 514-7-4-C130-B2P5 56 514-7-16-C208-B2P5
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Continuagao...

15 514-7-4-C130-B2P6 57 514-5-2-C494-B2P6
16 514-7-16-C208-B2P2 58 514-5-2-C494-B2P7
17 514-7-16-C208-B2P3 59 514-5-2-C494-B2P8
18 514-7-16-C208-B2P4 60 514-7-14-C73-B3P1
19 514-7-16-C208-B2P5 61 514-7-14-C73-B3P5
20 514-5-2-C494-B2P6 62 514-7-4-C130-B3P2
21 514-5-2-C494-B2P7 63 514-7-4-C130-B3P3
22 514-5-2-C494-B2P8 64 514-7-4-C130-B3P5
23 514-7-14-C73-B3P1 65 514-7-16-C208-B3P1
24 514-7-14-C73-B3P5 66 514-7-16-C208-B3P3
25 514-7-4-C130-B3P2 67 514-7-16-C208-B3P4
26 514-7-4-C130-B3P3 68 514-7-8-C364-B3P2
27 514-7-4-C130-B3P5 69 514-7-8-C364-B3P4
28 514-7-16-C208-B3P1 70 514-5-2-C494-B3P3
29 514-7-16-C208-B3P3 71 514-5-2-C494-B3P6
30 514-7-16-C208-B3P4 72 514-7-4-C130-B4P2
31 514-7-8-C364-B3P2 73 514-7-16-C208-B4P1
32 514-7-8-C364-B3P4 74 514-7-16-C208-B4P6
33 514-5-2-C494-B3P3 75 514-5-2-C494-B4P4
34 514-5-2-C494- B3P6 76 514-5-2-C494-B4P5
35 514-7-4-C130-B4P2 77 514-7-4-C130-B4P4
36 514-7-16-C208-B4P1 78 514-7-6-C208-B1P6
37 514-7-16-C208-B4P6 79 514-7-16-C208-B1P7
38 514-5-2-C494-B4P4 80 514-5-2-C494-B1P7
39 514-5-2-C494-B4P5 81 514-7-4-C130-B2P3
40 514-7-4-C130-B1P1 82 514-5-2-C494-B2P7
41 514-7-4-C130-B1P4 83 514-7-14-C73-B3P1
42 514-7-4-C130-B1P6 84 514-7-4-C13-B3P5

* Parentais utilizados como testemunha

C: cova

B: bloco

P: planta

2.2 Avaliagdo da resisténcia 8. exigua

As progénies derivadas do cruzamento entre Hilt@dimor 440-10 e
Catuai Amarelo IAC 86 (Tabela 1) foram cultivadas@sa de vegetacdo, sendo as
mudas formadas em sacos plasticos de 850 cm?3 dorgtelo e esterco na proporcao

de 3:1, previamente desinfestado com dazometerd®p Em cada saco pléstico



58

foi cultivada uma planta sF devidamente identificada com um ndmero para a
avaliacdo da reacdo ao nematoide e para colatthde para as analises moleculares.

O in6culo foi obtido de raizes de lavoura natumite infestada no
municipio de Campos Altos, sendo a preparacaazashipor meio da extracao
dos ovos das raizes pela técnica de Hussey e B@Er®€B) e calibracdo da
suspensdo de ovos em lamina de contagem, sob ndipiosde objetiva
invertida. Para confirmacdo da espécie, foramaadis fémeas das galhas nas
raizes e identificadas por meio da andlise de Boms (CARNEIRO;
ALMEIDA, 2001) comoM. exigua fenétipo E1 (Rm= 1,5). Quando as mudas
atingiram entre quatro a seis pares de folhas,ulooese 5.000 ovos dil.
exiguadivididosem orificios feitos ao redor do colo da planta.

Para avaliacdo da reacdo ao nematoide, aos 320ddidsoculacao,
avaliou-se a populacdo 8& exiguapor meio da extragdo de ovos e juvenis das
raizes empregando a metodologia de Hussey e Bai%eé8) e quantificacdo em
triplice leitura, utilizando-se microscépio de dbje invertida. A partir da
guantificagéo foi calculado o Fator de Reprodud¢a®)( por meio do quociente
entre as densidades populacionais finais (Pf) eaisi (Pi) (SEINHORST,
1967), tomando-se por base a média das trés kitura

O Indice de galhas (IG) foi obtido por meio de uesaala de grau ou
nota, de 0 a 5, em funcdo do nimero de galhas meior de triplice avaliagédo
(O=nenhuma galha, 1= 1-2 galhas, 2=3-10, 3=11-331400, 5=maior que
100 galhas), seguindo-se a metodologia de Harengasser (1985).

2.3 Extracdo e quantificacdo do DNA

Folhas completamente expandidas dagépies E foram coletadas,
acondicionadas em sacos de papel umidecidos eptraadas em caixa de

isopor até o laboratério. No laboratério essasnfotavadas e congeladas no



59

freezer -80°C para posterior liofilizacdo e extrach DNA, de acordo com a
metodologia de Nunes et al. (2011).

As amostras de DNA foram visualizadas na preseectuzl UV apos
eletroforese em gel de agarose 0,7% corado cometwatie etideo (0,8g/mL) e
imerso em tampédo TBE [Tris-Borato 90 mM (pH 8,0)TRD10 mM] a fim de
verificar a qualidade do DNA. A quantificacdo do ®Nbi realizada através da
leitura das absorbancias em espectrofotdmetro mpromento de onda de 260 nm.
Para verificar a contaminacdo das amostras coraeipast foi realizada leitura das
absorbancias a 280 nm e calculada a relacdo engtesarbancias a 260 e 280 nm.
Foram consideradas adequadas amostras cuja retaigiiode 1,5 a 2.

Apés a obtencdo de DNA com absorbancias adequadaamostras

foram normatizadas a uma concentrac&o final dgga0. ™.
2.4 Marcadores microssatélites

Foram testados nos parentais 44 pares de marcachicesssatélites
indicados na literatura como polimérficos para@éeeC. arabica(Tabela 2).

Tabela 2 Marcadores microssatélites utilizados, suas seipgEre tamanho
esperado dos alelos

Cddigos  Marcadores Sequéncia Referéncia Tamanho
5 -3 dos alelo
SSRCafé 1 SSRCa006 D: CTTGCTCAGTGAACCATCC Missio et al. (2009) 209

: TGCCTCTTATGCCACTACTAAA
SSRCafé 2~ SSRCa061 : GCAGGTGCAAGTGATAAAAG Missio et al. (2009) 242

:CGTCTTGTGATGTGTTAGGG

: CACAGGAAAGTGACACGAAG

SSRCafé 4  SSRCa087

R
D
R

SSRCafé 3  SSRCa085 D: ATGTGAAAATGGGAAGGATG Missio et al. (2009) 105
R
D: TCACTCTCGCAGACACACTAC Missio et al. (2009) 143
R

: GCAGAGATGATCACAAGTCC
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Continuagéo..

SSRCafé 5 SSRCa091 D: CGTCTCGTATCACGCTCTC Missio et al. (2009) 110
R: TGTTCCTCGTTCCTCTCTCT

SSRCafé 6 SSRCa092 D: ATAGCCTGAGCCGTAACCA Missio et al. (2009) 142
R: GGGTAATTATGACGAGGGACA

SSRCafé 7 AJ308742 D: GGCTTCTTGGGTGTCTGTGT Poncet et al. (2004) 110
R: CCATTGGCTTTGTATTTCTGG

SSRCafé 8 AJ308746 D: GGCCTTCATCTCAAAAACCT Poncet et al. (2004) 378
R: TCTTCCAAACACACGGAGACT

SSRCafé 9 AJ308783 D: CCAACTTCGTATGGTTGTCTG Poncet et al. (2004) 121
R: TGATAGGAGGCACTTGACACA

SSRCafé 10 AJ308784 D: TTGCTTGCTTGTTCTGTTAT Poncet et al. (2004) 126
R: TGACACGAGAGTTAGAAATGA

SSRCafé 11  AJ308790 D: TTTTCTGGGTTTTCTGTGTTCTC Poncet et al. (2004) 134
R: TAACTCTCCATTCCCGCATT

SSRCafé 12 AJ250260 D: TGATGGACAGGAGTTGATGG Poncet et al. (2004) 100
R: TGCCAATCTACCTACCCCTT

SSRCafé 13 CFGA792b D: GATCAGAACTTTGAGCTCAGCA Cristancho e Alvaro 182
R: AATGTGGCACGCTAGAAGTG (2008)

SSRCafé 14 CFCA281 D: GCGTCCACGTGTTAAGTCTT Cristancho e Alvaro 155
R: TCAAGTGGCAGACATGTCAC (2008)

SSRCafé 15 CFGA627 D: GGGAAGGAATTCTTTCAACTCT  Cristancho et al. 134
R: CTTGGAAATTACCATGCAACC (2008)

SSRCafé 16 CFGA1122 D: AATGCTTCCAGTCACCCGT Cristancho e Alvaro 127
R: GGCTTTCAAGCATCCAGTCT (2008)

SSRCafé 17 CFGA1255 D: TTGACGTTCTCGTCCGTATG Cristancho e Alvaro 147

: AAAGGCTTGAAAACTTGCGG

(2008)
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Continuagao.

SSRCafé 18 CFCAL14A D: CTGGTAGGAGCTCTTCAAATTG  Cristancho e Alvaro 161
R: TGGCCAAATCTTGTCCGT (2008)

SSRCafé 19 CFCA360 D: TTAAGACATCGGTGCATTCA Cristancho e Alvaro 135
R: TGTGTACTGGGTTTTTTGATGT (2008)

SSRCafé 20 AJ250254 D: GGCTCGAGATATCTGTTTAG Combes et al. (2000 132-
R: TTTAATGGGCATAGGGTCC 160

SSRCafé 21 AJ250255 D: CCCTCCCTGCCAGAAGAAGC Combes et al. (2000 132-
R: AACCACCGTCCTTTTCCTCG 100

SSRCafé 22 AJ250258 D: AACTCTCCATTCCCGCATTC Combes et al. (2000  89-
R: CTGGGTTTTCTGTGTTCTCG 190

SSRCafé 23 AJ250260 D: TGATGGACAGGAGTTGATGG Combes et al. (2000 100-
R: TGCCAATCTACCTACCCCTT e

SSRCafé 24 AJ308752 D: TCTTCGTCTTTGCTATTGGT Rovelli et al. (2000) 95
R: TATTAACGTCCATCCACACA

SSRCafé 25 AJ308754 D: TACAAGGGGAGTGGATAAGA Rovelli et al. (2000) 153
R: GTTTGTAGGAGGAAGGTGTG

SSRCafé 26 AJ308755 D: TTTCTCCTCTCCTGCTCTAA Rovelli et al. (2000) 175
R: TCTGGGTTTTCTGTGTTCTC

SSRCafé 27 AJ308769 D: TCCATCGTTTACGATTTGTC Rovelli et al. (2000) 161
R: GTCATCTATTTGTGAGCTTGG

SSRCafé 28 AJ308776 D: TCTCCCTCTCCCTCTCTCT Rovelli et al. (2000) 152
R: GCGTTTGGTGGAGATGATA

SSRCafé 29 AJ308792 D: TGCATATATTATCAGTGCATGT  Rovelli et al. (2000) 105
R: AATAGTGGTTGTCATCCTTTTC

SSRCafé 30 AJ308796 D: TTCTGGGTTTTCTGTGTTCT Rovelli et al. (2000) 85
R: CACACTTCTCTGCAAATCAA

SSRCafé 31 AJ308814 D: GATCATCATCGTCATCATCA Rovelli et al. (2000) 180
R: AGGTATCAAAAAGCACCTGA

SSRCafé 32 AJ308819 D: CCTATCAAACGCATCATGT Rovelli et al. (2000) 96
R: CTGTAGGATTGGGTCATTTC
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Continuagao.

SSRCafé 33 AJ308821 D: TGCTCCTTCCAAGACATTAC Rovelli et al. (2000) 128
R: TGCTCCTTCCAAGACATTAC

SSRCafé 34 AJ308825 D: TTCTGGTTTCAACTCCATTT Rovelli et al. (2000) 133
R: ATAAACCCAAAAAGACCACA

SSRCafé 35 AJ308833 D: AAACATTGATGGACAGGAGT Rovelli et al. (2000) 98
R: GCCATTGTGTGTGTGTAGAA

SSRCafé 36 AJ308819 D: CCTATCAAACGCATCATGT Rovelli et al. (2000) 96
R: CTGTAGGATTGGGTCATTTC

SSRCafé 37 BQ448809 D: GGAAATCCGGAAACATACA Rovelli et al. (2000) 278
R: GGTGCAGTGTATCAGTTTCA

SSRCafé 38 AY102429 D: TGTGAGTCCATTCCTTCACC Lopez-Gartner etal. 124
R: TTGCACTCAAAAGGTTCAAA (2009)

SSRCafé 39 EU597602 D: ACCAATTCCTGTCAGTCAGG Lopez-Gartner etal. 180
R: TGGCCATGAGAATAGGCATC (2009

SSRCafé 40 EU597603 D: TAAAGTGGATGCGTCTCCCA Lopez-Gartner etal. 300
R: GGATAAGCAAGGAGCTGCAA (2009)

SSRCafé 41 EU597604 D: CCATTCTAACCAAACCTGTCC Lépe;-Gartner etal. 125
R: CTCAAACACTTGGGTGTGCA (2008

SSRCafé 42 EU597605 D: CGATTGTCGCTTTGTTGGAT Lopez-Gartner etal. 168
R: GAGTTCAGCAAGTATGACCCA (2009)

SSRCafé 43 EU597606 D: TTCTTCTCCCGCTTTCTGCT Lépe;-Gartner etal. 231
R: GATCGGTGGTAGTGTGTCAGA (2008

SSRCafé 44 EU597607 D: TTAAGCTATCCACTCAACCACC L6pez-Gartner etal. 161
R: GCAGAAGCTACTATTCCCATTG (2099)

*D- direito, R- reverso.

pb: pares de bases

As reacdes de amplificacdo foram realizadas em alome final de 25

uL, contendo 59g de DNA, @L de tampado de reacdo 5x, 1 mM de MgCI
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150uM de cada DNTP, 04M de cada iniciador e 0,6 unidades de Tag DNA
polimerase (Go Tag Flexi, Promega, USA).

As reacgdes foram conduzidas em termociclador caliggnte (Multigene
Gradient, Labnet International, USA) utilizando pnegrama Touchdown- PCR,
gue consistiu na desnaturagdo dCO4or 2 minutos, seguida de 13 ciclos de
desnaturacdo a %2 por 30 segundos; anelamento do iniciador d€ &755°C
por 30 segundos, reduzind®Cla cada ciclo e extenséo do iniciador ¥7@or 30
segundos. Essa etapa foi seguida por mais 30 deldesnaturacdo a’@4por 30
segundos, anelamento do iniciador &C5por 30 segundos e extenséo do iniciador
a 72C por 30 segundos. A extenséo final ocorreu ¥C7#2r 8 minutos.

ApGs a amplificacéo, o produto da reacao foi sultlnet eletroforese em
gel desnaturante de poliacrilamida 6%, a poténei@@V por tempo variavel de
acordo com o tamanho esperado dos alelos . Apdisida; os géis foram corados
com nitrato de prata, de acordo com o método degmur Creste, Tulmann Neto
e Figueira (2001). Inicialmente, o gel em procedsa@oloracdo passou por uma
etapa de fixacdo durante 10 minutos em solucadat®le(10%) e &cido acético
(1%). Em seguida foi lavado com 2 L de agua ultragilli-Q) e submetido a
uma pré-coloracdo com acido nitrico 1,5%. Passtiogyor nova lavagem e foi
corado em solucéo de nitrato de prata (0,2%) deirzdiminutos. A revelacao foi
realizada com solucdo de carbonato de so6dio (3&8fajendo 800uL de
formaldeido 37% (adicionado pouco antes da reve)adarante 20 minutos.
Finalmente o gel foi imerso em solucdo de paradaposta de acido acético
(1,5%) durante 5 minutos. Todas as etapas foralimadas sobre mesa agitadora
e em capela de exaustédo. Depois de secar por tomltea temperatura ambiente,
o gel foi fotografado sobre negatoscopio.
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2.5 Andlises estatisticas

Os fragmentos amplificados de cada marcador nsatélte foram
codificados como "1" e "0", onde "1" indigaresenca de um alelo amplificado e
"0" indica sua auséncia. A fim de estudar a didade genética entre as
progénies de cafeeiro foi estimado o coeficientesihdilaridade de Jaccard
(JACCARD, 1908), utilizando o programa estatist&BNES (CRUZ, 2013).
Por meio do programMEGA 6.06 (TAMURA et al.,, 2013) baseado na
distncia genética de Jaccard (1-coeficiente délasidade de Jaccard), foi
realizado o agrupamento das progénies pelo métedmétia aritmética nao
ponderada, UPGMAUnweighted pair group method with arithmetic avesag
(SNEATH; SOKAL, 1973) a fim de agrupar as progéniesis similares. A
analise das coordenadas principais (PCoA) foizadi pelo programa GenAlex
6.2 (PEAKALL; SMOUSE, 2006), também baseado naadiga genética de
Jaccard. Nessa analise, utiliza a matriz de digt@myenéticas para produzir um
grafico de coordenadas em que as progénies egigaseatadas por pontos no
plano cartesiano (GOWER, 1966).

2.6 Identificacdo e andlise de marcadores para assacdo com a resisténcia
a M. exigua

Marcadores microssatélites polimérficos foram pgdos pela
correlacdo de Pearson, em marcadores positivogagives. Essa correlacéo foi
estimada entre os marcadores e os parametrosdiat@producao e indice de
galhas, utilizando o programa GENES (CRUZ, 2013).

Posteriormente, a associacdo entre 0s marcadacesssatélites e os
parametros inerentes ao parasitismo foi estimadaést da regressao multipla
“stepwisg a fim de identificar os marcadores moleculam@agionados com a
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reacdo das progénies ao nematoide. O indice catamitdo parasitismo foi

tratado como variavel dependente enquanto os n@eRdMicrossatélites
positivos e negativos foram tratados como indepasiede O nivel de

significAncia adotado foi de 0,15 para entradarda variavel no modelo, assim
como para sua permanéncia. A analise foi realizailaando PROCGLM do

programa estatistico Statistical Analysis Syste S ENSTITUTE, 2004) para

a associacao entre os marcadores e as caracterfstotipicas.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

De todos os pares de iniciadores utilizados nagémies E, apenas 11
apresentaram polimorfismo nos parentais estudaxtosjo eles: SSRCafé 4,
SSRCafé 13, SSRCafé 14, SSRCafé 15, SSRCafé 1LHSR0, SSRCafé32,
SSRCafé 37, SSRCafé 39, SSRCafé 40, SSRCafé 4 bRs® polimorfismo
em C. arabicaja é conhecido (BERTRAND; ANTHONY; LASHERMES,
2001; LASHERMES et al., 1999), visto que a espgmssui base genética
estreita, reproducdo por autofecundacdo, tetrdploiCRISTANCHO;
ALVARO, 2008), baixa frequéncia de regibes de msseélites no genoma
(AL-MURISH et al., 2013; CRISTANCHO; ALVARO, 20083, nesse caso
especifico, todas as progénies sédo oriundas despeis diferentes genitores.
Baixo polimorfismo também foi relatado por Combésak (2000) os quais
encontraram cinco marcadores microssatélites pdicoéd em 11 testados em
C. arabicae Cristancho e Alvaro (2008) que observaram cimzocadores
microssatélites polimorficos em 12 testados em tipostetraploides d€offea

Observou-se entre 2 a 8 alelos polimérficos nagéaries Esendo que
cada marcador produziu, em média, 4,5 alelos pdiiced amplificados.
Alguns desses marcadores apresentaram até 100¥in@nfismo, a exemplo
do marcador SSRCafé-14 (Tabela 3). Esses resultddownstram que o
ndmero total de alelos polimérficos em uma popuatgpende do seu tamanho,
sua constituicdo genética e ainda dos diferentesat@res microssatélites
utilizados. Resultados com dimensfes semelhantesescritos por Missio et
al. (2009) que verificaram média de 5,1 alelosrpélificos por marcador em

cultivares deCoffea
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Tabela 3 Marcadores microssatélites polimorficos, numero ddelos
polimorficos obtidos e percentagem de polimorfisnas progénies

deC. arabica

Marcador Alelos Polimorfismo (%)
SSRCafé 4 05 80,0
SSRCafé 13 07 85,7
SSRCafé 14 04 100,0
SSRCafé 15 06 50,0
SSRCafé 19 03 66,0
SSRCafé 20 04 100,0
SSRCafé 32 04 100,0
SSRCafé 37 04 75,0
SSRCafé 39 02 100,0
SSRCafé 40 07 100,0
SSRCafé 41 08 100,0

O coeficiente de similaridade de Jaccard é um tipcanalise que
visa comparar 0 numero de presenca de alelos comunsimero total de
alelos envolvidos, excluindo o nimero de auséncoaguntas (JACCARD,
1908). O método de agrupamento UPGMA, utilizandtistdncia genética
de Jaccard (Figura 1), possibilitou estabeleces tpéincipais grupos
distintos, constatar que as progénies apresentam diksimilaridade
genética e ainda verificar que os marcadores miatédites utilizados

foram eficientes para separar as progénies.
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Figura 1 Estimativa de dissimilaridade genética, por meis @narcadores
microssatélites, utilizando o método de agrupameiRé@MA

As progénies que receberam os numeros 12 e 13nd&n@@m a maior
similaridade, ou seja, o maior nimero de alelos cemum. Ambas foram
obtidas da selecdo das mesmas plantas e deviduaduedo por autogamia,
essas progénies possivelmente possuem alta horsezigodendo até serem
réplicas dentro da populacéo, tendo em vista desaéstudados. Em relagcédo a
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resposta ao nematoité exigua as progénies foram imunes, apresentando fator
de reproducéo igual a 0.

O grupo formado com o maior niumero de progénies fom, o qual se
inseriu 0 Hibrido de Timor. Nesse grupo foram veaiflas progénies resistentes
ou com baixos fatores de reproducdo do referidoatmide, caracteristica
similar ao Hibrido de Timor. Outro agrupamento nteresse € o trés, em que
aproximadamente 90% das progénies apresentarartagdrmara o indice de
galhas e reacdes imunes e resistentes em relacétoaode reproducdo do
nematoide em estudo. Essa observacdo é de inteveteeque a utilizacdo de
marcadores microssatélites possibilitou o agrup&mmede uma grande
quantidade de progénies resistentes.

Os germoplasmas utilizados como padrées (Hibradichor 440-10 e
Catuai IAC 86), apresentam respostas resistentsaetével, respectivamente,
ao nematoide estudado e se inseriram em grupadstakstVale ressaltar que
todas as progénies §do derivadas do mesmo cruzamento, 0 que demanstra
grande divergéncia genética dos parentais, caistataressa muito desejada em
programas de melhoramento que objetivam aumentmsia genética (MISSIO
et al., 2009). Trabalhos de pesquisa relatam déefim dos marcadores
moleculares microssatélites em diferenciar genstigheC. arabicade Hibrido
de Timor e seus cruzamentos (MISSIO et al., 20@X,CETAW et al., 2010),
fato também evidenciado neste estudo.

Em relagdo a analise das coordenadas principaisAP&s informacdes
obtidas corroboram com os dados observados no agnadna e exibem o
relacionamento genético das populacdes e suasnpdades (Figura 2). Em
geral, a maioria das progénies se aproximou doiddilste Timor, situando-se
abaixo da coordenada dois. Enquanto a cultivar aCalumarelo IAC 86 se

posicionou de maneira isolada e dispersa das de@génies. A progénie de



70

namero 72 se aproximou da Catuai e apresentou ctanmEnto de alta

suscetibilidade para a resisténcia ao nematoide, smmelhante a cultivar. O
distanciamento da Catuai em relacdo as demais mpesgéstudadas pode ser
explicado pela selecdo anteriormente realizadaremidfestada pelo nematoide

M. exigua a qual possivelmente eliminou progénies altamsimeetiveis.

Principal Coordinates (PCoA)
* 2-CA
* 24
% @%’o’ 72
* 11
+ 35
+ 48
¢ 5
R + 20 . * 27
5 . .7 Sk
o 75 e 5D
0 0 64
& * 17 ¢ 51
=
g * 69 $—25 + '5
o .Fg g @ 40 "‘3. z‘
s o4374¢ 38 O * 41
o&%ﬁg ,638 + 81
4 54 * 5..5 1?5 .0?583
-HT *
. 16: s ¢ 5 S * 0357
Coord. 1-21,11%

Figura2 Andlise das coordenadas principais por meio doscadares
microssatéties, das 82 progénies de cafeeiro jumtmcom os
parentais Catuai Amarelo IAC 86 e Hibrido de Tidh40-10

A baixa percentagem de variabilidade explicadaspeigos um e dois,
respectivamente, de 21,11% e 15,92% indicou qeeaslenadas principais foram

capazes de explicar pequena parte da diversidatizantio os marcadores
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microssatélites, AFLP e RAPD, Setotaw et al. (20d@) meio da analise das
coordenadas principais explicaram 47,7% e 19,9%adac&o total dos acessos de
Hibrido de Timor, valor esse superior ao encontrazpresente estudo. Do mesmo
modo, Souza et al. (2013) explicaram 19,1% e 5j8%otal da variabilidade do
germoplasm&. canephorano Brasil utilizando marcadores microssatélites.

A partir dos resultados moleculares e estatistiobpossivel verificar
gue as progénies apresentam diversidade genétifirmam agrupadas em
diferentes grupos especialmente relacionadas casisténcia e suscetibilidade
ao nematoide. Sendo assim, destaca-se a possgibilida algum marcador
microssatélite se correlacionar com a resisténcizeanatoideM. exigua

A analise de correlacdo de Pearson demonstrouiasgocentre alguns
marcadores e o0s parametros relacionados ao pswasitio nematoide nas
progénies ke os agrupou de acordo com a correlacdo positivaegativa. A
analise de regressao multiplstépwise foi realizada a fim de selecionar entre
os diversos marcadores aqueles com maior contéibungssa relacdo. Essa
andlise tem sido utilizada a fim de identificar o@amlores moleculares
associados a tragos de resisténcia ou a caracesisigrondmicas e tem
demonstrado sucesso nas mais diferentes cultura®neiando superioridade
em relacdo as demais andlises na identificacdoateas associadas a QTL’s
“Quantitative Trait Locus” (SILVA; VENCOVSKY, 2002)Ruan e Mopper
(2009) demonstraram sucesso na utilizacdo da arialispwisé na associacao
de marcadores moleculares com uma doenga que preesa em uma espécie
denominada espinheiro do métigpophael.). Pereira et al. (2008) e Rodrigues
et al. (2007) utilizaram essa andlise de regregaémidentificar QTLs ligados a
produtividade de grdos em feijoeiro, enquanto Migtial. (2011) por meio da
mesma andlise associaram marcadores microssatélies a reacdo de
diferentes gendtipos de cafeeiro a ferrugem.
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De acordo com a Tabela 4, houve correlacdo pasititre o fator de
reproducdo dé/. exiguae os alelos, SSRCafé 32 alelo 2 (96 pares de )hases
SSRCafél3 alelo 5 (125 pares de bases), SSRCaltéldb (90 pares de bases)
e SSRCafé 20 alelo 1 (130 pares de bases). Issficgjue o alelo amplificado
por esses marcadores esta relacionado com ovaltwss referentes ao fator de
reproducdo, ou seja, com a suscetibilidade da gladdbntudo foi baixa a
variancia fenotipica explicada pelo marcador, vigie os valores do coeficiente
de determinacéo foram reduzidos (Tabela 4). Medestaque o marcador SSR
Café 32 alelo 2 (96 pares de bases), que explicnaiar proporcéo do fenoétipo

(R% para ambos 0s parametros inerentes ao parasiismematoide.

Tabela 4 Marcadores microssatélites associados ao fatoegteducdo dé/.
exiguanas progéniesskle cafeeiro

Correlacéo Marcador ValorF  R? (%) R? Peso
acumulado molecular
(%) (pb)
Positiva SSRCafé 32 alelo2  14,90* 15,87 15,87 96
SSRCafé 13 alelo5 10,86** 5,92 21,78 125
SSRCafé 41 alelo5  8,83** 3,81 25,59 90
SSRCafé 20 alelo1  7,55** 2,83 28,43 130
Negativa SSRCafé 13 alelo1l 10,13** 11,36 11,36 155
SSRCafé 20 alelo3  8,14** 5,90 17,26 100
SSRCafé 40 alelo 2 7,47* 5,30 22,55 250
SSRCafé 15 alelo 3 7,10* 4,60 27,20 190

* **: probabilidade p < 0.001 e 0.0001, respeatiente
R?% coeficiente de determinac&o
Pb: pares de bases

Os marcadores correlacionados positivamente comcaaacteristicas
fenotipicas podem ser utilizados nos programaglde&o assistida (SAM) a fim de
descartar as progénies que apresentam a preseatgladdCaso esses marcadores

sejam utilizados juntos, podem explicar até 28,d8%g¢acao ®. exigua
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Para a caracteristica indice de galhas do nersataiém do marcador
SSR Café 32 alelo 2 (96 pares de bases), os maesa88R Café 19 alelo 2
(130 pares de bases), SSRCafé 20 alelo 1 (130s pardases), SSRCafé 37
alelo 2 (260 pares de bases), SSRCafé 39 alel@0lpdres de bases) e SSRCafé
13 alelo 5 (125 pares de bases) também se apnesanfaositivamente
correlacionados com o parasitismo (Tabela 5), aptasdo coeficiente de

determinacdo acumulado de 38,92%.

Tabela5 Marcadores microssatélites associados ao indicgatteas deM.
exiguanas progéniesskle cafeeiro

Correlacéo Marcador Valor R? R’ Peso
F (%) acumulado  molecular
(%) (pb)

Positiva SSRCafé 32 alelo2 11,22* 12,44 12,44 96
SSRCafé 19 alelo2  9,70* 7,47 19,91 130
SSRCafé 20 alelo 1 9,62* 7,35 27,26 130
SSRCafé 37 alelo2 9,24* 5,46 32,73 260
SSRCafé 39 alelo1  8,82** 4,30 37,02 100
SSRCafé 13 alelo5 7,86* 1,90 38,92 125

Negativa SSRCafé 13 alelo2  10,53* 11,76 11,76 150
SSRCafé 20 alelo3 11,85* 11,76 23,31 100
SSRCafé 19 alelo3 12,35* 9,18 32,48 118
SSRCafé 40 alelo2 10,86** 3,89 36,38 250
SSRCafé 15 alelo 3 9,97 3,55 39,93 190

* **: probabilidade p < 0.001 e 0.0001, respeatiente
R?% coeficiente de determinagéo
Pb: pares de bases
Os marcadores SSR Café 20 alelo 3 (100 pares ds)hedSRCafé

40 alelo 2 (250 pares de bases) e SSRCafé 15 2l€180 pares de bases)
apresentaram correlacdo negativa com ambas asterdsticas avaliadas
referentes aM. exigua Os marcadores SSRCafé 20 alelo 3 e SSR Café 19
alelo 3 demonstraram correlagdo negativa com océndie galhas,

apresentando a maior percentagem de explicacaerduifo, além de pesos
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moleculares de 100 e 118 pares de bases. A cdielaggativa apresentada
por esses marcadores € de grande interesse nasie,gmis demonstra que
a presenca do alelo estéa relacionada a baixos ptdsrda doenca, ou seja,
a provavel resisténcia das progénies estudadds @xigua Fuganti et al.
(2004) observaram que dois marcadores microssglitenominados Satt
114 e SOYHSP 176 se correlacionaram com o ndimergaffeas e a nota
média atribuida ao nivel de infestacdo Meloidogyne javaniceem soja.
Ruan e Mopper (2009) encontraram marcadores malexul ISSR
relacionados a uma determinada doencaigpophael.

O coeficiente de determinacdo dos marcadores pedesido
prejudicado neste trabalho pela selecdo antericienesalizada em area
infestada poiM. exigua a qual eliminou progénies de cafeeiro altamente
suscetiveis juntamente ao numero de iniciadoredizadios. Outra
dificuldade é a ampla variacdo morfolégica e crosdosica entre
individuos da mesma espécie de nematoide, comlphbdade de patétipos
e racas capazes de quebrar a resisténcia genétcaldntas (MEDINA
FILHO; BORDIGNON; CARVALHO, 2008), sendo necesséaiavaliacdo
da resisténcia das progénies em diferentes popesad® nematoide.

A utilizacdo conjunta desses marcadores selecianagdode
apresentar sucesso, visto que o coeficiente derdigetecdo acumulado foi
satisfatorio. Recomenda-se assim, a validacdo dessmrcadores
microssatélites selecionados em outras populac@snamatoide para
posterior utilizacdo dos mesmos em programas déamenento genético
assistido por marcadores. A validacdo desses mareagode ser realizada
em populacBes com aproximadamente 100 individupseterencialmente
com alta variabilidade quanto as respostas feruatfpi
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4 CONCLUSOES

Os marcadores SSRCafé 20 alelo 3 (100 pares de)h&®RCafé 40
alelo 2 (250 pares de bases) e SSRCafé 15 alel®® dares de bases) se

associaram a resisténcidMaexiguanas progéniesse cafeeiro.
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RESUMO

O mapeamento associativo permite estabelecer gagah entre a diversidade
genética e a diversidade fenotipica e ainda ideatifalelos associados a
caracteristicas de interesse. Objetivou-se realimarmapeamento associativo
das progénies de&C. arabica e identificar marcadores moleculares AFLP
associados a resisténciaMa exigua Utilizou-se 22 progénies de cafeeiro
oriundas do cruzamento entre Hibrido de Timor euflajuntamente aos sete
cultivares comerciais, utilizadas como testemunhasram avaliadas as
seguintes caracteristicas: populacadvdeexiguapor grama de raiz, populacéo
de M. exiguapor 100 cc de solo, numero de galhas e vigor aéget sendo
essas avaliacdes realizadas em janeiro e julhdabanatério, foram utilizadas
11 combinac¢6es de marcadores AFLP previamente stmpoomo polimérficos
para resisténcia ao nematoide. Verificou-se 15®alpolimérficos com uma
média de 14,4 alelos polimérficos por combinacaandgadores AFLP. A fim
de verificar a divergéncia genética entre as priegéfioi realizada a analise das
coordenadas principais (PCoA), no qual foram formsaguatro grupos, assim
como, para as caracteristicas fenotipicas anatisadameio do agrupamento
UPGMA. Em relacdo a estrutura genética das progénitdizou-se a andlise
Bayesiana em que se identificou dois grupos (K=2ndo que 90% das
progénies resistentes se inseriram em um mesmo.gRgr fim, foi utilizada
uma abordagem de modelo linear misto (MLM) a fimdntificar marcadores
AFLP associados com a resisténcia ao nematoidealoiricorpora informacgdes
da estrutura populacional (Q-matriz) com o coefiieKinship das progénies.
Verificou-se que esse modelo possibilitou iderdifiecnarcadores moleculares
AFLP associados a reacdo ao nematoide em estudo.

Palavras-chaveCoffea arabicaEstrutura genética. Nematoides. AFLP.
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ABSTRACT

The association mapping analysis permits to estaliinkage between genetic
diversity and phenotypic diversity and helps tontifg makers associated with
the character of interest. This research work veatized with the objective of
identifying AFLP molecular marker associated witle resistance d¥l. exigua
in progenies ofC. arabicausing association mapping. Twenty-two accessions
derived from the crossing of Hibrido de Timor andt@i and 7 standard
cultivars were used in this study. The followincacdcteristics were evaluated
two times in January and July: population Mf exiguain a gram of root,
population ofM. exiguain 100 cc of soil, number of gal and vegetativgovi
Eleven combinations of AFLP markers previously tifeed for its
polymorphism for nematode resistance was used tootgee the study
populations. A total of 158 polymorphic AFLP allglerere identified with 14.4
allele per combination of AFLP markers. To verifietgenetic diversity among
progenies was realized principal coordinate anal{RCoA) that forms 4 groups
similar to the UPGMA clustering method using phgpat characteristics. The
population structure was determined based on tlyedtan model of clustering
using STRUCTURE program and identified two groudsZ), being 90% of
the resistant progenies clustered in the same grBiunally, the association
mapping was done using the mixed linear model (MuM)ng TASSEL to
identify the AFLP markers associated with nemateséstance, that incorporate
the populations structure information (Q-matrix)datie Kinship coefficient
among genotypes. This model make possible ideAfffiyP markers associated
with the nematode resistance.

Keywords:Coffea arabicaGenetic structure. Nematodes. AFLP.
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1 INTRODUCAO

A espécie de fitonematoiddgleloidogyne exiguaé uma das mais
importantes devido & ampla disseminacéo e pelassdgue causam ao cafeeiro.
Essa espécie ja foi constatada em diversos espaddstores de café e embora
ndo cause declinio rapido no cafeeiro infestadde peduzir a producédo em até
45% (BARBOSA et al.,, 2004). Entre os sintomas n&mtps infestadas,
verifica-se a presenca de galhas arredondadasiees reovas e ainda alteracfes
no estado nutricional do cafeeiro causado pel@idefe absorcéo e translocagéo
de agua e nutrientes (BARBOSA; SOUZA; VIEIRA, 201Bhtre as formas de
controle do nematoide, a utilizacdo de cultivarsistentes é 0 método mais
eficiente, econbmico e ambientalmente seguro (ARRZ ETIENNE;
BERTRAND, 2007; CAMPOS; VILLAIN, 2005).

O Programa de Melhoramento Genético do Cafeeiraizndo em
Minas Gerais realiza uma série de testes classicfis) de confirmar a reacao
de diversas progénies ao nematoide. Nesse contewrtoferramenta auxiliar no
melhoramento genético do cafeeiro € a utilizagdandecadores moleculares.
Caso seja verificada a associagdo entre algum dw@rcam a resisténcia das
progénies ao nematoide, esta podera ser utilizdida @e aumentar a eficiéncia
da selecédo pelo aumento de ganho por unidade g®jdendo em vista que
algumas progénies poderdo ser eliminadas na fasalidos programas de
melhoramento por possivelmente ndo apresentarearasteristicas desejadas.

Entre os diferentes tipos de marcadores moleculatdizados no
cafeeiro, estdo os marcadores AFLP (VOS et al5)19@e apresentam vantagens
em relacdo aos demais tipos, como a deteccdo dmaiar nimero de locos,
cobertura ampla do genoma, baixo custo (LOPES.,e2@02) e ainda eficiéncia
na caracterizacéo de cultivares@earabica(ANTHONY et al., 2002). Por meio

da utilizacdo dos marcadores moleculares é posséadlizar mapeamentos
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associativos que permitem estabelecer uma ligatté® & diversidade genética e a
diversidade fenotipica (LOPEZ-GARTNER et al., 20099m isso, sucesso tem
sido verificado na identificacdo de marcadores outdges associados aos genes de
interesse em regides especificas do genoma (ZHAD, &007), os quais poderao
ser utilizados com éxito nos programas de melhartongo cafeeiro, a fim de
selecionar marcas associadas a resistéhdiaziguana populacdo estudada.

Alguns trabalhos demonstram a relacdo entre maesdaoleculares e a
resisténcia 3. exiguaem cafeeiro, entre eles, Noir et al. (2003) quesgmtaram
14 marcadores AFLP associados a resisténcia acaidena demonstraram que a
resisténcia M. exiguaem cafeeiro é controlada por um gene dominantplesm
designadoMex-1, presente enC. canephora Além disso, Diniz et al. (2005)
verificaram a presenca da introgresséo do ddeg-1 em linhagens de Icatu
utilizando cinco marcadores AFLP e indicaram q@a @sarca pode ser utilizada na
selecdo assistida por marcadores. Por fim, Alpigtienne e Bertrand (2007)
demonstraram que o geex-1 apresenta expressdo dominante incompleta em
condicbes de campo e de casa de vegetagdo, poistipen penetracdo do
nematoide, mas com reducéo na sua reproducao tvared hibridas.

Considerando-se a importancia dos programas de omaeflento
genético de plantas para a melhoria da agriculair@ impacto que as
ferramentas da biologia molecular estdo proporcidogara as diversas areas
de pesquisa, objetivou-se realizar um mapeamestwiativo das progénies de
C. arabica identificando marcadores AFLP associados a égsis ao
nematoideM. exigua na populacdo estudada a fim de auxiliar nos fsturo
programas de melhoramento do cafeeiro.
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2 MATERIAIS E METODOS
2.1 Progénies

O experimento encontra-se localizado em area rateinde infestada
por M. exigua fendtipo E1 (Rm= 1,5) na Fazenda Ouro Verde, ngdpde
particular, no municipio de Campos Altos, regidoAdim Paranaiba de Minas
Gerais, sendo 19°41'47" de latitude sul, 46°10'tié"longitude oeste e altitude
média de 1230 m. A temperatura média anual é 17@&@ precipitacdo média
de 1830 mm, sendo o tipo de solo o Latossolo Vdron&marelo Hamico, com
textura argilosa e relevo plano.

Foram utilizadas 22 progénies de cafeeiro com pa@knresisténcia ao
nematoideM. exiguajuntamente as sete cultivares testemunhas (Tapdissas
progénies sdo derivadas do cruzamento entre aelivdo grupo Catuai e
Hibrido de Timor, encontram-se em geracge Bao pertencentes ao Programa
de Melhoramento Genético do Cafeeiro conduzido enadGerais.

Tabelal Relacdo e genealogia das progénies em gerag&@vdtiadas no
municipio de Campos Altos — MG

Ne° Progénies Origem

1 514-5-4-C25 CAIAC 86 x HT UFV 440-10
2 436-1-4-C26 CV IAC 99 X HT UFV 442-42
3 518-7-6-C71 CV IAC 141 x HT UFV 442-34
4 514-7-14-C73 CA IAC 86 x HT UFV 440-10
5 514-5-2-C101 CA IAC 86 x HT UFV 440-10
6 516-8-2-C109 CA IAC 86 x HT UFV 446-08
7 504-5-6-C117 CV IAC 81 x HT UFV 438-01
8 514-5-4-C121 CA IAC 86 x HT UFV 440-10
9 514-7-4-C130 CAIAC 86 x HT UFV 440-10
10 493-1-2-C134 CV IAC 44 x HT UFV 446-08
11 505-9-2-C171 CV IAC 81 x HT UFV 438-52
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Continuagéo...
12 518-2-6-C182 CV IAC 141 x HT UFV 442-34
13 514-7-16-C208 CAIAC 86 x HT UFV 440-10
14 514-7-16-C211 CAIAC 86 x HT UFV 440-10
15 493-1-2-C218 CV IAC 44 x HT UFV 446-08
16 438-7-2-C233 CAIAC 86 x HT UFV 451-41
18 514-7-8-C364 CAIAC 86 x HT UFV 440-10
19 518-2-10-C408 CV IAC 141 x HT UFV 442-34
20 514-5-2-C494 CAIAC 86 x HT UFV 440-10
21 518-2-4-C593 CV IAC 141 x HT UFV 442-34
22 516-8-2-C568 CAIAC 86 x HT UFV 446-08
23 518-2-6-C685 CV IAC 141 x HT UFV 442-34
24 Catuai Vermelho IAC 99* -
25 Catuai Amarelo IAC 62* -
26 Topézio MG 1190* -
27 Rubi MG 1192* -
28 Acaia Cerrado MG 1474* -
29 Icatu Precoce IAC 3282* -
30 Icatu Vermelho IAC 2942* -

CA: Catuai Amarelo; CV: Catuai Vermelho; HT: Hiwide Timor.
*Cultivares utilizadas como testemunha.

O delineamento utilizado foi o de blocos ao acasmn quatro
repeticdes, totalizando 116 parcelas, sendo cadzlpaconstituida por oito
plantas. O espacamento utilizado foi de 4,0 x 0,8a® entrelinhas e entre
plantas, respectivamente, correspondendo a umadaiedale 2969,6 M

A conducdo do cafeeiro foi realizada de acordo ca®
recomendacfes técnicas para a cultura do cafesémodo as adubaces
realizadas conforme a 52 Aproximacédo da Comissébedilidade do Solo
do estado de Minas Gerais (GUIMARAES et al., 1999).
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2.2 Avaliacao das caracteristicas nematolégicas e vigeegetativo

Aos 10 anos do plantio em area naturalmente irdastavaliou-se a
populacdo dévl. exiguanas progénies de cafeeiro, em duas épocas dsstinta
janeiro e julho. As amostras de solo e raizes famtiradas na profundidade
de 20-40 cm nos dois lados da planta, na quantidpdeimada de 50 gramas
de solo em cada planta da parcela, misturadas kte para formar a amostra
composta de 500 g de solo e 100 g de raizes depaacela experimental.

As amostras de solo foram peneiradas para retitadhaliquotas de
100 g de solo e processadas em laboratério pelmdoéde flotacdo e
centrifugacéo de Jenkins (1964) a fim de verifiegropulacdo d&l. exigua
por 100 cc de solo. Em relacdo as raizes, estamfpesadas e em seguida
realizou-se a extracdo de nematoides pela metodobtey Hussey e Barker
(1973). A quantificacdo da populacao Me exiguanas raizes e no solo foi
realizada em microscépio de objetiva invertida izaihdo cémara de
contagem em triplice leitura a fim de verificar applacdo média dé.
exiguapor grama de raiz e em 100 cc de solo.

Para a quantificacdo do nimero de galhas em Ifhagale raizes,
estas foram cuidadosamente lavadas, retirando essacde agua com
papel absorvente e em seguida foi realizada a gentaem todas as
amostras coletadas.

Para avaliacdo do vigor vegetativo atribuiu-seagatonforme escala
arbitraria de 10 pontos, sendo a nota 1 correspuades piores plantas, com
reduzido vigor vegetativo e acentuado sintoma gmdperamento, e 10, as
plantas com excelente vigor, mais enfolhadas e aocemtuado crescimento
vegetativo dos ramos produtivos, conforme sugepimtoCarvalho, M6naco e
Fazuoli (1979).
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2.3 Extracdo e quantificacdo do DNA

Folhas completamente expandidas de quatro plaepassentativas de
cada progénie fforam coletadas, acondicionadas em sacos de paypedcidos
e em caixa de isopor para serem transportadas labatorio. No laboratério
essas foram lavadas e congeladas no freezer -&0zCppsterior liofilizacdo e
extracdo de DNA, de acordo com a metodologia deebletal. (2011).

As amostras de DNA foram visualizadas na preseectuzl UV apos
eletroforese em gel de agarose 0,7% corado cometwatie etideo (0,8g/mL) e
imerso em tampédo TBE [Tris-Borato 90 mM (pH 8,0)TAD10 mM] a fim de
verificar a qualidade do DNA. A quantificacdo do ®Nbi realizada através da
leitura das absorbancias em espectrofotdmetro mpromento de onda de 260 nm.
Para verificar a contaminacdo das amostras coraeipast foi realizada leitura das
absorbancias a 280 nm e calculada a relacdo enttesarbancias a 260 e 280 nm.
Foram consideradas adequadas amostras cuja retaigdode 1,5 a 2.

Apés a obtengcdo de DNA com absorbancias adequadaamostras
foram normatizadas a uma concentrac&o final dggafl ™. Posteriormente, as
amostras foram analisadas de acordo com a técogaalyregantes agrupados
(BSA- Bulk Segregant Analygisle acordo com Michelmore, Paran e Kesseli
(1991), no qual diferentes plantas de uma mesmgépie® sao analisadas e

unidas como uma Unica amostra.
2.4 Marcadores AFLP

O modelo proposto por Noir et al. (2003) foi tomadono base para a
selecdo dos marcadores utilizadestam utilizados os marcadores Exi-1, Exi-2,
Exi-3, Exi-4, Exi-5, Exi-6, Exi-8, Exi-9, Exi-11, 12 e Exi-13, sendo a

combinacao de cada iniciador descrita na Tabela 2.
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Tabela 2 Cdédigo dos marcadores e suas combinagdeR|/Msd

Cadigo Combinacéo
Exi-1 E-AGC M-CAA
Exi-2 E-AGG M-CTT
Exi-3 E-CAT M-CTT
Exi-4 E-CAT M-AAC
Exi-5 E-ACG M-ACC
Exi-6 E-AGC M-AGT
Exi-8 E-AAG M-ACG
Exi-9 E-AAG M-CGT
Exi-11 E-CAC M- CTA
Exi-12 E-CAA M- AGG
Exi-13 E-CAC M- CAT

O protocolo de reacgédo foi realizado de acordo coAFLP Analysis
System I/ AFLP Starter Primer (Invitrogen Corparaj}i sendo constituido das
seguintes etapas: digestdo do DNA genémico, ligalgBoadaptadores, reagéo
de pré-amplificagdo e por fim, reacdo de amplificagitilizando os pares
(combinagbes) de marcadores. Foram necessariasiadgadaptacdes ao Kkit,
pelo fato de algumas combina¢fes de marcadoresen@cluirem neste.

O produto da reagéo foi submetido a eletroforesgel desnaturante de
poliacrilamida 6%, & poténcia de 60W. Apos a catriods géis foram corados
com nitrato de prata, de acordo com o método despdr Creste, Tulmann
Neto e Figueira (2001). Inicialmente, o0 gel em pe3D de colora¢@o passou por
uma etapa de fixacdo durante 10 minutos em soldeaetanol (10%) e acido
acético (1%). Em seguida foi lavado com 2 L de agiiapura (Milli-Q) e
submetido a uma pré-coloragdo com &acido nitric&ol Bassou entdo por nova
lavagem e foi corado em solucdo de nitrato de §fa6) durante 20 minutos.
A revelacédo foi realizada com solucdo de carbodatsddio (3,5%) contendo
800 uL de formaldeido 37% (adicionado pouco antes delagéo) durante 20
minutos. Finalmente o gel foi imerso em solucagaeda composta de acido
acético (1,5%) durante 5 minutos. Todas as etapamfrealizadas sobre mesa
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agitadora e em capela de exaustdo. Depois de paictrda noitéd temperatura
ambiente, o gel foi fotografado sobre negatoscoépio.

Os alelos polimorficos foram designados de acodin o tamanho dos
fragmentos e de acordo com a combinacapraeer utilizada EcoRI seguida
do Msd). Esses foram manualmente codificados de acardoaescala binaria,
sendo que o numero “1” indica presenca do alelindividuo e “0” indica a

auséncia no individuo.

2.5 Andlises estatisticas

Realizou-se a analise das coordenadas princip&sAP utilizando
os marcadores AFLP, pelo programa GenAlex 6.2 (PEIAK SMOUSE,
2006), baseado na distancia genética de JaccaadanBlise PCoa se utiliza
da matriz de distancias genéticas para produzirgtdfico de coordenadas
em que as progénies estdo representadas por poatg@dano cartesiano
(GOWER, 1966). A distancia genética de Jaccarcestimada por meio do
programa estatistico GENES (CRUZ, 2013). fim de confirmar a
diversidade genética das caracteristicas avaliag@sprogénies, foi realizado
0 agrupamento das progénies pelo método de médimética nédo
ponderada, UPGMA (SNEATH SOKAL, 1973) baseado natadicia
euclidiana, a fim de agrupar as progénies mais |laies, utilizando o
programa MEGA 6.06 (TAMURA et al., 2013).
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2.5.1 Estrutura genética

A analise de estrutura genética populacional fomrefdada no modelo
de agrupamento Bayesiano foi realizada com o @auxdd programa
STRUCTURE v. 2.3.4 (HUBISZ et al.,, 2009; PRITCHARBTEPHENS;
DONNELLY, 2000), no qual os individuos sdo agrupgade acordo com seus
gendtipos em K populacdes. Para essa analise assemd conjunto de
parametros com frequéncias de alelos correlacienadmodelo “Admixture”
com 100.000 MCMC (Markov Chain Monte Carlo repetigfy 10.000
simulacgdes e valores de K variando de 1 a 12 popesacom 20 tentativas para
cada K. Para determinar o nimero de grupos apdmwidoi utilizado o
STRUCTURE HARVESTER (EARL; VONHOLDT, 2012), baseadw
procedimento de Evanno, Regnaut e Goudet (20053 ¢&da valor de K, as
tentativas com maior probabilidade (Ln P(D)) foremmsideradas para a analise

de agrupamento e mapa associativo.
2.5.2 Analises referentes ao mapeamento associativo

Nesta analise utilizou-se os valores médios das taracteristicas
referentes a reacdo ao nematoide: populacad.dxiguapor grama de raiz,
populacao dévl. exiguapor 100 cc de solo e nimero de galhas juntamente a
genotipagem, por meio dos marcadores AFLP. PatartassignificAncia das
associacOes entre marcadores e o fenétipo foratib o modelo linear misto
(MLM) utilizando o software TASSEL (BRADBURY et al.2007),
considerando no modelo K e Q matriz juntamentefaitoedos marcadores.

O Q é o coeficiente de probabilidade dos individabsdos a partir de cada
subgrupo por meio do programa STRUCTURE enquarKoéoo coeficiente
Kinship entre individuos estimado por meio do GeweD
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(http://www.bentleydrummer.nl/software/software/@&ive.html). Antes da
analise do mapeamento associativo, todos os vahegativos do coeficiente
Kinship foram substituidos por zero, como recomeodaelo programa
TASSEL. Por fim, para estimar o efeito dos marcadomoleculares

utilizando o MLM foi utilizado o seguinte modelo:

Fendtipo= Marcador + Q matriz + K matriz + erro
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram obtidos 158 alelos polimdrficos nas 11 coaties de EcaRI/Msd
utilizadas, com média de 14,4 alelos polimérficos gombinagdo e tamanho de
bandas variando de 50 a 700 pares de bases. Cxlorescproduziram o0s seguintes
nimeros de alelos polimérficos: Exi-1 (18), Exi&}, Exi-3 (21), Exi-4 (11), Exi-5
(20), Exi-6 (11), Exi- 8 (7), Exi-9 (16), Exi-11 Q). Exi-12 (7) e Exi-13 (23).
Destaque para o iniciador Exi-13 que apresentou al&fos polimérficos.

Resultados semelhantes foram descritos por Steigal. (2002) que
encontraram 274 alelos polimoérficos em cultivare<Cd arabicapor meio de 24
marcadores AFLP, enquanto Lashermes et al. (20b%enmram 73 alelos
polimérficos utilizando 33 combinagfes de marcaloA-LP no estudo da
introgressdo de genes @e canephoraem C. arabicae Setotaw et al. (2010) que
verificaram 80 alelos polimérficos em 44 gendtigesHibrido de Timor. De acordo
com Maras et al. (2008), esses valores variamated@com a estrutura genética da
populacéo, a combinacédo, o nimero de marcadotiega @equipamento utilizado
para a separacao e visualiza¢édo de bandas.

A fim de verificar a dispersao grafica das prog&mpior meio dos marcadores
foi realizada a analise das coordenadas princ{ps®A), utilizando a distancia
genética de Jaccard (Figura 1). Essa analise demangoximidade genética entre as
progénies e tem sido utilizada de modo complemardadlise da estrutura genética.
Verificou-se que as duas coordenadas explicaraiencentual total igual a 35,21%
da diversidade genética das progénies, sendoapeedenada um, explicou 25,98% e
a coordenada dois, 9,24%. Esses resultados deamnsue a analise das
coordenadas principais foi capaz de resumir pegparia da diversidade genética,
porém, valores ainda inferiores aos encontradasenestudo foram descritos por
Souza et al. (2013) et canephora
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Principal Coordinates (PCoA)
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Figural Analise das coordenadas principais por meio dasadares AFLP,

das progénies de cafeeiro juntamente com as awdtvatilizadas
como testemunha

De acordo com os resultados da andlise PCOA, iceuidfse a
formacdo de quatro principais grupos entre as priegéestudadas. Da
mesma maneira a analise das principais coordemdagilizada por Lopez-
Gartner et al. (2009) e Setotaw et al. (2010) pestudar a diversidade
genética em acessos @earabicae Hibrido de Timor, respectivamente.
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No grupo de nuamero | ficou agrupada a maioria gplagénies que
apresentou comportamento de resisténcia ao nereat@dquanto nos
demais grupos se inseriram grande parte das pregéniscetiveis M.
exigua No grupo Il estiveram agrupadas duas das cukiwautilizadas
como testemunha, com reacdes semelhantes em redamc@ematoide. A
eficiéncia na caracterizacdo de recursos genéticias aplicacdo de
marcadores AFLP tem sido atestada em outros trabatiom cafeeiro
(LASHERMES et al., 2011; PEARL et al., 2004; STEKEt al., 2002).

Por meio da analise de agrupamento UPGMA, dascteafsticas
referentes a reacdo ao nematoide juntamente ao wégetativo, verificou-se
a formacédo de quatro grupos distintos e a grandergldade genética entre as
progénies estudadas em relacdo as caracteristiaiadas (Figura 2).

Essa andlise de agrupamento apresentou resultatoslhantes a
andlise das coordenadas principais quanto ao nudem@rupos formados,
0 qual pode sugerir a relacdo entre os marcadorekecolares e a
resisténcia ao nematoidé. exigua Nesse contexto, verificou-se que todas
as progénies inseridas no grupo | apresentararstéasia ao nematoidd.
exigua e maiores notas referentes ao vigor vegetatiwmahstrando a
grande superioridade dessas progénies em relagisas caracteristicas
avaliadas. Nos grupos Il, Ill se inseriram as progé que apresentaram
suscetibilidade, enquanto no grupo IV as progéujes, de modo geral,
apresentam comportamento de alta suscetibilidadeeamtoideM. exigua
apresentando maior populacdo do nematoide por gdemaiz, assim como
0 numero de galhas.
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Figura 2 Estimativa de dissimilaridade genética, utilizaredocaracteristicas
referentes ao comportamento das progénidd. aaxigua e vigor
vegetativo, utilizando o método de agrupamento URGM

Vale salientar que a caracteristica populacad.dexiguapor grama de raiz
apresentou correlacdo negativa com o vigor vegetaiu seja, 0s maiores valores
referentes ao vigor vegetativo estiveram associaggsmenores valores dé.
exiguanas progénies estudadas. Ferraz (2008) explicplgntas infectadas pelo

nematoide tendem a apresentar reducdo na absoecagud e nutrientes com
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posterior clorose, desfolhamento, reducéo no enesttd, caracteristicas essas que

consequentemente reduzem o vigor vegetativo dampla

3.1 Estrutura genética

A fim de entender a estrutura genética das progéestudadas foi
realizada a andlise de grupos com base em locosiplosil utilizando a
estatistica Bayesiana, por meio do programa STRURH PRITCHARD;
STEPHENS; DONNELL, 2000), sendo esse método o milizado nas
publicacdes recentes (LOPEZ-GARTNER et al., 2009R@ER, 2011;
NEMLI et al., 2014). O método atribui individuos pmpulacdes, enquanto
simultaneamente estima as frequéncias alélicasTERARD; STEPHENS;
DONNELL, 2000) com base nas propriedades de venilksinca e permite
ainda conhecer a mistura presente nas progéniesnpiar da percentagem
compartilhada de ancestrais (LOPEZ-GARTNER e2809).

Por meio do critério de avaliacdo A& proposto por Evanno, Regnaut
e Goudet (2005) para definicdo do niumero mais pelvde subpopulacdes,
verificou-se o valor 6timo como K=2, ou seja, dgkipos representam a
estrutura genética das progénies avaliadas (Figur&sse valor é interesse,
visto que o objetivo do estudo é agrupar as pregémim resistentes ou
suscetiveis ao nematoidié exigua Lépez-Gartner et al. (2009) verificaram a
formacgéo de nove grupos de acordo com a origerstibdiicdo de cultivares de
C. arabica originarias da Etiépia e constataram a eficiénd@ modelo
Bayesiano em estudar a estrutura genética das meassm como Setotaw et
al. (2010), no qual foram formados trés grupos emssos do germoplasma
Hibrido de Timor por meio de marcadores AFLP, nssetélites e RAPD por

meio da mesma metodologia.
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Figura 3 Estimacado do nimero de grupos por meio dos vattgetelta K por
meio do programa STRUCTURE HAVESTER

Posteriormente, as progénies foram entdo submetidasteste de
atribuicdo, considerando o painel associativo stdlido em dois grandes grupos.
Nessa andlise, por meio do programa STRUCTURE HARMER (EARL;
VONHOLDT, 2012), verificou-se que 22 progénies\estim inseridas no grupo
vermelho, sendo elas, as de nimero 8, 2, 9, 13,11Q,, 6, 15, 14, 3, 4, 5, 16, 22,
23, 21, 18, 29, 19, 12 e 26, enquanto o restantessegu no grupo verde.

No grupo vermelho, ficaram inseridas aproximadame®0% das
progénies que apresentaram comportamento de ress@M. exigua(Figura
4), evidenciando a eficiéncia da utilizacdo de mdoces AFLP juntamente a
metodologia de andlise empregada, para conhecgerasntagens de mistura
presente nas progénies e ainda selecionar as [@egfone apresentam a

introgressao do geniglex-1, podendo esta ser realizada nas fases iniciais do
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desenvolvimento do cafeeiro, a exemplo da fase uigam Esse procedimento
de selecdo permite avaliar um menor nimero de piegénos testes de
resisténcia em casa de vegetacdo ou no campo, iparuo os ganhos
genéticos, o que é de grande utilidade nos programanelhoramento genético
do cafeeiro. LOpez-Gartner et al. (2009) utilizanmlomesma metodologia,
conseguiram identificar geneticamente espéciesidgs de tetraploides de
Coffeae ainda separa-las em origem de domesticacapersh® historica.

8 9 10 J: 15 3 5 22 21 25 12 T 30 27 25
2 13 11 ] 14 4 16 23 is 19 26 24 28 20

Figura 4 Teste de atribuicdo para as progénie€darabicaavaliadas (k=2).

Cada subgrupo é representado por uma cor e osidodis estéo
representados por linhas verticais com seus réspschimeros.
Diferentes cores em um mesmo individuos indicarragmtagem do
genoma compartilhado com cada grupo

De acordo com o teste de atribuicdo, algumas pregé&uscetiveis se
inseriram juntamente as resistentes no grupo deragdo vermelha. A
explicacdo se deve ao fato que nem todas as pesgé&pie apresentam a
introgressado do genklex-1 verificada por meio dos marcadores AFLP, sdo
necessariamente resistentdd.zexiguaem condi¢cdes de casa de vegetacdo e de
campo (DINIZ et al.,, 2005; NOIR et al.,, 2003). Ogjas essas progénies
apresentam o fragmento introgredido @e canephora o qual confere a
resisténcia, mas este pode ndo ser completo ourrdertpe 0 necessario, nesse

caso, o fragmento pode néo ‘carregar’ o alelo #ado@ resisténcia.
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A fim de estimar a variacdo genética entre as dudmpopulacdes,
diagramas de caixashOxplots foram construidos baseados nas reacfes das
progénies ao nematoide (Figura 5). Verificou-se para todas as caracteristicas
avaliadas, as progénies agrupadas no grupo vernsgdhesentaram valores
inferiores ao grupo verde, ou seja, maior resisércM. exigua Nesse
contexto, observou-se que a metodologia empregadian ade verificar a

estrutura genética foi Util no agrupamento dasém@s mais resistentes.
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Figura5 Diagrama de caixas “boxplots” das subpopulacGesaitas por meio da
estrutura genética com base nas caracteristieasntefs ao nematoide

A andlise da estrutura genética apresentou akgjwemelhancas em
relacdo a analise por meio das coordenadas priscigendo que as progénies
inseridas no grupo vermelho na Ultima analise fodivididas em dois grupos
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na analise das coordenadas principais. Entre afmgems da utilizacdo do
agrupamento da estrutura genética estdo o recombeii entre misturas
presentes em individuos, o agrupamento baseado prasabilidades da
verossimilhanca ao invés do agrupamento com baskstéacia e ainda maior
confiabilidade visto que a aglomeracdo final nadpedele do pesquisador
(LOPEZ-GARTNER et al., 2009).

3.2 Mapeamento associativo

O conjunto de progénies utilizadas para compor Qeaaento
associativo mostrou ampla variabilidade assim commarcadores moleculares
que exibiram consideravel polimorfismo. Em term@&notipicos, diversas
progénies demonstraram resisténcib.aexigua sendo essa caracteristica de
grande interesse.

A metodologia utilizada foi a de modelos lineang@istos que sdo uma
extensdo dos modelos lineares, porém fornecemapegmais significativos,
ou seja, com melhores associacbes (NEMLI et al4200s modelos lineares
mistos sdo amplamente utilizados para andlise di®sdado normais que
envolvem efeitos aleatdrios, permitindo a inse@@anais fatores que fornecem
melhor estimacdo dos dados (BOLKER et al., 20@8)ljzando-se uma selecao
mais forte o qual reduz a chance de cometer cotipwd. De acordo com Yu et
al. (2006), esse modelo tem se mostrado o maipKd@do para a realizacdo de
mapas associativos.

Verificou-se que para a caracteristica populagdd. exiguapor grama
de raiz, dois marcadores AFLP apresentaram as&océageacdo ao nematoide,
enquanto para a populacdo do nematoide em 100 soldeseis marcadores
demonstraram correlacdo (Tabela 3). Por fim, pamaemo de galhas, quatro

marcadores AFLP se associaram as diferentes raspdstpopulacdo d#.
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exiguano solo é o reflexo do comportamento das progéwist® que progénies
resistentes tendem a apresentar menor populacéerdatoide no solo, pois 0
nematoide necessita da planta para completar slewei vida.

Tabela 3 Marcadores AFLP associados a reacéo das progén{esarabicae
a populagédo do nematoide no solo

Caracteristica Marcador e  Efeito R? Valor p
tamanho (pb) (%)
Populacaavl. exigud grama de raiz Exi-5- 500pb - 33,3 0,005
Populacaadv. exigud grama de raiz Exi-3- 130pb + 18,5 0,031
Populagaav. exigud 100 cc de solo  Exi-5- 500pb - 15,2 0,049
Populagaav. exigua/100 cc de solo  Exi-5- 650pb - 16,4 0,041
Populacaavl. exigua/100 cc de solo  Exi-4-180pb - 17,31 0,036
Populacaav. exigua/100 cc de solo  Exi-11-270 + 17,62 0,035
Populagaavl. exigua/100 cc de solo  Exi-3-130pb + 17,64 0,035
Populacaavl. exigua/100 cc de solo  Exi-13-200pb + 19,65 0,026
Numero de galhas Exi-5- 500pb - 28,95 0,008
Numero de galhas Exi-13-200pb + 25,17 0,012
Numero de galhas Exi-2-130pb - 18,1 0,032
Numero de galhas Exi-13-150pb - 15,7 0,045
Numero de galhas Exi-13-400pb + 15,7 0,045

R®: coeficiente de determinagéo
pb: pares de bases

Dentre os 11 marcadores AFLP utilizados nestedestos de cédigo
Exi-3 (130 pares de bases), Exi-5 (500 pares deshas Exi-13 (200 pares de
bases) foram os mais associados a resistériiaexiguana populacdo e nas
condicBes estudadas. Diniz et al. (2005) verifitagan cultivares de Icatu que
os marcadores Exi-3, Exi- 11 e Exi-13 também cordiam a presenca do

fragmento introgredido associado a resisténcid. aexigua De acordo com
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Ramalho et al. (2012), os marcadores moleculamaditados mais préximos do
gene de interesse devem ser preferidos, sendo ragpossibilidade de falsos
positivos, ou seja, plantas com o marcador e selalo de interesse.

A maior importancia neste estudo sdo os marcadpresapresentam
efeito negativo, visto que demonstram que a presdogene introgredido d&
canephoraesta associado a resisténcia das progénies (NCGIR 2003). Entre
esses, merece destaqgue o marcador molecular Exild o alelo de
aproximadamente 500 pares de bases que apresestmiogdo negativa com
todas as caracteristicas avaliadas referentesraatoide e ainda coeficiente de
determinacéo de 33,3% para populacadMdexiguapor grama de raiz, ou seja,
0 marcador Exi-5 explicou 33,3% do total da vari@nfenotipica para essa
caracteristica. Por meio da mesma metodologia, Nexhl al. (2014)
apresentaram consistentes marcadores molecularesciaa®s a cinco
caracteristicas agrondmicas do feijoeiro. O mancdeli-5 pode ainda ser
convertido a marcador SCAR, que é um marcador nesigecifico e
reprodutivel, facilitando estudos posteriores.

A presenca do genblex-1 esteve associada a baixa populacdo do
nematoide nas progénies estudadas (Figura 6). Measexto, observou-se que
as cultivares Catuai (24 e 25), pertencent€s @rabicae usualmente utilizadas
como padrdo de suscetibilidade ao nematoide, n@semtaram introgresséo do
gene Mex-1 assim como demonstraram alto fator de reproduc&ses
resultados estdo de acordo com Diniz et al. (2@0B)oir et al. (2003) que
demonstraram que o gene de resisténdia @xiguaé oriundo deC. canephora
validando este estudo. No entanto, entre as crdsvae Icatu (29 e 30),
oriundas do cruzamento enite canephorae Bourbon vermelho, umas delas,
Icatu Precoce IAC 3282 apresentou a introgrességeih@ e a outra, Icatu

Vermelho IAC 2942, auséncia do mesmo. Resultadoselsantes foram
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verificados por Diniz et al. (2005) que estudandotieogressdo do geridex-1

em 21 cultivares de Icatu, demonstraram que noWvanes apresentam a
introgressao do gene. A associagao entre o lgixel e a menor populacdo de
M. exiguapor grama de raiz foi evidenciada na cultivar ucBtecoce quando

comparada a Icatu Vermelho, que néo apresentdtogiiessao.

1 presenca do locos

O zuséncia do locos

123 4 5678 9 1011121314 151618192021 2228 24252627 28 215 30

Progemes

Figura6 Populacdo média dil. exiguapor grama de raiz nas progénies
estudadas e presenca (amarelo) ou auséncia (doZayos Mex-1
uilizando o marcador Exi-5

Enfim esses resultados sdo de grande importgaciao melhoramento
genético do cafeeiro, visto que pesquisas coma esgaescassas na literatura e
a presenca de marcadores AFLP bem definidos adsscés caracteristicas de
dificil mensuracdo, como a resisténcia aos nenmego@ em culturas perenes
como o cafeeiro, proporcionam grandes ganhos enometervalo de tempo.
Por fim, este estudo apresenta uma metodologiivegieente rapida e eficiente
que permitird selecionar progénies ainda na fasautias, pois possivelmente

nao apresentam o gene introgredid&cdeanephora a resisténcia . exigua
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4 CONCLUSOES

Verificou-se diversidade genética nas progéniesafleeiro e eficiéncia
em detectar marcadores moleculares associadog&@orakl. exiguapor meio
do mapeamento associativo.

Alguns marcadores moleculares se associaramc¢daes hematoide
nas progénies, com destaque para o marcador EXicbgares de bases) que se

associou as trés caracteristicas avaliadas.
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