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RESUMO: Coffea canephora é uma planta perene, pertencente a familia Rubiaceae, diploide (2n = 2x = 22), alégama,
e apresenta alta variabilidade genética, desta forma o uso de clones para a formacdo da lavoura é o mais indicado. E
uma das commodities agricolas mais importantes mundialmente e o Brasil € o maior produtor, com cerca de 30% da
producdo mundial. 37% da producdo mundial e 24% da brasileira corresponde a C. canephora. A polinizagéo assegura
parte do sucesso da producdo. No entanto, a espécie apresenta autoincompatibilidade do tipo gametofitica, onde o gréo
de pdlen ndo deve compartilhar o0 mesmo alelo da planta receptora. Desta forma, o presente trabalho estudou a
compatibilidade existente entre 12 clones de C. canephora, denominados CCEs, utilizando-se de marcadores SNPs, A
metodologia com o Cervus Software reconstituiu de forma eficiente o pedigree dos clones CCEs, identificando
corretamente os parentais e ainda possibilitou inferir sobre a compatibilidade entre os clones testados, no qual o clone
CCEOQ7 apresentou compatibilidade com todos os outros CCEs testados, o que poderia indicar um alto potencial
produtivo deste clone.

PALAVRAS-CHAVE: Café, SNP, Compatibilidade.

SNPs MARKERS USED TO PERFORME COMPATIBILITY STUDIES BETWEEN Coffea canephora
CLONES.

ABSTRACT: Coffea canephora, is a diploid (2n = 2x = 22), perennial, allogamous plant with a high genetic
variability. The clone production is of great value for the success of crop. Coffee is one of the most important
agricultural commodities in the world. Brazil is the largest producer, response by 30% of the world production. 37% of
world production and 24% of Brazilian production are C. canephora. The succeed of production depends on the success
of pollination. This specie has gametophytic self-incompatibility, when haploid pollen matches one of the same allele
present in the diploid style causes pollen rejection. Therefore, the objective of this work is study the compatibility
between 12 clones of C. canephora, denominated CCEs, by SNPs markers. Our methodology was efficient to
reconstruct the pedigree of CCEs progenies, identifying correctly the parents. Parental analyzes performed with Cervus
Software proved to be efficient to inferring the compatibility between all tested cuttings, and the CCEO7 was
compatible with all other CCEs tested, which could indicate a high productive potential of this clone.

KEY WORDS: Coffe, SNPs, Compatibility.
INTRODUCAO

O cafeeiro é uma planta perene, pertencente a familia Rubiaceae, subfamilia Ixoroideae, tribo Coffeae, a qual é
composta por dois géneros: Coffea L. e Psilanthus Hook f.. Originario do continente africano, apresenta 126 espécies
identificadas, entretanto a producdo de café comercial é formada basicamente por Coffea arabica e Coffea canephora
(DAVIS, 2010; DAVIS et al., 2006). Coffea L. € caracterizado por plantas dicotiledoneas, de folhas persistentes e flores
hermafroditas, porte arbustivo ou arbdreo e caule lenhoso (FAZUOLI et al., 2000). O inicio da diversificacdo evolutiva
deste género ocorreu entre 5 e 25 milhGes de anos atrds (CUBRY et al.,2008).

C. canephora, que é diploide (2n = 2x = 22), alégama, e apresenta alta variabilidade genética, e por consequéncia, uma
lavoura formada a partir de sementes pode apresentar plantas com caracteristicas muito diversificadas (BERTRAND et
al., 2003; ESPINDULA et al., 2011; TEIXEIRA, 2011). O Brasil € o maior produtor, com cerca de 30% da producao
mundial (CECAFE, 2018). As espécies arabica e conilon, representam cerca de 64,5% e 35,5% da produc&o mundial,
respectivamente. No Brasil a producdo de arabica é em torno de 76%, enquanto a de canéfora é de 24% (CECAFE,
2018). A producdo de mudas clonais é importante para a producdo de canéfora conferindo uniformidade nos varios
caracteres de interesse (BERGO et al.,, 2002). As vantagens em relacdo as sementes sd0 0 menor custo de
implementacdo, a maior produtividade, a maior uniformidade de maturagdo, a melhor qualidade do grdo, o ciclo
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diferenciado de maturacdo e a programacdo escalonada de colheita, proporcionando o sucesso na formacéo da lavoura
(ESPINDULA et al., 2011). Entretanto, o Conilon, apresenta autoincompatibilidade gametofitica, onde o gréo de pélen
ndo deve compartilhar o mesmo alelo da planta receptora (LASHERMES et al., 1996; NOWAK et al., 2011). A ndo
fertilizagdo do gametofito feminino ocorre devido a paralisagdo do desenvolvimento dos tubos polinicos (BERTHAUD,
1980). Na cafeicultura clonal, quando estes, ndo sdo compativeis a produtividade e a qualidade dos gréos devido a
menor eficiéncia da polinizagio sdo comprometidas e ha um aumento na taxa de grios do tipo moca (FERRAO et al.,
2007). Tendo em vista esta problematica, o presente trabalho estudou a compatibilidade existente entre os clones de C.
canephora por meio de marcadores SNPs, o que podera servir de auxilio em mais estudos sobre a compatibilidade e
também em programas de melhoramento que visem uma maior producdo, pois a compatibilidade entre os clones possui
relacdo direta com a produtividade.

MATERIAL E METODOS

Os materiais utilizados foram 12 clones de C. canephora nomeados CCEs, como parentais e estdo localizados em um
campo experimental na Embrapa Cerrados, em altitude de 1000m, em Planaltina-DF e progénies de 100 individuos
meio-irmdos que foram plantadas, em linhas separadas pelo parental feminino, em um campo experimental no
municipio de Unai-MG. Foram extraidos DNA genémico das folhas conforme o protocolo de Russell et al. 2010
(INGLIS; PAPPAS; GRATTAPAGLIA, 2016). Os clones foram genotipados usando-se o chip Axiom® EMBR5SNP
Arrays para avaliar os SNPs (ANDRADE et al, 2017). O software Affeccron® GeneChip® Command Console
(AGCC) foi utilizado para processar os dados brutos de hibridizacdo, clusterizagdo dos dados e para a chamadas dos
genotipos. Selecionou-se SNPs que pertenciam as classes "Poly High Resolution” (PHR) ou "No Minor Homozygote"
(NMH) de acordo com a analise dos parentais, CCEs. Foram mantidos apenas SNPs que apresentaram alta qualidade e
taxa de chamada, “CallRate” de 100%, visando minimizar os erros da genotipagem. Os dados provenientes da analise
anterior foram utilizados no Software Cervus, para processamento dos alelos da progénie e possiveis parentais,
resultando na analise de Pedigree. No programa Cervus primeiramente calculou-se a frequéncia alélica com o teste
estatistico LOD, e, para isto, foi informado o geno6tipo dos individuos e o nimero de loci utilizados. Logo em seguida
foi realizada uma simulacdo do parentesco com 10.000 individuos, neste caso utilizou dados dos 12 candidatos a
possiveis parentais paternos, a proporcao dos exemplares requerida de 0,99, a propor¢do de locus minima de 0,80 e de
erros de 0,01 e ainda, os niveis de confidéncia relaxado foi de 80% e o estrito de 95%. Por ultimo, realizaram-se as
andlises para encontrar o pedigree com base nos dados prévios obtidos pelo programa. Para as analises de
compatibilidade, somente foram considerados parentais identificados com um taxa de divergéncia entre os alelos
(mismatch) menor que 1%.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A partir da selecdo dos 580 SNPs, o programa Cervus foi 100% eficiente em encontrar a planta parental materna de
todas progénies, conforme estava previamente identificado nos genétipos da progénies. No entanto, em alguns casos
foram encontrados divergéncias (mismatchs) na identificagdo do possivel parental paterno, sendo que neste caso estas
plantas foram excluidas e somente foram considerados aqueles com uma taxa de divergéncia menor que 1% (< 6 SNPs).
De posse dos resultados obtidos foi possivel realizar uma anélise de frequéncia de paternidade nas progénies em estudo
(Tabela 1). Os dados foram obtidos, calculando-se o porcentual do parental paterno de cada CCE em uma determinada
progénie de mae conhecida.

Tabela 1. Frequéncia de paternidade dos clones CCEs, apresentada em porcentagem (%) dos descendentes analisados.

Mae/Pai C1 Cc2 c3 Cc4 cs C6 Cc7 c8 Cc9 C10 C12 C13 Total
Cc1 0,0 14,3 50,0 1,8 7,1 0,0 12,5 0,0 0,0 7,1 7,1 0,0 100,0
Cc2 NT NT NT NT NT NT NT NT NT NT NT NT 0,0

c3 24,4 12,2 0,0 7,3 7,3 7,3 24,4 4,9 2,4 0,0 4,9 4,9 100,0
Cca 4,3 48,9 6,4 0,0 2,1 19,1 8,5 2,1 0,0 0,0 8,5 0,0 100,0
c5 14,3 7,1 35,7 0,0 0,0 0,0 42,9 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 100,0
Cé 0,0 34,6 3,8 34,6 3,8 0,0 23,1 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 100,0
c7 13,6 13,6 4,5 91 13,6 0,0 0,0 13,6 13,6 91 91 0,0 100,0
c8 0,0 23,1 3,8 34,6 7,7 0,0 15,4 0,0 0,0 0,0 15,4 0,0 100,0
c9 NT NT NT NT NT NT NT NT NT NT NT NT 0,0

C10 NT NT NT NT NT NT NT NT NT NT NT NT 0,0

C12 7,1 0,0 9,5 2,4 0,0 0,0 31,0 7,1 4,8 31,0 0,0 7,1 100,0
C13 0,0 25,0 10,0 0,0 0,0 0,0 10,0 0,0 0,0 25,0 30,0 0,0 100,0

A Figura 1 apresenta os valores porcentuais calculados, na forma de grafico, conforme a disposicdo das plantas no
campo. Analisando-se os dados apresentados na Figura 1 juntamente com os dados contidos na Tabela 1, pode-se
observar que parece haver um efeito da proximidade entre os clones, com a frequéncia de descendentes observada na
progénie. Por exemplo, observa-se uma maior frequéncia de pdlen do parental CCEO03 nas progénies de CCEO1 e
CCEO05. Da mesma forma, observa-se uma maior frequéncia de pdlen do parental CCE02, na progénie do clone CCE04.
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No entanto, apesar da proximidade, ndo foi possivel identificar nenhuma ocorréncia de paternidade entre as plantas
CCEO06 e CCE08. Da mesma forma que entre CCE 13 e 04. Este fato sugere provavel incompatibilidade entre esses
clones. Nota-se que apesar da maior distancia, ainda foi possivel identificar descendentes do clone CCE02, na progénie
de CCE13, assim como, apesar de menor producdo de polen de CCEQ9 (1 planta) e da distancia, ainda assim, foi
possivel identificar pélen de CCEO09 na progénie de CCEO3 (Figura 1).
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Figura 1. Esquema da disposicdo das plantas no campo experimental com o porcentual de paternidade dos clones CCEs.

A partir dos resultados de paternidade, ainda foi possivel montar um diagrama de compatibilidade entre os clones
estudados (Figura 2). Pode-se observar que os clones com maior taxa de compatibilidade com os demais foram,
respectivamente os clones CCE07 e CCEO3 (FIGURA 2). Na Figura 2, pode-se observar também que o clone CCEQ7
apresentou compatibilidade com outros 11 CCEs testados e o clone CCEQ03 se mostrou compativel com 10 CCEs. A
compatibilidade do clone CCEQ7 foi confirmada em ambas as descendéncias, com 6 clones testados (CCEQ01, CCEOQ3,
CCEO04, CCEO05, CCEO08 e CCE12) e em pelo menos uma das descendéncias com 5 clones (CCE02, CCE06, CCEO09,
CCE10 e CCE13). Vale ressaltar, que dos 5 clones identificados como compativeis com o CCEQ7, somente com 0s
clones CCEO6 e CCEL13 foi possivel realizar a anélise de compatibilidade em ambas descendéncias, pois no caso dos
clones CCEO2, CCEQ9 e CCEL10, a descendéncia destes, ndo foi incluida neste estudo. J& no caso do clone CCEOS,
observa-se que 0 mesmo teve a compatibilidade confirmada em ambas as descendéncias com 8 clones CCEs (CCEO1,
CCEO04, CCEO05, CCE06, CCEQ7, CCE08, CCE12 e CCE13) e, na propria descendéncia com os clones (CCEO2 e
CCEQ09), uma vez que a descendéncia desses clones (CCE02 e CCEQ9) néo foram analisadas neste estudo. Os clones
CCE09, CCE10, CCE06 e CCE13 foram os clones que apresentaram menor taxa de compatibilidade com clones em
estudo (FIGURA 2). Entretanto, deve-se ressaltar que o clone CCEQ9 tinha baixa produgdo de pdlen (somente 1 planta)
e também nao teve a propria descendéncia analisada. Também deve-se salientar que ndo foi analisada a descendéncia do
clone CCE10, podendo interferir na baixa taxa de compatibilidade. Por outro lado, pode-se observar que os clones
CCEO6 e CCE13, apresentaram os maiores valores de compatibilidade testada e ndo confirmada em ambas as
descendéncias (4 comparagdes cada). Neste sentido, o clone CCE06 ndo se mostrou compativel com os clones CCEO1,
CCEO08, CCE12 e CCE13, mesmo com testes realizados em ambas as descendéncias. J& no caso do clone CCE13, este
ndo se mostrou compativel com os clones CCEO1, CCE04, CCE06 e CCEO08, mesmo com a anélise realizada em ambas
as descendéncias (Figura 2). Estes dados sugerem que os clones CCE06, CCE09, CCE10 e CCE13 podem apresentar as
menores taxas de compatibilidade com os clones CCEs testados nesse estudo.
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Figura 2. Diagrama indicando a compatibilidade entre os clones CCEs.

A compatibilidade entre clones estd diretamente associada a producdo de grdos. Desta forma, foi verificada a
produtividade dos clones em estudo. Observa-se nos dados apresentados na Tabela 2, que o clone CCEQ7 que
apresentou uma maior taxa de compatibilidade entre os clones em estudo, também apresentou uma produgao superior
entre todos os clones observados (Tabela 2). Ja os clones CCEQ03 e CCEO6 por apresentarem uma menor taxa de
compatibilidade, também apresentaram producéo inferior (Tabela 2).

Tabela 2. Produtividade em litros por planta dos clones CCEs entre os anos de 2014 e 2017

Clones 2014 2015 2016 2017 Média
CCE01 11,0 7.5 11.3 7.3 9.3
CCE03 9.0 10.3 11,8 10,0 10.3
CCE04 7.3 10.5 11.3 15.4 11,1
CCE05 6.6 8.3 11,0 16.5 10,6
CCE06 2.4 6.3 8.0 11.3 7.0
CCE08 6.0 11,8 12.3 11.3 10,3
CCE12 9.5 9.5 15,0 12,2 11,6
CCE13 7.8 12.3 3.0 0.0 7.7

Legenda: Rosa: Clones que apresentaram as menores produtividades. Azul: Clone que apresentou a maior

produtividade.
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As analises realizadas neste estudo, por meio de marcadores moleculares do tipo SNP, foram altamente eficientes,
possibilitando reconstruir o Pedigree dos clones analisados e assim observar se houve compatibilidade entre eles. Vale
ressaltar que, a escolha de SNPs de qualidade e polimoérficos para os possiveis parentais, € de extrema importancia, de
maneira a permitir que o programa consiga reconhece-los de maneira eficiente e com a menor taxa de erro possivel.
Nota-se também que, na maioria dos casos, houve uma maior polinizacdo entre as plantas que estdo mais proximas.
Todavia, foi possivel constatar que tiveram descendentes entre CCEO1 e CCE12 nos dois sentidos e visto que eles estdo
em opostos no campo experimental, sendo que desta forma, a distdncia entre as plantas ndo foi fator limitante para
ambos.

CONCLUSAO

1. A metodologia utilizando-se de marcadores moleculares SNPs, mostrou-se eficientes na reconstrucdo do pedigree de
progénies de 9 clones CCEs, identificando corretamente o parental materno e sugerindo o parental paterno.

2. As andlises de parentais realizadas com o programa Cervus, também se mostrou eficiente em inferir acerca da
compatibilidade entre os clones testados, indicando que o clone CCEO7 foi o0 que apresentou uma maior taxa de
compatibilidade, se mostrando compativel com todos os clones CCEs testados. Isto poderia indicar um alto potencial
produtivo deste clone, o que foi confirmado com dados reais de producdo avaliados em campo, onde o clone CCEQ7 se
apresentou como o clone mais produtivo de todos.
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