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RESUMO: Um mapa parcia de ligacdo génica para Coffea arabica L. foi elaborado com a utilizagéo de
uma populacdo segregante RC; oriunda do cruzamento entre o Hibrido de Timor e ‘Catuai Amarelo’.
Foram avaliados 112 marcadores RAPD polimérficos e consistentes, dos quais 85 apresentaram
segregacdo na proporcdo esperada de 1:1 (P>0,05) e 27 mostraram desvio nessa proporgaéo, ndo sendo
aproveitados na elaboragdo do mapa. Quinze marcadores nd se mostraram ligados, enquanto os 70
restantes formaram nove grupos de ligagdo, cobrindo 512,2 cM. A maioria dos grupos obtida apresentou
boa densidade de marcadores, em que o maior intervalo entre dois marcadores foi de 30,4 cM e houve um
total de sete intervalos que excederam 20 cM. A obtencdo de novos marcadores RAPD polimorficos e a
inclusdo de outros marcadores moleculares, principalmente AFLPs e microssatélites, poderdo saturar esses
intervalos e/ou formar novos grupos de ligagdo, aém de incluir os marcadores ndo ligados, melhorando a
cobertura do genoma e permitindo determinar possiveis relagdes homedlogas entre os grupos de ligagdo

de Coffea arabica, o que tornara 0 mapa ainda mais informativo.
Palavras-chave: Coffea arabica, mapeamento genético, marcadores moleculares.
CONSTRUCTION OF A PARTIAL LINKAGE MAP WITH COFFEE USING RAPD MARKERS

ABSTRACT: A genetic linkage partial map of Coffea arabica L. was elaborated with use of a RC;
segregant population originated from crossing between the Hibrido de Timor and 'Catuai Amarelo'. It
were assessed 112 polymorphic and consistent RAPD markers, of the which 85 presented segregation in
the expected ratio of 1:1 (P>0,05) and 27 showed deviation in that ratio, not being taken advantage in the
map elaboration. Fifteen markers were not shown linked, while the remaining 70 formed nine linkage
groups covering 512,2 cM. The most of the groups obtained it presented good density of markers, in that
the largest interval among two markers was of 30,4 cM and there was a total of seven intervals that
exceeded 20 cM. The obtaining of new polymorphic RAPD markers and the inclusion of other molecular
markers, mainly AFLPs and microsatellites, it can saturate these intervals and, or to form new linkage

groups, besides including the unlinked markers, improving the covering of the genome and allowing to
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determine possible homeol ogous relationships among the linkage groups of Coffea arabica, what will till

turn the map more informative.

Key words: Coffea arabica, genetic mapping, molecular markers.

INTRODUCAO

O cefeairo pertence a familia Rubiaceee, tribo Coffeae, subtribo Coffeinae e género Coffea, formado
por cerca de 100 espécies, das quals as duas mais cultivadas sdo Coffea arabica L. (café arabica) e Coffea
canephora Pierre et Froenher (café robusta), sendo C. arabica responsavel por 70% da producdo mundid e
99% da producdo da América Latina. Outras espécies importantes do género Coffea sdo C. congensis, C.
liberica, C. dewevrei, C. stenophylla, C. eugenioides, C. racemosa, C. salvatrix, entre outras portadoras de
genes de interesse para 0 melhoramento de cafeairo.

Coffea arabica L. é uma espécie alotetrapldide segmenta, com 2n=4X=44 cromossomos, autégama e
com taxa variavel de fecundagdo cruzada, comportase como um dipléide funciond com reacdo &
caracterigicas morfoldgicas estudadas. As demais espécies, incluindo Coffea canephora, sfo dipléides, com
2n=2X =22 cromossomos, e auto-incompativels (Charrier e Berthand, 1985).

O medhoramento genético do cafegiro por melo dos méodos tradicionais &, via de regra, lento, em
razéo do longo tempo de geracdo da cultura (em torno de trés anos) e da necessidade de véarios anos para
redizacd0 dos testes de campo para avdiagles fenotipicas, 0 que acarreta reducéo nos ganhos genéticos por
unidade de tempo e demora no lancamento de novos cultivares. Assm, torna-se necessaria a implementacéo
de técnicas, como a de marcadores de DNA, que possam facilitar e acelerar os processos de sdlegéo e avaliacdo
de gendtipos superiores para os caracteres de interesse.

O mapeamento genético congtitui uma das aplicacBes de maior impacto da tecnologia de marcadores
moleculares na andise genética e no melhoramento de plantas, uma vez que propicia a geracdo de informages
bésicas a respeito da estrutura, organizacdo e evolugdo do genoma e possibilita 0 mapeamento de regides
genOdmicas que controlam caracteres de interesse econdmico, a quantificacdo dos efeitos dessas regides nos
caracteres estudados, a decomposicdo de caracteres complexos nos seus componentes mendelianos, a
clonagem de genes e a reunido de todas essas informagdes para serem usadas nos programas de melhoramento
(Ferreirae Grattapaglia, 1996).

A congtrugdo de mapas de ligacdo em Coffea arabica L. tem sido dificultada em razéo do baixo nivel
de polimorfismo (Orozco-Cadtillo et d., 1994; Lashermes et d., 1996 e 1999) e de complicagOes advindas da
poliploidia (Paillard et d., 1996). No entanto, a construgcéo de mapas de ligagdo, com boa saturacdo, e a
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identificacdo de marcadores moleculares associados a fendtipos de interesse para a cafeicultura sdo de
fundamentd importancia para a implementacdo de programas de melhoramento genético assigtidos por
marcadores moleculares, acelerando de forma significativa a obtenco de cultivares de café de performance
agrondmica superior. Dessa forma, 0 presente trabalho objetivou desenvolver um mapa parcid de ligagéo
génicapara Coffea arabica, com base em marcadores de DNA do tipo RAPD.

MATERIAL E METODOS

Este trabalho propos-se a desenvolver um mapa parcial de ligacéo génica para Coffea arabica L.,
com base em marcadores RAPD, utilizando-se uma populagéo segregante de 59 plantas RC; derivadas do
cruzamento entre o Hibrido de Timor - UFV 445-46 (resistente a ferrugem) e o cultivar Catuai Amarelo -
UFV 2143-235 (suscetivel a ferrugem), este utilizado como genitor recorrente. O DNA de folhas jovens
dos genitores, do hibrido F; e das 59 plantas da geracdo RC; foi extraido, segundo protocolo estabel ecido
por Paillard et al. (1996), introduzindo-se algumas modificagdes: sem fenol, em proteinase K, com 2,0%
(p/v) de PVP-40, com 1,0% (p/v) de bissulfito de sodio e 1,0% (p/v) de carvéo ativado. Na etapa de
selecdo de marcadores polimérficos foram utilizados 680 “primers’ de 10 bases da “Operon
Technologies’ (Kits OPA-OPZ e OPBA-OPBH) para amplificar o DNA dos genitores e do F;. Os
“primers’ que geraram fragmentos polimorficos consistentes entre os genitores, com presenca da banda no
genitor nao-recorrente (Hibrido de Timor) e no F; e auséncia no genitor recorrente (‘ Catuai Amarelo’),
foram utilizados para amplificar o DNA das 59 plantas RC; (etapa de genotipagem da populacéo
segregante). A amplificacdo do DNA foi feita em Termociclador modelo Perkin-Elmer 9600, programado
para: um ciclo de desnaturacdo do DNA (95 °C/1 min), 40 ciclos de amplificacdo (94 °C/15 seg, 35 °C/30
seg e 72 °C/1 min) e um ciclo fina de amplificagdo de 72 °C/7 min. Cada reaco de 25 nlL foi composta
de 25 ng de DNA gendmico, 1 U/nL de Tag DNA polimerase, 0,10 mM de cada dNTP, 0,20 nM
"primer”, 50,0 mM de KCI, 10,0 mM de Tris-HCI pH 8,3 e 2,0 mM de MgCl,, completando-se o volume
final com é&gua ultrapura. A separacdo dos fragmentos amplificados foi realizada em gel de agarose 1,4%,
a 80 V, por 4 horas. Em seguida, o gel foi corado com solucé@o de brometo de etidio (10 ng/mL) por 30
min e, logo apos, esta solucdo foi substituida por agua destilada, para eliminar 0 excesso do produto, pelo
periodo de uma hora. O padréo molecular foi visualizado sob luz UV e fotodocumentado. RAPDs foram
registrados como presenca ou auséncia de banda. Para andlise dos dados e construgcdo do mapa foi gerada
uma matriz a partir dos marcadores RAPD obtidos, atribuindo-se os escores 1 para presenca da banda
(gendtipo heterozigoto), 0 para auséncia da banda (gendtipo homozigoto recessivo) e 9 para dado perdido.

A andlise de segregacso dos marcadores RAPD foi feita pelo teste de qui-quadrado (.%). Na construcgo do
312




I Simpdsio de Pesguisa dos Cafés do Brasil

mapa foi utilizado o programa MAPMAKER/EXP v. 3.0 (Lander et al., 1987). A andise de dois pontos
foi utilizada para identificar os grupos de ligagéo, considerando-se a freqiiéncia de recombinacdo méxima
de 35,0% e o LOD escore minimo de 4.0. A funcdo de Kosambi (Kosambi, 1944) foi usada para

conversao das taxas de recombinagdo em distancias de mapa (cM - centiMorgan).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Dentre 0s 680 “primers’ utilizados para selecéo de marcadores polimorficos entre os genitores, 80
(11,76%) amplificaram bandas especificas presentes no Hibrido de Timor e no F;, mas ausentes no
‘Catuai Amarelo’. Esses “primers’ deram origem a 112 marcadores RAPD polimérficos (1,4 marcador
por “primer”), dos quais 85 (75,89%) apresentaram segregacdo na propor¢ao esperada de 1:1 (P>0,05) e
27 (24,11%) mostraram distorcdo nesta segregacdo (Tabela 1). Esta taxa de distorcdo € ligeiramente
superior aencontrada por Paillard et al. (1996) em Coffea canephora, que foi da magnitude de 20% para
marcadores RAPD e de 12% para marcadores AFLP. Em mel&o, a distor¢éo na segregacdo de marcadores
AFLP em uma populacdo RC; foi de 14% para probabilidades minimas de 5% (Wang et al., 1997).

Dos 27 marcadores RAPD gue exibiram distor¢éo na proporcéo esperada de 1:1 para P>0,05, 22
segregaram na proporcao de 5:1, quatro na proporgdo de 3:1 e apenas um marcador (OPBC-17) mostrou
segregacdo na razdo de 2:1 pelo teste de qui-quadrado (Tabela 1). Segundo Allard (1971), a segregacédo
5:1 é tipica de heranga tetrassdmica, quando é cruzado um duplex (AAaa) com um nuliplex (aaaa), como
fol 0 caso da obtencdo da populagdo RC; em estudo, e ocorre segregacdo cromossdmica ao acaso no
processo de formagdo dos gametas, supondo que o aelo A produza um fenétipo dominante. No caso da
proporcdo de 3:1, o mesmo autor justifica esta segregacdo como sendo o resultado de segregacédo
cromatidica ao acaso na formagdo dos gametas, resultante da presenca de permuta entre o loco em questéo
e 0 centrémero. Outra justificativa para a segregagdo 3:1 em tetrapl 6ides pode ser atribuida ao pareamento
seletivo dos quadrivalentes, resultante de homologia desigual entre os cromossomos (homedlogos), o0s
guais apresentam afinidades diferentes. A proporc¢ao de segregacdo de 2:1 pode ser considerada um desvio
da proporgdo 3:1, que, segundo Wang et al. (1998), pode ser resultado de selecdo gametofitica ou da
ocorréncia de zigotos letais.

Os 85 marcadores que segregaram na proporcdo esperada de 1:1 foram utilizados para a construgéo
do mapa parcial de ligagdo. Quinze desses marcadores ndo se mostraram ligados a nenhum dos grupos de
ligacdo formados, enquanto 70 marcadores RAPD foram distribuidos em nove grupos de ligagéo,
cobrindo 512,2 cM do genoma (Figura 1). Alguns marcadores, dois (OPM-13 e OPP-06b) no grupo 1,
guatro (OPY -16, OPF-02, OPA-10 e OPF-15a), dois (OPV-12a e OPBE-04b); e trés (OPR-08b, OPN-06 e
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OPU-10) no grupo 2, quatro (OPL-12a, OPR-08a, OPA-17 e OPBE-04a) no grupo 3 e dois (OPW-03 e
OPBH-054) no grupo 4 ocuparam a mesma posicdo no mapa de ligagcdo (Figura 1). A distancia média
entre dois marcadores quaisgquer, considerando-se todos os grupos de ligagéo, foi de 14,8 cM, e dentro de
cada grupo a distancia média entre dois marcadores variou de 8,1 cM (grupo 2) a 23,7 cM (grupo 6). O
maior intervalo entre dois marcadores foi de 30,4 cM - marcadores OPM-06 e OPX-05b, no grupo 1.
Houve um total de sete intervalos (14%) que excederam a 20 cM.

O tamanho dos grupos de ligagdo teve dta correlagdo com 0 nimero de marcadores por grupo
(r=0,95), indicando que houve distribuicdo aleatéria dos marcadores dentro dos grupos. O nimero de
grupos de ligacdo obtidos foi bastante inferior ao correspondente nimero hapléide de cromossomos de
Coffea arabica (n=22). Por essa razéo, o genoma da espécie foi parcialmente explorado e muitas regides
ainda ndo foram identificadas. A geragdo de novos polimorfismos de marcadores RAPD por meio de
digestdo do DNA gendémico com enzimas de restricdo e da combinacdo de “primers’ nas reagdes de PCR
e a inclusdo de outros marcadores moleculares, principalmente AFLPs e microssatélites, poderdo saturar
esses intervalos e incluir os marcadores néo ligados aos grupos de ligagdo existentes ou formar novos
grupos, melhorando a cobertura do genoma, 0 que tornard 0 mapa ainda mais informativo.
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Tabela 1 - Marcadores RAPD originados do genitor Hibrido de Timor segregando nas proporgdes mendelianas esperadas e respectivos
valores de qui-quadrado (+%) significativo a P>0,05

Marcador  Hipodtese + P Marcador  Hip6tese + P
OPA-01b* 1 0153 0.70 OPBC-19 1 0,017 0.90
OPA-10 11 0.424 052 OPBD-03a 11 0.153 0.70
OPA-17 11 0.153 0.70 OPBD-03b 11 0.153 0.70
OPB-11 11 0.017 0.90 OPBE-04a 11 0.153 0.70
OPC-15 11 0.424 0.52 OPBE-04b 11 0.153 0.70
OPD-03 11 0.017 0.90 OPBE-04c 11 2,051 015
OPC-13 11 0.017 0.90 OPBE-07 11 0.424 0.52
OPD-13° 11 0.831 0.36 OPBF-04 11 0.424 052
OPD-13b 11 3.814 0.05 OPBG-03b 11 2.864 0.10
OPD-13d 11 0.017 0.90 OPBH-05a 11 0.017 0.90
OPA-08 11 0.831 0.36 OPBH-05b 11 0.153 0.70
OPF-02 11 0.424 052 OPA-14a 11 0.017 0.90
OPF-06a 11 0.017 0.90 OPA-14b 11 0.153 0.70
OPF-06b 11 0.017 0.90 OPB-115 11 2,051 015
OPF-13 11 1.373 0.24 OPD-07 11 1.373 0.24
OPF-15a 11 0.424 052 OPR-01 11 0.424 052
OPF-15b 11 0.831 0.36 OPBB-17 11 0.153 0.70
OPF-20a 11 2.864 0.09 OPBH-11 11 0.017 0.90
OPF-20b 11 0.017 0.90 OPC-09 11 0.017 0.90
OPG-05a 11 0.017 0.90 OPL-12° 11 0.153 0.70
OPG-05b 11 0.017 0.90 OPL-128B 11 0.153 0.70
OPH-13 11 0.153 0.70 OPL-12c 11 0.017 0.90
OPI-14 11 0.153 0.70 OPN-03 11 0.831 0.36
OPI-19 11 0.017 0.90 OPN-07 11 0.017 0.90
OP3}19 11 0.424 052 OPE-05 11 0.017 0.90
OPK-06 11 0.153 0.70 OPBD-14 11 0.153 0.70
OPK-14a 11 0.831 0.36 OPX-05b 11 0.153 0.70
OPK-14b 11 0.017 0.90 OPX-05¢ 11 0.424 052
OPM-04a 11 0.424 052 OPX-08b 11 0.153 0.70
OPM-04b 11 2.864 0.09 OPD-13¢ 5:1 0573 0.45
OPM-06 11 1.373 0.24 OPE-11 5:1 0.003 0.95
OPM-11 11 0.153 0.70 OPF-10 5:1 0.166 0.68
OPM-13 11 0.017 0.90 OPG-16 5:1 0.166 0.68
OPN-06 11 0.153 0.70 OPI-07 5:1 0.166 0.68
0PO-07 11 0.017 0.90 OPI-15 5:1 0.166 0.68
OPP-06a 11 3.814 0.05 OPK-12 5:1 0.166 0.68
OPP-06b 11 0.017 0.90 OPN-20 5:1 0.166 0.68
OPR-08a 11 0.153 0.70 0PO-13 5:1 0.003 0.95
OPR-08b 11 0.017 0.90 OPP-01 5:1 0.085 0.77
OPR-08c 11 0.153 0.70 0PQ-13 5:1 0.166 0.68
OPS-18a 11 0.017 0.90 0PQ-19 5:1 0573 0.45
OPS-18b 11 0.424 052 OPT-20b 5:1 0.003 0.95
OPT-20a 11 0.017 0.90 OPU-18 5:1 0.003 0.95
OPU-10 11 0.153 0.70 OPW-19 5:1 0.003 0.95
OPU-16 11 0.017 0.90 OPZ-12 5:1 0.003 0.95
OPV-12a 11 0.153 0.70 OPBD-03¢ 5:1 0.003 0.95
OPV-12b 11 0.424 052 OPBD-03d 5:1 0573 0.45
OPW-03 11 0.017 0.90 OPBE-16 5:1 0.003 0.95
OPW-07 11 0.017 0.90 OPBG-03a 5:1 0.166 0.68
OPX-10 11 0.153 0.70 OPBC-15 5:1 0.166 0.68
OPX-12 11 0.831 0.36 OPX-08a 5:1 0.003 0.95
OPX-16 11 0.153 0.70 OPA-01a 31 0.277 0.60
OPY-03 11 0.424 0.52 OPX-05a 31 0.277 0.60
OPY-16 11 0.153 0.70 OPX-08c 31 0.051 0.82
OPZ-11a 11 0.424 0.52 OPP-06¢ 31 0.458 0.50
OPZ-11b 11 0.424 0.52 OPBC-17 21 0.212 0.65

*Primers com mais de umabanda polimérfica foram identificados com asletras a, b, c ed.
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Figura 1 - Mapa parcial de ligago génica de Coffea arabica L. com base em marcadores RAPD, construido com LOD escore
minimo de 4.0 e freqiiéncia méxima de recombinagdo de 0,35, convertida em distancia de mapa em centiMorgan
(cM) pelafuncéo de Kosambi.
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CONCLUSOES

A populagdo segregante utilizada no presente trabalho apresenta bom nivel de marcadores RAPD
polimérficos, possibilitando a construcdo de um mapa parcial de ligacdo génica com 0S grupos
apresentando boa densidade de marcadores.

E prudente salientar que os esforcos na obtencdo de mapas de ligagio em uma espécie de
indubitédvel importancia econdbmica para o Brasil e o mundo, como é Coffea arabica L., devem ser
continuos, até que se atinja um estagio em que 0 seu genoma esteja suficientemente saturado, para que 0s
beneficios desse conhecimento sgjam efetivamente proveitosos para os propésitos do melhoramento da

espécie.
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