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RESUMO 

 

 

PESTANA, Kátia Nogueira, D.Sc., Universidade Federal de Viçosa, dezembro de 
2013. Mapa genético integrado e seleção genômica ampla visando resistência de Coffea arabica 
L. à ferrugem. Orientadores: Ney Sussumu Sakiyama. Coorientadores: Eveline 
Teixeira Caixeta e Cosme Damião Cruz. 
 

 

A obtenção de cultivares de cafeeiros resistentes e produtivos, assim como de 

informações detalhadas sobre o genoma dessa espécie, demanda uso de ferramentas 

de análise genética refinada. Por isso, a identificação de marcadores moleculares 

associados a genes de resistência à ferrugem em mapa genético de ligação tem sido 

estratégia proposta para incorporar a Seleção Assistida por Marcadores no 

melhoramento de Coffea arabica.  Neste trabalho, foi caracterizada a herança da 

resistência do Híbrido de Timor UFV 443-03 às raças I e II e ao patótipo 001 de 

Hemileia vastatrix, assim como localizados em mapa genético de ligação parcial do 

cafeeiro os genes/QTLs identificados. O mapa genético construído foi integrado em 

outro mapa parcial pré-existente visando obter um mapa saturado, de referência para 

a espécie. Nesse mapa, composto por 191 marcadores, cobrindo 1.421,32 cM do 

genoma, foram identificados dois QTLs associados à raça II de H. vastatrix. Esses 

marcadores moleculares associados aos QTLs identificados podem ser utilizados 

para seleção de cafeeiros resistentes à ferrugem. Além dessa estratégia de 

melhoramento molecular, foi também proposta a seleção genômica com o objetivo 

de predizer a performance fenotípica dos indivíduos e identificar marcadores 

moleculares associados à característica de resistência à ferrugem. Neste estudo foram 

utilizados 245 indivíduos F2, resultantes do cruzamento da cv suscetível Catuaí 



 

xvi 

Amarelo IAC 64 (UFV 2148-57) e da fonte de resistência Híbrido de Timor UFV 

443-03, genotipados com 137 marcadores moleculares (74 AFLP, 58 SSR, 4 RAPD e 

1 primer-específico). As estimativas dos parâmetros genéticos foram obtidas via 

BLASSO. A capacidade preditiva (CP) foi medida utilizando todos os indivíduos da 

população como população de treinamento e validação. Além disso, a população foi 

dividida aleatoriamente em 200 indivíduos para treinamento e 45 indivíduos para 

validação. No primeiro caso, a maior CP preditiva foi para o patótipo 001 (0,78) e, 

no segundo caso, para a raça I (0,49). Quando se utilizaram apenas os marcadores de 

maiores efeitos para cada isolado, a maior CP na população de validação foi para o 

patótipo 001 (0,49). Ainda foi possível observar que as herdabilidades estimadas por 

meio dos marcadores moleculares para a resistência aos três isolados foram inferiores 

às obtidas a partir de dados fenotípicos. Isso demonstra maior predição dos valores 

genômicos dos indivíduos na seleção genômica em comparação com a fenotípica. A 

maioria dos marcadores identificados associados aos QTLs no mapa genético de 

ligação foi também identificada pela GWS, confirmando a acurácia da metodologia 

utilizada. Além disso, a GWS permitiu predizer, com sucesso, os valores genômicos 

dos indivíduos. 
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ABSTRACT 

 

 

PESTANA, Kátia Nogueira, D. Sc., Universidade Federal de Viçosa, December, 
2013. Genetic integrated map and genome wide selection for resistance of the rust Coffea 
arabica L. Adviser: Ney Sussumu Sakiyama. Co-Advisers: Eveline Teixeira Caixeta 
and Cosme Damião Cruz. 

 

The obtaining of coffee cultivars resistant and productive, as well as detailed 

information about the genome of this species demand use of refined genetic analysis 

tools. Therefore, the identification of molecular markers linked to rust resistance 

genes in the genetic linkage map has been proposed a strategy to incorporate marker-

assisted selection in the improvement of Coffea arabica. In this study, was 

characterized the resistance inheritance of the Híbrido de Timor UFV 443-03 to races 

I, II and pathotype 001 of Hemileia vastatrix as well as located in the partial genetic 

linkage map of coffee identified genes/QTLs. The integrated genetic map was 

constructed into other pre-existing partial map in order to obtain a saturated map 

reference for the species. In this map, composed of 191 markers, covering 1421.32 

cM genome, QTL associated with race II were identified in H. vastatrix. These 

molecular markers associated with QTLs identified, could be used for selection of 

rust-resistant coffee. In addition to this molecular breeding strategy was also 

proposed to genomic selection in order to predict the phenotypic performance of 

individuals and to identify molecular markers associated with the trait of resistance 

to rust. In this study 245 F2 individuals, resulting from the crossing of the susceptible 

cv. Catuaí Amarelo IAC 64 (UFV 2148-57) and the resistance source of Híbrido de 

Timor UFV 443-03, genotyped with 137 molecular markers (74 AFLP, 58 SSR, 4 

RAPD and 1 specific primer). Estimates of genetic parameters were obtained by 
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BLASSO. The predictive capacity (CP) was measured using all individuals in the 

population as population training and validation. Moreover, the population was 

randomly divided into 200 individuals for training and 45 individuals for validation. 

In the first case, the CP was most predictive for the pathotype 001 (0.78), and in the 

second case for the race I (0.49). When using only the markers for each single 

greatest effect, the greater the CP validation population for the pathotype was 001 

(0.49). Although it was observed that the estimated heritabilities through molecular 

markers for resistance to three isolates were lower than those obtained from 

phenotypic data. This demonstrates a higher prediction genomic values individuals in 

the genomic selection of compared to the phenotype. Most of the identified markers 

associated with QTLs in the genetic linkage map was also identified by the GWS, 

confirming the accuracy of the methodology used. Additionally, the GWS possible to 

predict successfully genomic values of individuals. 
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1. INTRODUÇÃO GERAL 

 

 

Os avanços em genômica permitem sequenciar e desvendar a informação 

genética contida no genoma de vários organismos. Entre elas, pode-se destacar: a 

obtenção de marcadores moleculares cobrindo todo o genoma ligados a 

características agronômicas desejáveis, a construção de mapas genéticos cobrindo 

todos os cromossomos de um organismo, o desenvolvimento e a automação de 

métodos de sequenciamento de DNA genômico e de cDNA em larga escala, a 

transformação genética e o aperfeiçoamento de algoritmos para análise de grandes 

quantidades de dados (bioinformática) (BORÉM et al., 2013). 

Diante desse novo cenário, as pesquisas moleculares têm-se dividido em 

diferentes áreas, entre elas a detecção de marcadores moleculares associados a QTLs 

(Quantitative Trait Loci) em mapa genético de ligação e o uso dos marcadores nos 

programas de seleção assistida por marcadores (SAM) e seleção genômica ampla 

(Genome Wide Selection – GWS), cada uma com particularidades importantes. 

O uso de marcadores, isto é, de polimorfismo de sequência de DNA, como 

referência ao longo dos cromossomos, tem sido a tecnologia básica para construção 

de mapas genéticos de várias espécies (BOREM; CAIXETA, 2009). Um mapa 

genético ilustra a ordem dos genes ou marcadores genéticos em um cromossomo, 

assim como a distância relativa entre eles (LANDER; BOTSTEIN, 1989). Devido 

aos avanços obtidos em genômica e automatização, mapas genéticos de alta 

densidade estão disponíveis para diversas espécies.  

A espécie Coffea arabica, contudo, ainda não dispõe de um mapa genético 

saturado. A obtenção de um mapa de ligação saturado para essa espécie será um 

referencial para localizar os genes de interesse agronômico e elucidar as relações de 

ligação de tais genes associados a características qualitativas e quantitativas. De fato, 
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mapas genéticos podem fornecer informações importantes a respeito da organização 

e localização de genes, assim como estrutura para identificação de regiões 

cromossômicas que interferem em características de importância econômica (QTL) 

(CRITTENDEN et al., 1993). Assim, os resultados de ligação entre marcador e QTL 

e também entre os próprios marcadores são essenciais no contexto da seleção 

genética, empregando-se informações genômicas. Além disso, a disponibilidade de 

um mapa genético saturado poderá facilitar enormemente os estudos genéticos e 

projetos de sequenciamento do genoma da espécie. A integração do mapa genético e 

físico proporcionará maior precisão no ordenamento dos genes nos cromossomos, 

facilitando o mapeamento comparativo entre espécies do mesmo gênero. Análise 

comparativa com base em mapas genéticos, citogenéticos e físicos, bem como 

informações sobre a sequência do DNA, fornecerá novos conhecimentos sobre a 

evolução de genomas. O mapeamento de fatores que controlam características de 

interesse possibilitará a clonagem e caracterização funcional de novos genes, que 

funcionam no desenvolvimento da planta, na adaptação aos estresses abiótico e 

biótico, ou na formação de outros caracteres agronômicos (GEBHARDT et al., 

2005).  

Especificamente para resistência a doenças, a identificação de marcadores 

moleculares associados aos genes de resistência pode ser utilizada na seleção precoce 

de genótipos, reduzindo o tempo necessário para o desenvolvimento de grandes 

populações e para a estimativa dos parâmetros usados na seleção indireta (CAIXETA 

et al., 2009), além de servirem como fontes para a clonagem desses genes. 

A SAM é especialmente útil quando a avaliação fenotípica apresenta elevado 

custo e exige ambientes específicos quando é subjetiva ou, ainda, quando exige 

destruição da planta. Além disso, quando o caráter de interesse só se manifesta em 

fases avançadas do desenvolvimento da planta, a SAM pode ser realizada nos 

estágios iniciais, o que, geralmente, não é possível quando são avaliados caracteres 

morfológicos (DOMINGUES et al., 2006).  

Além da SAM, uma técnica que pode acelerar a identificação de indivíduos 

superiores em programas de melhoramento é a GWS. Por meio da seleção genômica 

ampla, os efeitos de todos os marcadores genéticos são estimados simultaneamente 

em uma população de treinamento, e os modelos são desenvolvidos para predizer o 

valor genômico de indivíduos nas gerações futuras (MEUWISSEN et al., 2001). A 

GWS apresenta alta eficiência seletiva, uma vez que utiliza informação direta do 
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DNA na seleção. Como consequência, obtêm-se ganhos genéticos com a seleção com 

perspectiva de baixo custo, em comparação com a seleção tradicional baseada em 

dados fenotípicos (RESENDE JR. et al., 2012).  

Diante disso, os objetivos deste estudo foram: i) estudar a resistência do 

Híbrido de Timor UFV 443-3 às raças I e II e ao patótipo 001 de H. vastatrix e 

confirmar o número e posição dos genes identificados em mapa genético de ligação, 

com o intuito de serem usados na SAM; ii) construir um mapa integrado saturado 

para C. arabica e localizar os genes qualitativos ou locos controladores de 

característica quantitativa (QTLs) associados à resistência do Híbrido de Timor UFV 

443-03 à ferrugem no mapa; iii) verificar a capacidade preditiva da seleção genômica 

ampla em predizer os valores genéticos genômicos de indivíduos superiores para 

resistência à ferrugem do cafeeiro sem a necessidade de fenotipá-los; e iv) comparar 

os marcadores de maior efeito identificados na GWS com os associados a QTLs em 

mapa genético de ligação. 
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MAPEAMENTO DE GENES E QTLS PARA A RESISTÊNCIA DO 

CAFEEIRO À FERRUGEM 
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RESUMO 

 

 

A identificação de marcadores moleculares associados a genes de resistência à 

ferrugem (Hemileia vastatrix) é estratégia essencial para a incorporação da Seleção 

Assistida por Marcadores no melhoramento de Coffea arabica que visa resistência a 

essa doença. Neste trabalho, a herança da resistência do Híbrido de Timor UFV 443-

03 às raças I e II e ao patótipo 001 de H. vastatrix foi caracterizada, e os genes/QTLs 

identificados foram localizados em mapa genético do cafeeiro. A herança foi 

estudada por meio da inoculação das plantas das populações F2, retrocruzamento 

suscetível e retrocruzamento resistente, além do híbrido F1 e dos parentais das 

populações (Híbrido de Timor UFV 443-03 e o Catuaí Amarelo IAC 64). Para os três 

isolados analisados entre várias hipóteses formuladas, foram encontradas duas 

hipóteses aceitáveis P (>0,05): 1) a resistência do Híbrido de Timor é governada por 

dois genes dominantes independentes; e 2) a resistência é conferida por três genes, 

dois dominantes e um recessivo. A confirmação da presença ou ausência do gene 

recessivo foi elucidada em mapa genético de ligação através da identificação de 

QTLs. O mapa genético de ligação foi construído com plantas da população F2, 

genotipadas com marcadores AFLP, SSR, RAPD e primer-específico, formando 12 

grupos de ligação (GL). Foram identificados, no mapa, QTLs para os três isolados do 

fungo em estudo. Para a raça II, identificaram-se dois QTLs nos GLs 2 e 10, 

enquanto para a raças I e o patótipo 001 foram identificados quatro QTLs nos GLs 2, 

3 e 10. O gene recessivo não foi identificado na análise genômica, o que possibilita 

inferir que dois genes dominantes e independentes conferem resistência aos isolados 

de H. vastatrix estudados. Para a raça II, os dois QTLs identificados confirmam a 

hipótese de dois genes dominantes envolvidos na resistência do Híbrido de Timor a 



 

8 

esse isolado. No entanto, os quatro QTLs identificados para a raça I e ao patótipo 001 

sugerem que a resistência do Híbrido de Timor a esses dois isolados pode ser 

controlada por quatro genes dominantes, o que de fato pode ser justificado pelo 

maior número de genes de virulência presentes nesses isolados. Esses marcadores 

identificados, ligados aos QTLs para resistência à ferrugem, podem ser úteis para 

seleção assistida por marcadores moleculares, em programas de melhoramento do 

cafeeiro que visam resistência durável a diferentes raças de H. vastatrix. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

 

Existem duas espécies de importância econômica nos cafeeiros Coffea 

arabica L. e Coffea canephora Pierre ex A. Froehner. C. arabica é a única espécie 

autofértil e alotetraploide (2n = 4x = 44) do gênero Coffea. As plantas oriundas dessa 

espécie são bastante aparentadas devido à sua biologia reprodutiva (autógama), 

fatores evolutivos e pequeno número de acessos introduzidos no Brasil (SETOTAW 

et al., 2013). Em contraste, a espécie C. canephora é diploide (2n = 2x = 22), 

alógama e apresenta elevada variabilidade genética (MONDEGO et al., 2011). C. 

arabica é a espécie mais comercializada mundialmente devido à sua alta 

produtividade e superioridade na qualidade da bebida, em comparação com outras 

espécies do gênero (MENDONÇA et al., 2005; CHALFOUN et al., 2013). No 

entanto, apresenta suscetibilidade à ferrugem, principal doença do cafeeiro causada 

pelo fungo biotrófico Hemileia vastatrix Berk. et Br. Esse fungo ataca, 

principalmente, as folhas, podendo causar redução na produção e vida útil da lavoura 

em até 50%. A forma de controle ideal dessa doença é a obtenção de variedades 

resistentes, por ser um método menos oneroso e causar menor impacto ao meio 

ambiente (ZAMBOLIM et al., 1999). No entanto, a obtenção de cultivares resistentes 

tem sido constante desafio para os melhoristas, uma vez que, ao longo do tempo, as 

plantas podem tornar-se suscetíveis a novas raças do patógeno (VÁRZEA; 

MARQUES, 2005; CABRAL et al., 2009; MAIA et al., 2013). 

Dessa forma, diferentes programas de melhoramento têm concentrado 

esforços na incorporação de resistência às variedades de C. arabica. A resistência do 

cafeeiro à H. vastatrix tem sido atribuída a nove genes dominantes (SH1 a SH9), 

simples ou em associação. Os genes SH1, SH2, SH4 e SH5 foram caracterizados em 
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cafeeiros da espécie C. arabica e SH3 em derivados de seleções de C. liberica 

(WAGNER; BETTENCOURT, 1965; NORONHA-WAGNER; BETTENCOURT, 

1967; BETTENCOURT; CARVALHO, 1968; BETTENCOURT; NORONHA-

WAGNER, 1971; BETTENCOURT; RODRIGUES JR., 1988). C. canephora é 

considerada mais resistente a doenças e pragas, e nesta espécie estão presentes os 

genes SH6, SH7, SH8 e SH9 (BETTENCOURT et al., 1980). 

Como os genes identificados em C. arabica foram suplantados pelas raças de 

H. vastatrix, a transferência de genes desejáveis de C. canephora para C. arabica 

tem sido uma das estratégias de sucesso adotadas por melhoristas (OWUOR; VAN 

DER VOSSEN, 1981; BERTHAUD; CHARRIER, 1988). Assim, uma das principais 

fontes de resistência utilizadas nos Programas de Melhoramento de C. arabica 

visando obtenção de variedades resistentes a H. vastatrix tem sido o Híbrido de 

Timor (HT). Esse híbrido é resultante do cruzamento natural entre C. arabica e C. 

canephora e apresenta resistência a diversas raças de H. vastatrix. Por ser tetraploide, 

cruza-se facilmente com as cultivares de C. arabica, favorecendo, assim, a 

transferência de sua resistência (CARVALHO et al., 1989). Os genes SH6, SH7, SH8 

e SH9 foram identificados em derivados do Híbrido de Timor (BETTENCOURT et 

al., 1980; BETTENCOURT et al., 1992)e em outros híbridos tetraploides 

interespecíficos, como o Icatu (RODRIGUES JR. et al., 1975; BETTENCOURT; 

RODRIGUES JR., 1988). A existência de outros genes de resistência nesses 

materiais genéticos tem sido confirmada pela suplantação da resistência de alguns 

Híbridos de Timor por novas raças de H. vastatrix (RODRIGUES JR. et al., 2000). 

Além disso, alguns autores têm demonstrado a existência de outros genes de efeitos 

menores conferindo resistência incompleta a derivados do Híbrido de Timor 

(ESKES; Da COSTA, 1983; ESKES et al., 1990).  

Apenas genes de efeito maior têm sido, no entanto, manipulados em 

programas de melhoramento visando à obtenção de cafeeiros resistentes. Embora a 

base genética da resistência duradoura em plantas não seja ainda bem compreendida 

(JOHNSON, 1981), frequentemente ela tem sido atribuída a genes de efeito menor. 

Dessa forma, tem sido consenso a estratégia de combinar genes de efeitos maiores e 

de efeitos menores para obter resistência durável.  

Acumular diferentes genes de resistência em um mesmo genótipo é tarefa 

complexa e laboriosa de ser realizada pelos métodos tradicionais de melhoramento. 

Uma ferramenta eficiente e que pode auxiliar nessa estratégia seria o uso de 
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marcadores moleculares. Esses marcadores possibilitam inferir de forma rápida e 

eficiente a presença dos genes de resistência nas progênies sem a necessidade de 

avaliar o fenótipo da característica, por meio da seleção assistida por marcadores 

moleculares (SAM) (CAIXETA et al., 2009). O uso de marcadores ligados a genes 

de interesse é de grande importância na seleção de genótipos, principalmente quando 

o programa de melhoramento tem como objetivo introduzir dois ou mais genes, 

quando o fenótipo é de determinação complexa, ou quando o processo de avaliação 

requer destruição da planta. Para melhoramento visando resistência a doenças, a 

SAM é particularmente importante, pois permite a seleção na ausência do patógeno 

ou da raça do patógeno (CAIXETA;  PESTANA, 2013). 

Para incorporar a SAM no melhoramento do cafeeiro, primeiramente é 

necessário identificar marcadores moleculares ligados aos genes de efeitos maiores e 

menores associados à resistência. Isso pode ser realizado detectando e mapeando 

Quantitative Trait Loci (QTLs) para a resistência ao patógeno em mapas genéticos. 

A identificação de locos ligados a características quantitativas é estratégia importante 

para conhecer melhor a genética de uma espécie. Por meio de marcadores 

moleculares, podem-se mapear QTLs e conhecer o número, a localização no genoma, 

o efeito dos genes de resistência a doenças e a interação entre eles (TAKAGI et al., 

2013). Esses conhecimentos poderiam facilitar a busca e manipulação da resistência 

a doenças.  

A construção de mapas genéticos saturados em C. arabica tem sido 

dificultada devido ao baixo nível de polimorfismo no germoplasma e complicações 

advindas da poliploidia. Além disso, poucos são os trabalhos que mapearam 

marcadores moleculares ligados aos genes de resistência à ferrugem (PRAKASH et 

al., 2004; MAHÉ et al., 2008; BRITO et al., 2010; DIOLA et al., 2011). Em nenhum 

dos trabalhos foram identificados genes de efeito menor no patossistema Coffea-

Hemileia vastatrix. O trabalho de Prakash et al. (2004) foi realizado em uma 

população F2 derivada de C. liberica, em que foram mapeadas 21 marcas AFLP 

ligadas ao gene de resistência SH3. Dando sequência a esse estudo, Mahé et al. 

(2008), trabalhando com marcadores SSR, AFLP e SCAR, identificaram três 

marcadores cossegregando perfeitamente com o gene SH3. Brito et al. (2010) 

mapearam duas marcas AFLP ligadas a um dos genes de resistência à raça II de H. 

vastatrix presente no Híbrido de Timor UFV 427-15. Posteriormente, Diola et al. 

(2011), trabalhando com esse mesmo gene, apresentaram uma região de alta 
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densidade com seis marcadores SCAR delimitando uma região cromossômica de 

9,45 cM e flanqueando o gene de resistência em 0,7 e 0,9 cM. 

Visando caracterizar outros genes de resistência à ferrugem presentes no Híbrido de 

Timor, os objetivos deste estudo foram estudar a herança da resistência do Híbrido 

de Timor UFV 443-3 às raças I e II e ao patótipo 001 de H. vastatrix e confirmar o 

número e posição dos genes identificados no estudo de herança em mapa genético de 

ligação, a fim de serem usados na Seleção Assistida por Marcadores Moleculares. 
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2. MATERIAL E MÉTODOS 

2.1. Material vegetal 

Para o estudo da herança da resistência do cafeeiro à ferrugem,foram 

utilizadas populações derivadas do cruzamento entre o Híbrido de Timor UFV 443-

03 (progenitor resistente) e o Catuaí Amarelo IAC 64 (UFV 2148-57) (progenitor 

suscetível). A planta F1, denominada H-511-1, foi autofecundada em condições 

controladas para se obter a população segregante F2 (247 indivíduos). Além disso, foi 

feito o retrocruzamento com o Híbrido de Timor UFV 443-03 e com o Catuaí 

Amarelo UFV 2148-57, para obtenção dos retrocruzamentos resistente (RCr) (87 

indivíduos) e suscetível (RCs) (115 indivíduos), respectivamente. Para o 

mapeamento genético, foi utilizada apenas a população F2. 

2.2. Análisefenotípica 

Os uredósporos das raças I e II e do patótipo 001 de H. vastatrix foram 

multiplicados e inoculados de acordo com a metodologia descrita por Capucho et al. 

(2009). A inoculação foi efetuada em um total de 449 plantas, sendo 247 

correspondentes à população F2, 115 RCs e 87 RCr, bem como os progenitores e a 

planta F1, usando-se a estratégia de discos foliares descrita por Eskes (1982). 

Foram realizadas três repetições das plantas, que corresponderam a 

inoculações em épocas diferentes, das populações F2 e RCs; e duas repetições da 

RCr. A avaliação da resistência/suscetibilidade foi efetuada de acordo com Capucho 

et al. (2009), seguindo a escala de Tamayo et al. (1995), que se baseia na ausência ou 

presença de uredósporos. De acordo com essa escala, são consideradas resistentes as 
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notas 1 a 3; a ausência de sintomas, nota 1; as lesões cloróticas pequenas, nota 2; e as 

lesões cloróticas grandes sem esporulação,  nota 3. A suscetibilidade (notas 4 a 6) é 

atribuída a lesões cloróticas grandes com poucos uredósporos, ocupando menos de 

25% da área foliar (nota 4), lesões com esporulação ocupando de 25 a 50% da área 

(nota 5) e lesões com esporulação ocupando mais de 50% da área com uredósporos 

(nota 6).  

2.3. Estudo de herança 

Com o intuito de verificar a segregação fenotípica para 

resistência/suscetibilidade das plantas, foi utilizado o teste qui-quadrado (χ
2), com o 

auxílio do Software Genes (CRUZ, 2013). Para a população F2 foram testadas as 

proporções fenotípicas esperadas para um gene (3:1 e 1:3), dois genes (15:1, 13:3, 

7:9, 9:7, 3:13 e 1:15) e três genes (63:1, 61:3, 55:9, 37:27, 27:37, 9:55, 3:61, 1:63, 

57:7, 51:13, 49:15, 43:21, 25:39 e 19:45), significativos a 5% de probabilidade. Nas 

populações de retrocruzamento foram testadas as proporções para um gene (1:1) e 

para dois e três genes (3:1). 

2.4. Genotipagem com marcadores moleculares 

2.4.1. Extração DNA 

A extração de DNA dos progenitores (Híbrido de Timor UFV 443-03 e 

Catuaí Amarelo UFV 2148-57), da planta F1 H 511-1 e das 247 plantas da população 

F2 foi realizada utilizando a metodologia descrita por Diniz et al. (2005). A qualidade 

do DNA foi avaliada em gel de agarose (1%) e sua quantificação, em 

espectrofotômetro NanoDrop 2000 Spectrophotometer Thermo Scientific. As 

amostras de DNA foram padronizadas em 25 ng/µL e armazenadas a -20 °C. 
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2.4.2. Marcadores SSR 

Inicialmente, foram efetuados testes de polimorfismo dos primers SSR 

utilizando o DNA dos progenitores e de 10 indivíduos da população F2. Foram 

testados 373 pares de primers SSR de cafeeiro (COMBES et al., 2000; ROVELLI et 

al., 2000; BARUAH et al., 2003; COULIBALY et al., 2003; MONCADA; 

MCCOUCH, 2004; PONCET et al., 2004; BHAT et al., 2005; HENDRE et al., 2008; 

MISSIO et al., 2009b; MISSIO et al., 2011). As reações de PCR foram realizadas de 

acordo com as metodologias descritas por Missio et al. (2009a). A detecção do 

polimorfismo dos marcadores foi realizada em gel de poliacrilamida desnaturante 6% 

e corada com nitrato de prata, conforme protocolo descrito por Brito et al. (2010), e 

em sequenciador automático ABI 3130 xl Genetic Analyzer (Applied Biosystems). 

Para análise no sequenciador, um dos primers do par que amplifica cada loco 

microssatélite, o foward, foi marcado com um fluoróforo específico (6-FAM, azul, 

ou NED, amarelo, ou HEX, verde). No entanto, as reações de PCR para cada primer 

foram efetuadas separadamente e a reação de três fluoróforos específicos, misturada 

para ser analisada, caracterizando um “falso multiplex”. Cada reação de PCR foi 

diluída na proporção de 1:10, e 1 µL dessa diluição foi transferido para uma placa 

específica do sequenciador contendo 6,8 µL de formamida HI-DI Applied 

Biosystems e 0,2 µL do Rox-500 (padrão de peso molecular marcado com fluoróforo 

RED). A reação foi desnaturada em termociclador a 95 ºC, por 3 min. Em seguida, as 

amostras foram eletroinjetadas no sequenciador, utilizando capilares de sílica de 50 

cm de comprimento e 50 µm de diâmetro e preenchidas com polímero POP 7, 

conforme recomendação do fabricante. Os fragmentos foram analisados por meio do 

software GeneMapper V4.1 Applied Biosystems. 

2.4.3. Marcadores AFLP 

A técnica de AFLP foi realizada conforme descrito por Brito et al. (2010), 

com algumas modificações. Os DNAs dos progenitores (Híbrido de Timor UFV 443-

03 e Catuaí Amarelo UFV 2148-57) e dos indivíduos F2 resultantes desse 

cruzamento foram digeridos com as enzimas de restrição EcoRl e Msel por 8 h, a 37 

°C. Os fragmentos gerados foram ligados aos adaptadores específicos, utilizando-se a 
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enzima T4 DNA ligase por 14 h, a 4 °C. O material digerido e ligado foi diluído 1:10 

em TE pH 8,0 e armazenado a -20 °C. A amplificação pré-seletiva foi realizada com 

primers complementares aos adaptadores, contendo um nucleotídeo adicional (N) na 

extremidade 3´. O produto pré-amplificado foi diluído 1:40 em TE pH 8,0 e 

armazenado a -20 °C. Para a reação de amplificação, foram utilizadas 17 

combinações de primers seletivos resultantes de EcoRl e Msel (E-CAG/M-TGC; E-

CAT/M-AGT; E-CCT/M-ATA; E-CCC/M-AGC; E-CCC/MAGA; E-CGA/M-ACA; 

E-CGG/M-ACG; E-CGT/M-TCT; E-CGA/M-TCC; E-CGC/M-ATA; E-CGT/M-

ATC; E-CTG/M-AAT; E-CTG/M-TAC; E-CTT/M-TGC; E-CTC/M-AGT; E-

CTC/M-AAG; e E-CTT/MTCG). Aos produtos amplificados foram adicionados 8 

µL de formamida (formamida 98%, EDTA pH 8,0, 10 mM, xylene cyanol 1 mg/mL e 

bromophenol blue 1 mg/mL). O polimorfismo dos marcadores foi observado em gel 

de poliacrilamida desnaturante (6%) e corado com nitrato de prata. 

2.4.4. Marcadores RAPD 

Conforme a metodologia descrita por Ferrão et al. (2013), foram utilizados 

quatro primers RAPD da Operon Technologies (OPA 001, OPA 014, OPA 017 e 

OPAB 009).Cada reação de amplificação dos primers RAPD consistiu de um volume 

total de 25 µl, contendo os seguintes componentes: 25 ng de DNA genômico, 1 U de 

Taq DNA polimerase, 0,1 mM de cada dNTP, 0,2 µM de primer, 50 mM de KCl, 10 

mM de Tris HCl pH 8,3 e 2 mM de MgCl2 e o volume final completado com água 

milli-Q estéril.  

2.4.5. Marcador primer-específico 

O primer específico CARF 005 foi utilizado de acordo com a metodologia 

descrita por Alvarenga et al. (2011). Esse primer amplifica uma região Disease 

Resistance Gene Analog (RGA) de 400 pb de um potencial gene de resistência a 

doenças. O CARF 005 foi desenvolvido a partir de sequência minerada do Projeto 

Brasileiro do Genoma Café e corresponde a uma porção do gene de resistência com 
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anotação “gi|24459841| emb|CAC82597.1| disease resistance-like protein” de C. 

arabica. 

2.5. Construção do mapa de ligação 

O mapa foi construído com base nos dados de genotipagem da população F2, 

utilizando-se um total de 17 combinações de primers AFLP, 58 primers SSR, quatro 

RAPD e um primer específico, o CARF 005. 

Os dados dos marcadores foram codificados e analisados no Software 

GQMOL (CRUZ, 2008). A representação gráfica do mapa de ligação foi efetuada no 

software MapChart (VOORRIPS, 2002). A segregação em cada marcador foi 

avaliada por meio do teste qui-quadrado (χ
2) (p = 0,05), usando-se a proteção de 

Bonferroni. A hipótese de segregação mendeliana foi de 3:1 para cada um dos 

marcadores. Os marcadores que apresentaram distorção de segregação foram 

considerados na construção do mapa, uma vez que não alteraram a posição inicial 

dos marcadores no mapa de ligação construído sem marcadores distorcidos. 

Os grupos de ligação foram formados e ordenados, utilizando-se LOD escore 

mínimo de 3,0 e máxima recombinação de 30%. As frequências de recombinação 

estimadas foram convertidas em distância genética (centiMorgans – cM). 

2.6. Mapeamento de QTLs associados à resistência do cafeeiro à ferrugem 

Os genes, previamente identificados no estudo de herança e envolvidos na 

resistência do cafeeiro, foram tratados como QTLs (Quantitative Trait Loci), com os 

objetivos de localizá-los no mapa genético e identificar marcadores a eles ligados. O 

objetivo foi identificar genes de efeitos maiores e menores envolvidos na resistência. 

Para isso, foram tomados os dados fenotípicos de cada planta da população F2, 

considerando-se a nota máxima das três repetições de inoculação.  A identificação de 

QTL associados à resistência do cafeeiro à H. vastatrix foi realizada com o auxílio do 

Software GQMOL (CRUZ, 2008). Utilizou-se a metodologia de intervalo simples, 

por meio da análise de regressão. Os possíveis QTLs foram verificados segundo a 

metodologia descrita por Lander e Botstein (1989), em que o coeficiente de 
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determinação do QTL corresponde ao pico de maior significância estatística do QTL, 

sendo adotado um valor de LOD escore superior a 3,0. A posição do possível QTL 

foi declarada quando os valores de LOD excederam os valores críticos de corte em 

cada grupo de ligação.  

2.7. Influência dos marcadores moleculares identificados na severidade da 

doença 

Os marcadores moleculares identificados associados aos QTLs foram 

utilizados para verificar o seu efeito na severidade da doença. Dessa forma, a média 

da severidade da doença dos indivíduos contendo o marcador ligado ao QTL foi 

comparada com a média de doença dos indivíduos que não continham o marcador. A 

comparação foi realizada pelo teste F a 5% de probabilidade, pelo método de marca 

simples, usando-se o Software GQMOL (CRUZ, 2008). 

A severidade média da doença em cada planta foi estimada pela nota máxima 

de três repetições, utilizando-se a escala de Tamayo et al. (1995) para as raças I e II e 

para o patótipo 001 de H. vastatrix.  
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3. RESULTADOS 

3.1. Avaliação da doença 

O Híbrido de Timor UFV 443-03, a planta F1 e as plantas do RCr foram 

resistentes às raças I e II e ao patótipo 001 de H. vastatrix, em todas as inoculações, 

enquanto o Catuaí Amarelo UFV 2148-57 foi suscetível. Esse resultado sugere que a 

resistência desse Híbrido de Timor é dominante para todos os três isolados do 

patógeno. 

Nas populações F2 e RCs, observou-se segregação na resistência dos três 

isolados de H. vastatrix. Na inoculação das plantas F2 com a raça I do patógeno 

foram observadas 226 plantas resistentes (93%)e 17 suscetíveis(7%), e na população 

de RCs verificaram-se 84 plantas resistentes (73,7%) e 30 suscetíveis(26,3%). Na 

raça II, das plantas avaliadas na população F2, 235 foram resistentes (95,52%) e 11 

suscetíveis (4,48%); e no RCs, 84 resistentes (73,04%)e 30 suscetíveis(26,96%). No 

patótipo 001, verificaram-se 231 plantas resistentes (93,90%) e 15 suscetíveis 

(6,10%) na população F2 e 85 resistentes (73,91%) e 30 suscetíveis (26,09%) no 

RCs. A frequência de indivíduos F2 em cada nota da escala de Tamayo et al. (1995) 

(notas variando de 1 a 3 (resistentes) e de 4 a 6 (suscetíveis)) pode ser verificada na 

Figura 1.  

Com base nos dados fenotípicos obtidos na população F2, foram testadas 22 

hipóteses de segregação esperada para um, dois e três genes, considerando-se o nível 

de significância de 5%. Nas três raças, duas proporções foram significativas: uma 

delas esperada para dois genes dominantes e independentes (15:1) e outra para três 

genes independentes, sendo dois dominantes e um recessivo (61:3) (Tabela 1). Na 

população de retrocruzamento suscetível, a proporção de segregação R:S 

significativa encontrada foi de 3:1 (Tabela 1). Essa segregação é esperada tanto para 
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utilizadas, foram obtidas 74 bandas polimórficas, com média de 4,35 bandas 

polimórficas/primer. Para o RAPD, do total de 46 marcadores analisados, apenas 

quatro foram polimórficos, sendo observada uma banda polimórfica/primer.  

 

Tabela 1 - Proporção esperada e observada para dois e três genes responsáveis pela 

resistência, nos progenitores F1, população F2, retrocruzamento resistente 

(RCr) e retrocruzamento suscetível (RCs) 

 População 
Proporção 
Esperada 

Número 
observado 

Número 
esperado 

χ2 
Probabilidade 

% 
  R S R S R S   

Raça 
I 

UFV 443-03 1 0 1 0 1 0 - - 
UFV 2148-

57 
0 1 0 1 0 1 - - 

F1 1 0 1 0 1 0 - - 
RCr1 1 0 87 0 87 0 - - 

F2 15ª 1 226 17 227,8 15,2 0,23 63,10 
F2 61b 3 226 17 231,6 11,4 2,90 8,87 

RCs2 3ab 1 84 30 85,5 28,5 0,10 74,56 

Raça 
II 

UFV 443-03 1 0 1 0 1 0 - - 
UFV 2148-

57 
0 1 0 1 0 1 - - 

F1 1 0 1 0 1 0 - - 
RCr1 1 0 87 0 87 0 - - 

F2 15ª 1 235 11 230,6 15,4 1,33 24,92 
F2 61b 3 235 11 234,5 11,5 0,02 87,27 

RCs2 3ab 1 80 35 86,25 28,75 1,81 17,83 

Patóti
-po 
001 

UFV 443-03 1 0 1 0 1 0 - - 
UFV 2148-

57 
0 1 0 1 0 1 - - 

F1 1 0 1 0 1 0 - - 
RCr1 1 0 87 0 87 0 - - 

F2 15ª 1 231 15 230,6 15,4 0,01 92,13 
F2 61b 3 231 15 234,5 11,5 1,09 29,54 

RCs2 3ab 1 85 30 86,25 28,75 0,07 78,78 
1 Retrocruzamento resistente; 2 Retrocruzamento suscetível; a proporção esperada para dois genes 
(15:1, na geração F2); 

b proporção esperada para três genes (61:3, na geração F2); 
ab proporção esperada 

para dois e três genes, no retrocruzamento suscetível; R- plantas resistentes; S- suscetíveis; e χ
2- qui-

quadrado. 
 

3.2. Mapa de ligação 

Com o intuito de localizar todos os marcadores dominantes (AFLP e RAPD), 

codominantes (SSR), diploides e poliploides e o primer-específico em um mesmo 

mapa, bem como identificar os QTLs, todos os marcadores foram codificados de 

forma binária. Assim, para os SSR poliploides cada banda foi tratada como um loco 
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e para os SSR diploides, apenas o alelo acoplado ao progenitor resistente (Híbrido de 

Timor UFV 443-03) foi considerado. Dessa forma, um total de 137 marcadores 

polimórficos (74 AFLP, 58 SSR, 4 RAPD e 1 primer-específico (CARF 005)) foram 

analisados em toda a população F2. Desses, 21 apresentaram distorção na razão de 

segregação (15,32%), sendo 12 AFLP, 8 SSR e o primer-específico (Tabela 2). Os 

marcadores com distorção de segregação foram considerados para construção do 

mapa de ligação, uma vez que a ordem dos marcadores não foi alterada quando estes 

foram adicionados ao mapa. Os marcadores com distorção de segregação foram 

identificados com dois asteriscos em sua nomenclatura. 

O mapa ficou, portanto, com 12 grupos de ligação (GL), contendo 111 

marcadores e cobrindo uma distância de 976,78 cM do genoma (Figura 2 e Tabela 

2). Vinte e seis marcadores (12 AFLP, 13 de SSR e o primer-específico) não se 

ligaram a nenhum dos GL formados. A distância entre dois marcadores adjacentes 

variou de 0 (isto é, dois marcadores completamente ligados) a 29,39 cM. Os 

tamanhos individuais dos GL variaram de 18,39 cM (GL 12) a 234,61 cM (GL 1). A 

maior parte dos intervalos (84,85%) não excedeu a 20 cM. Dentro de cada grupo, a 

distância média entre marcadores variou de 5,29 cM (GL 5) a 20,06 cM (GL 10). E 

para todos os grupos de ligação, a distância média foi de 9,86 cM.  

Tabela 2 - Resumo do mapa de ligação para a população F2 de C. arabica 

GL 
Comp. 
(cM) 

Nº AFLP SSR RAPD RGA 
Dist. média 

(cM) 
Dist. min. e max. 

(cM) 
1 234,60 33 25 7 1 - 11,17 0,0-25,39 
2 137,10 13 11 1 1 - 13,71 0,0-22,69 
3 108,70 14 8 6 - - 15,52 0,0-23,10 
4 10,60 3 3 - - - 10,60 0,0-10,59 
5 160,40 14 3 10 1 - 13,36 0,0-25,39 
6 24,60 4 2 2 - - 24,60 0,0-24,60 
7 25,90 4 - 4 - - 12,95 0,0-13,80 
8 42,40 7 3 4 - - 10,60 0,0-15,50 
9 51,10 6 - 6 - - 10,22 0,80-25,60 
10 140,50 8 7 1 - - 20,07 8,59-29,39 
11 22,00 3 - 2 1 - 11,00 9,90-12,09 
12 18,40 2 - 2 - - 18,40 18,39 

Geral 976,30 110 62 45 4 - 9,86 0,00-29,39 
NL  26 12 13 - 1   

Distorc.  21 12 8 - 1   

GL - grupo de ligação; Comp.- comprimento em cM; cM- unidade em centiMorgan; Nº- número de 
marcadores; Dist. média (cM)- distância média entre marcadores; Dist. min. e max- distância mínima 
e máxima entre marcadores; NL - marcadores não ligados; e Distorc.- marcadores com segregação 
distorcida. 
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localizados nos GLs 2 e 10 (Tabela 3 e Figura 2). Todos os marcadores identificados 

associados ao(s) QTL(s) são alelos provenientes do progenitor resistente, Híbrido de 

Timor.  

Para os QTLs identificados foram estimados: a sua posição no GL, os seus 

efeitos (efeito aditivo (a) e de dominância (d)), o tipo de interação alélica (gmd), a 

média de severidade da doença e quanto da variação fenotípica está sendo explicada 

pelo QTL (R2) (Tabela 3).  

O grau médio de dominância (gmd) foi estimado segundo a fórmula: gmd = 

|d|/|a|, sendo considerado: AD = ausência de dominância quando gmd = 0; DP = 

dominância parcial quando 0 < gmd < 1,0; DC=dominância completa quando gmd = 

1,0; e SD = sobredominância quando gmd > 1,0. 

As estimativas dos efeitos genéticos e dos valores de gmd indicaram a 

ocorrência de diferentes tipos de interações alélicas para os marcadores identificados 

associados aos QTLs (Tabela 3). Para a raça I, as interações gênicas encontradas 

foram de SD (três marcadores) e DC (um marcador). Para a raça II, os dois 

marcadores identificados associados aos QTLs apresentaram interação alélica de SD. 

Para o patótipo 001, a interação gênica foi de DP (três marcadores) e SD (um 

marcador). 

Por meio da análise da severidade média da doença (Tabela 3), foi possível 

observar que todos os marcadores identificados associados aos QTLs foram capazes 

de aumentar a resistência das plantas. Assim, a presença do alelo A1
─ (proveniente 

do progenitor resistente Híbrido de Timor) reduziu a severidade média da doença. 

Isso demonstra que todos os alelos de resistência identificados são provenientes do 

progenitor Híbrido de Timor.  

Para a raça I, foi possível identificar quatro QTLs. Dois QTLs no GL 2 e um 

nomeado QTL1_raça-1ficaram localizados a 22,70 cM do marcador E-CGC/M-ATA 

1 (Figura 2), explicando 9,10% da variação fenotípica. O outro nomeado 

QTL2_raça-I foi localizado a 3,01 cM do marcador E-CTG/M-AAT 1 (Figura 2), 

explicando 8,90% da variação fenotípica. O terceiro QTL (QTL3_raça-I) foi 

identificado no GL 3 (Figura 2), a 13,01cM do marcador EST-SSR 050, explicando 

5,70% da variação fenotípica. O quarto QTL (QTL4_raça-I) foi identificado no GL 

10 (Figura 2), localizado a 12,01 cM do E-CGA/M-TCC 4, explicando 7,80% da 

variação fenotípica. 
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Tabela 3 - Marcadores moleculares associados a QTLs para resistência do cafeeiro à ferrugem, identificados por intervalo simples por  

meio da análise de regressão (LOD>3) 

 GL Marcador/ QTL Pb 
Pos. 
(cM) 

LOD R2 (%) M a d gmd 
Interaçã
o alélica 

Média de 
severidade 

Redução na 
severidade 
média (%) A1─ A2A2 

  Raça I  

QTL 1 2 E-CGC/M-ATA 1 145 22,70 5,516 9,10 3,06 -0,49 -0,51 1,03 DC 
2,782

8 
3,250

0 
14,38 

QTL 2 2 E-CTG/M-AAT 1 670 3,01 4,941 8,90 3,60 0,39 -1,57 - 4,11 SD 
2,785

0 
3,295

5 
15,49 

QTL 3 3 EST-SSR 050 129 13,01 3,127 5,70 3,73 0,45 -1,87 - 4,19 SD 
2,852

9 
2,976

2 
4,14 

QTL 4 10 E-CGA/M-TCC 4 800 12,01 4,345 7,80 3,14 -0,11 -0,75 6,98 SD 
2,771

7 
3,177

4 
12,77 

  Raça II  

QTL 1 2 E-CTG/M-AAT 1 670 3,70 3,147 5,80 2,75 -0,21 -0,42 2,00 SD 
2,450

0 
2,886

4 
15,12 

QTL 2 10 E-CCC/M-AGA 1 220 8,01 4,505 8,10 1,93 -0,96 1,16 - 1,21 SD 
2,384

6 
3,016

9 
20,96 

  Patótipo 001  

QTL 1 2 E-CGC/M-ATA 1 145 17,01 8,071 13,40 2,53 -0,71 -0,56 0,79 DP 
2,085

9 
2,833

3 
26,38 

QTL 2 2 E-CTG/M-AAT 1 670 0,00 9,968 16,20 2,13 -0,90 0,29 - 0,33 DP 
2,070

0 
3,000

0 
31,00 

QTL 3 3 EST-SSR 050 129 12,01 4,229 7,50 3,43 0,40 -2,38 - 3,46 SD 
2,152

0 
2,619

0 
17,83 

QTL 4 10 E-CGA/M-TCC 4 800 0,00 8,351 13,80 2,00 -0,80 0,39 - 0,48 DP 
2,005

4 
2,903

2 
30,92 

GL - grupo de ligação; Marcador/QTL- marcadores identificados associados a QTLs das raças I e II e ao patótipo 001; Pb- pares de base do marcador molecular; 
LOD - logaritmo da base 10; e R2- coeficiente de determinação da regressão, que corresponde à porcentagem da variação fenotípica explicada pelo QTL;  m- média 
da característica na população; a- efeito aditivo correspondente aos genótipos homozigotos, assume valores -1 e 1 para qq e QQ, respectivamente; d- efeito de 
dominância correspondente ao genótipo heterozigoto, Qq; gmd- grau médio de dominância, corresponde às estimativas dos efeitos genéticos e dos valores de d/a 
para cada QTL, indicando a ocorrência de diferentes tipos de interações alélicas; AD- ausência de dominância; DP- dominância parcial; e SD- sobredominância. 
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Dois QTLs foram identificados para a raça II. Um QTL (QTL1_raça-II) 

localizado no GL 2, a 3,70 cM do marcador E-CTG/M-AAT 1, explicando 5,80% da 

variação fenotípica. O outro QTL (QTL2_raça-II) localizado no GL 10 a 8,01 cM do 

marcador E-CCC/M-AGA1 explicou 8,10% da variação fenotípica (Figura 2). 

Para o patótipo 001 foram identificados quatro QTLs (dois no GL 2, um no 

GL 3 e um no GL 4), Figura 2. No GL2, um dos QTLs (QTL1_pathotype-001) 

identificados ficou localizado a 17,01 cM do marcador E-CGC/M-ATA 1, 

explicando 13,40% da variação fenotípica. O outro QTL (QTL2_ pathotype- 001) no 

GL2 foi localizado a 0,00 cM do marcador E-CTG/M-AAT 1, explicando 16,20% da 

variação fenotípica.No GL 3, o QTL (QTL3_pathotype-001) foi identificado 

localizado a 12,01 cM do marcador EST-SSR 050, explicando 7,50% e 8,80% da 

variação fenotípica. No GL10, o QTL (QTL4_pathotype-001) identificado ficou 

localizado a 0,00 cM do marcador E-CGA/M-TCC 4, explicando 13,80% da variação 

fenotípica. 
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4. DISCUSSÃO 

4.1. Avaliação da ferrugem 

As análises fenotípicas não permitiram concluir se a resistência do Híbrido de 

Timor UFV 443-03 à ferrugem é condicionada por dois genes dominantes 

independentes ou três genes independentes, sendo dois dominantes e um recessivo, 

pois ambas as hipóteses não foram rejeitadas pelo teste χ2 (P>0,05). Dessa forma, 

realizou-se a análise genômica para verificar a presença ou ausência do gene 

recessivo envolvido na resistência do Híbrido de Timor e, assim, auxiliar no 

entendimento da herança dessa importante fonte de resistência a diferentes raças de 

H. vastatrix. 

Em outros acessos de Híbrido de Timor inoculados com diferentes raças, 

observou-se que a resistência era governada por um ou três genes dominantes. 

Pereira (1995), trabalhando com sete acessos de Híbrido de Timor com as raças II e 

XXV de H. vastatrix, verificou que em seis acessos a herança era governada por três 

genes dominantes e independentes e em apenas um por um gene dominante.  Brito et 

al. (2010) encontraram um gene dominante conferindo resistência ao Híbrido de 

Timor UFV427-15 e à raça II de H. vastatrix. 

4.2. Mapa de ligação 

A construção do mapa genético de ligação foi dificultada pelo baixo nível de 

polimorfismo encontrado pelos marcadores moleculares. Do total de 373 pares de 

marcadores moleculares SSR analisados, apenas 58 foram polimórficos. O baixo 
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polimorfismo foi também identificado em outros trabalhos e justificado pela base 

genética estreita apresentada por C. arabica. Vieira et al. (2010), ao analisarem 127 

marcadores SSR, encontraram apenas 22 polimórficos. Herrera et al. (2009) e  Geleta 

et al. (2012) identificaram três e oito marcadores polimórficos, ao trabalharem com 

13 e 12 SSR, respectivamente. 

Os SSR são largamente utilizados para a construção de mapas de ligação, por 

serem, em geral, altamente polimórficos, informativos e servirem como âncoras para 

integração de mapas de ligação, além de requererem pequena quantidade de DNA 

para reação de PCR (CHISTIAKOV et al., 2006; BALL et al., 2010). No entanto, o 

baixo polimorfismo dos marcadores SSR encontrados neste trabalho inviabilizou a 

construção de um mapa genético apenas com esse marcador. Dessa forma, foram 

incorporados no mapa genético de ligação os marcadores moleculares AFLP e 

RAPD.  

Os marcadores AFLP analisados apresentaram, em média, 4,35 bandas 

polimórficas/primer, enquanto nos RAPD apenas uma banda polimórfica/primer. O 

baixo polimorfismo também foi observado por Brito et al. (2010), Ky et al. (2000) e 

Pearl et al. (2004), que identificaram para AFLP 1,10; 6,5; e 1,34 bandas 

polimórficas/primer, respectivamente. Para os marcadores RAPD, Teixeira-Cabral et 

al. (2004) e Oliveira et al. (2007) encontraram 1,18 e 1,3 bandas polimórficas/primer, 

respectivamente. 

Os marcadores AFLP e RAPD analisados, apesar de também apresentarem 

baixo polimorfismo, contribuíram para saturar o mapa genético de ligação 

construído. Os AFLP, por serem multilocos, permitiram a saturação do mapa 

genético com maior rapidez e eficiência.  

Devido à poliploidia da espécie, outro fator que dificulta a construção de 

mapas genéticos é a distorção de segregação (DS). Do total de 137 marcadores 

utilizados neste trabalho, verificou-se a distorção em 21 (15,33%), valor inferior ao 

observado em alguns trabalhos sobre cafeeiro. A porcentagem de distorção de 

segregação dos marcadores depende não só da espécie em estudo, mas também do 

tipo de marcador e de população utilizados no mapeamento. Na construção de mapas 

genéticos do cafeeiro com marcadores RAPD, Oliveira et al. (2007), Teixeira-Cabral 

et al. (2004) e Paillard et al. (1996) verificaram 24,85%, 5,50% e 20,00% de 

segregação com distorção, respectivamente. O primeiro e o segundo trabalho 

utilizaram população de retrocruzamento derivada do Híbrido de Timor e o terceiro, 
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população de café robusta. Para marcadores AFLP,  Ky et al. (2000) e Pearl et al. 

(2004) verificaram distorção na ordem de 30%, em diferentes espécies de Coffea sp.e 

25% em população de C. arabica.  

Geng et al. (2007) demonstraram que marcadores com distorção de 

segregação afetam a distância genética no mapa de ligação, causando superestimação 

da distância entre marcadores adjacentes. No entanto, Luo et al. (2005), mesmo 

partindo do pressuposto de que a distorção de segregação afeta a segregação 

mendeliana, não recomendaram a exclusão de marcadores com distorção de 

segregação em mapa genético de ligação, com o intuito de localizar QTLs. Segundo 

esses autores, a exclusão desses marcadores poderá causar perda de informação se o 

marcador com distorção de segregação estiver associado a qualquer QTL. Alguns 

melhoristas não utilizam marcadores com distorção de segregação para mapeamento 

de QTLs. Entretanto, esses marcadores têm sido rotineiramente utilizados com 

segurança para o mapeamento de QTL, sem efeito prejudicial sobre o resultado, em 

diversos trabalhos (TRUCO et al., 2007; COUTO et al., 2010; GUO et al., 2013). 

Por meio de simulações, Zhang et al. (2010) e  Wen e Zhang (2013) 

demonstraram que, se o marcador com segregação distorcida estiver intimamente 

ligado a qualquer QTL, a distorção não vai ter impacto significativo sobre o 

mapeamento do QTL. Dessa forma, neste estudo não foram retirados os marcadores 

com distorção de segregação para a construção do mapa genético de ligação.  

O mapa genético construído apresentou distância média entre marcadores de 

9,86 cM, semelhante à encontrada em outros trabalhos de mapeamento em cafeeiros. 

Pearl et al. (2004), Teixeira-Cabral et al. (2004) e Oliveira et al. (2007) encontraram 

distância média de 10,2 cM, 7,3 cM e 7,5 cM, respectivamente. Dessa forma, apesar 

de apresentar algumas regiões pouco saturadas, o mapa de ligação construído foi 

considerado apropriado para identificação de QTLs. 

Uma vantagem do mapa de ligação obtido neste estudo em relação aos outros 

publicados para cafeeiros (PAILLARD et al., 1996; KY et al., 2000; LASHERMES 

et al., 2001; PEARL et al., 2004; TEIXEIRA-CABRAL et al., 2004; OLIVEIRA et 

al., 2007) é o maior número de indivíduos (247) analisados na população. População 

com número maior de indivíduos possibilita a geração de mapa genético de ligação 

mais acurado. Por meio de simulações, Ferreira et al. (2006) concluíram, a partir de 

populações F2, RILs e retrocruzamento, que populações com um total de 200 

indivíduos são consideradas suficientes para a construção de mapas genéticos 
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razoavelmente precisos. Cruz (2006) concluiu que, em populações F2, é inviável a 

utilização de amostras pequenas, como 50 indivíduos, mesmo com alto nível de 

saturação, sugerindo que amostras com tamanho mínimo de 100, 150 e 200 

indivíduos podem ser utilizadas para recuperação completa do genoma. Bhering e 

Cruz (2008), por análise de simulação, verificaram que o tamanho ideal de 

populações de irmãos-completos, completamente informativas, é de 200 indivíduos. 

Para família de meios-irmãos, Good-God (2008) concluiu que não são 

recomendáveis populações com 50 e 100 indivíduos, mesmo com alto nível de 

informatividade, e que com 200 indivíduos é possível obter mapas com fidelidade.  

Além dessas vantagens, o mapa construído possui 45 marcadores SSR que, 

por serem locos-específicos, podem ser utilizados como âncoras na integração de 

mapas parciais de cafeeiro, como alternativa para obtenção de um mapa genético 

saturado para essa cultura. Os SSR podem servir, também, para produção de sondas 

para FISH (Fluorescent in Situ Hybridization), com o intuito de integrar mapas 

genético e físico, possibilitando, assim, maior compreensão do genoma, sendo muito 

útil para mapeamento físico de genes. 

4.3. Identificação de QTLs 

A identificação e localização de QTLs foram verificadas em mapa genético 

de ligação com alguns marcadores moleculares com distorção de segregação (DS) 

mendeliana neste trabalho. Esses marcadores foram considerados por aumentar a 

saturação do mapa de ligação e, portanto, evitar o descarte de marcadores ligados a 

QTLs, o que resultaria na perda de informação relevante. Todavia, neste trabalho os 

marcadores com distorção de segregação não foram associados a nenhum dos QTLs 

identificados. 

Os marcadores moleculares identificados como associados aos QTLs 

explicaram a variação fenotípica de 5,70 a 16,20%. Valores semelhantes foram 

identificados para QTLs associados à resistência a outras doenças em diferentes 

espécies. Siviero et al. (2006) identificaram QTLs explicando a variação fenotípica 

entre 14 e 24% para a gomose do citrus. Risterucci et al. (2003) identificaram 

variação fenotípica de 7,5 a 12,4%, explicada pelos QTLs associados à resistência a 

Phytophthora spp. Em grão-de-bico, Sabbavarapu et al. (2013) identificaram dois 
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QTLs para resistência a Fusarium wilt, explicando 10,4 e 18,8% da variação 

fenotípica e seis QTLs para Ascochyta blight, sendo a maior variação fenotípica 

explicada por um dos QTLs de 31,9%. Esses autores relataram que a resistência a F. 

wilt é característica oligogênica e que os dois QTLs identificados correspondem a 

dois genes de efeito maior. No entanto, para A. blight, apenas o QTL que explicou 

31,9% da variação fenotípica correspondeu a um QTL de efeito maior. 

O valor da variação fenotípica explicado pela regressão (R2) pode ser afetado 

pela distância do marcador ao QTL e pela herdabilidade da característica. Por isso, é 

possível que os valores do coeficiente de determinação das associações dos 

marcadores com os respectivos QTLs encontrados neste trabalho tenham sido 

subestimados, uma vez que a distância dos marcadores aos QTLs varia de 0,0 a 22,70 

cM. O refinamento da posição onde foram localizados os QTLs permitirá uma 

localização mais precisa dos seus limites, auxiliando ainda mais na identificação de 

genes.  

Por meio da análise conjunta de QTLs para os três isolados estudados, foi 

possível observar que o QTL localizado no GL2 associado ao marcador E-CTG/M-

AAT 1, como também o QTL localizado no GL10 associado ao marcador E-CCC/M-

AGA 1, confere resistência às raças I e II e ao patótipo 001. O QTL, no GL2, 

associado ao marcador E-CGC/MATA 1, assim como o QTL localizado no GL3 

entre os marcadores EST-SSR 050 e EST-SSR 107, confere resistência à raça I e ao 

patótipo 001. Dessa forma, os mesmos genes podem estar envolvidos na resistência à 

raça I e ao patótipo 001 ou a região contém genes próximos que conferem resistência 

a eles. De fato, genes de resistência estão frequentemente agrupados. O agrupamento 

pode ser resultante da duplicação de genes e processos de recombinação a partir de 

um ou alguns genes de ancestrais progenitores. Processos de recombinação e 

mutação entre os genes intimamente ligados ou muito próximos no cromossomo 

podem gerar novas especificidades de reconhecimento do patógeno, como outros 

genes de resistência (KEEN, 1990), importante para a coevolução planta-patógeno. 

A capacidade de reconhecimento de genes de virulência de patógenos está 

diretamente associada aos genes de resistência da planta, ou seja, plantas resistentes 

possuem mais genes de resistência do que genes de virulência do patógeno. Assim, 

os genes de virulência (v2 e v5)da raça I são capazes de infectar plantas de cafeeiro 

que apresentam os genes de resistência SH5 ou SH2,5. A raça II apresenta o gene de 

virulência v5, capaz de suplantar a resistência em plantas que possuem apenas o gene 
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de resistência SH5. De acordo com Capucho et al. (2009), o patótipo 001 possui o 

gene de virulência v5 e outro (s) não caracterizado (s), capazes de infectar plantas que 

contenham apenas o gene de resistência SH5 ou, além do SH5, outro (s) não 

identificado (s) que seja (m) complementar (es) aos genes de virulência desse 

isolado. A raça I e o patótipo 001 apresentam mais de um gene de virulência, o que 

de fato possibilita identificar maior número de genes de resistência, como observado 

neste trabalho. 

Os QTLs identificados no mapa de ligação possibilitaram inferir sobre a 

ausência do gene recessivo no Híbrido de Timor UFV 443-03, uma vez que não foi 

localizado QTL recessivo no mapa. Esse fato possibilita descartar a hipótese aceita 

no estudo de herança de que os três genes são dois dominantes e um recessivo, 

sugerindo que a resistência do Híbrido de Timor UFV 443-03 pode ser conferida por 

dois genes dominantes e independentes. Na raça II foi possível observar a presença 

de dois QTLs, o que confirma a presença de dois genes dominantes no Híbrido de 

Timor UFV 443-03, conferida à sua resistência a essa raça de H. vastatrix. No 

entanto, na raça I e no patótipo 001 foram identificados quatro QTLs, insinuando que 

a resistência do Híbrido de Timor UFV 443-03 a esses dois isolados pode ser 

condicionada por maior número de genes de resistência, em comparação com os 

resultados do estudo de herança. 

Esses resultados indicaram que o genoma da fonte de resistência do Híbrido 

de Timor UFV 443-03 possui quatro importantes regiões envolvidas nos mecanismos 

de resistência à ferrugem. Duas regiões (GL2 e GL10) para as raças I e II e o 

patótipo 001 e outras duas regiões (GL2 e GL3) para a raça I e o patótipo 001.  Dessa 

forma, a identificação dessas regiões por meio da seleção assistida por marcadores 

(SAM) possibilitará a introgressão desses genes/QTLs em variedades de interesse 

para os programas de melhoramento do cafeeiro que visam à obtenção de plantas 

com tolerância ou resistência durável a pelo menos três isolados (raça I e raça II e 

patótipo 001) de H. vastatrix.  

Os marcadores identificados tanto neste quanto em outros trabalhos 

(PRAKASH et al., 2004; MAHÉ et al., 2008; BRITO et al., 2010; DIOLA et al., 

2011), associados à resistência a H. vastatrix, podem ser utilizados em programas de 

melhoramento por meio da SAM, possibilitando inferir, de forma rápida e eficiente, a 

presença dos genes de resistência pela presença de marcadores moleculares nas 

progênies sem a necessidade de avaliar o fenótipo da característica (CAIXETA et al., 
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2009). Além disso, os marcadores moleculares podem ser utilizados para iniciar o 

mapeamento de alta resolução nas regiões onde foram detectados os QTLs, visando 

futura clonagem desses genes de resistência à ferrugem. Os marcadores SSR podem 

ser utilizados como âncoras na integração de mapas parciais de cafeeiro, como 

alternativa para obtenção de mapa genético saturado. Isso, de fato, possibilitará 

maior compreensão do genoma através de técnicas de biologia molecular avançada. 

Assim, tais informações deverão fornecer subsídios para futuros trabalhos de 

melhoramento visando obter genótipos mais resistentes e produtivos. 
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5. CONCLUSÃO 

 

 

Com base nos resultados, pode-se inferir que a resistência do Híbrido de 

Timor UFV 443-03 à raça II de H. vastatrix pode ser condicionada por dois genes 

dominantes e independentes. No entanto, a resistência desse mesmo híbrido à raça I e 

ao patótipo 001 de H. vastatrix pode ser conferida por quatro genes dominantes e 

independentes. Os marcadores moleculares identificados ligados aos genes/QTLs 

para resistência à ferrugem podem ser úteis em programas de melhoramento do 

cafeeiro baseado em seleção assistida por marcadores moleculares que visam 

resistência durável a diferentes raças de H. vastatrix, uma vez que permitirão 

selecionar plantas com resistência a pelo menos três isolados do patógeno. Assim, 

tais informações deverão fornecer subsídios para futuros trabalhos de melhoramento 

visando obter genótipos mais resistentes e produtivos.  
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RESUMO 

 

 

Mapas genéticos parciais de Coffea arabica foram construídos. No entanto, ainda 

não se dispõe de um mapa saturado e de referência para essa espécie. Para obtenção 

desse mapa de referência, foram construídos dois mapas parciais para posterior 

integração em um único mapa. O mapa parcial 1 foi desenvolvido com um total de 

137 marcadores moleculares utilizados para a genotipagem de 247 plantas F2 da 

população 1. Esse mapa ficou composto por 12 grupos de ligação (GL), contendo 

111 marcadores e cobrindo uma distância de 976,30 cM (centi-Morgan) do genoma, 

e a distância média entre marcadores foi de 9,86 cM. Outro mapa parcial (mapa 2) 

foi construído com 217 plantas F2da população 2, genotipadas com 141 marcadores 

moleculares. Desses, 101 marcadores foram distribuídos em 12 GL, cobrindo 

1.158,60 cM e uma distância média entre marcadores de 13,01 cM. A existência de 

18 locos em comum (marcadores âncoras) permitiu a integração dos dois conjuntos 

de dados. Foi possível combinar oito GL do mapa 1 e sete GL do mapa 2. A análise 

resultou em um mapa final de ligação com 16 GL, e sete deles correspondem à 

integração. O mapa integrado ficou composto por 191 marcadores, cobrindo 

1.423,40 cM do genoma de C. arabica. A distância média entre marcadores foi de 

8,13 cM, e apenas 12% dos intervalos ultrapassaram 20 cM. Esse mapa foi usado 

para identificar QTLs envolvidos na resistência à ferrugem (Hemileia vastatrix). Para 

essa análise, plantas de ambas as populações foram inoculadas com a raça II desse 

patógeno. Dois QTLs foram identificados, os quais correspondem aos dois QTLs 

encontrados no mapa parcial em trabalho anterior. A integração dos mapas parciais 

provou ser estratégia promissora para obtenção do mapa de referência para C. 

arabica, que pode ser utilizado para investigação do genoma dessa espécie, como a 
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análise de QTL, clonagem posicional de genes e seleção assistida por marcadores 

moleculares no programa de melhoramento do cafeeiro, bem como para comparação 

de genomas entre as espécies de café e futura integração dos mapas genético e físico. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

 

A busca por cultivares resistentes e produtivas e a necessidade de 

informações detalhadas sobre o genoma da espécie Coffea arabica têm demandado o 

desenvolvimento e uso de análise genética refinada. Essa análise permite aumentar o 

conhecimento sobre essa espécie e gerar informações básicas para manipulação 

gênica. A manipulação dos genes pode ser auxiliada por meio de mapas genéticos de 

ligação. Os mapas genéticos determinam a ordem, posição linear e distâncias 

relativas entre os genes ou marcadores genéticos ao longo dos cromossomos 

(GRIFFITHS, 2008). Além disso, fornecem informações sobre as taxas de 

recombinação em relação ao comprimento total do genoma, assim como a visão 

sobre rearranjos genéticos entre espécies próximas dentro e entre cromossomos. Uma 

das considerações importantes na construção de mapas genéticos de ligação são o 

número e tipo de marcador molecular a ser utilizado.  

Os SSR (Simple Sequence Repeats) são largamente utilizados para construção 

de mapas de ligação por serem, em geral, altamente polimórficos, informativos, locos 

específicos, codominantes, multialélicos, altamente reproduzíveis e de grande 

distribuição ao longo dos cromossomos, além de servirem como âncoras para 

integração de mapas de ligação, como também requerer pequena quantidade de DNA 

para reação de PCR (GONZALO et al., 2005; CHISTIAKOV et al., 2006; BALL et 

al., 2010; NOVELLI et al., 2013). Além dessas vantagens, os marcadores SSR são 

transferíveis entre espécies do mesmo gênero (CUBRY et al., 2008). A transferência 

de SSR entre espécies do gênero Coffea demonstrou-se bastante eficiente 

(RAZAFINARIVO et al., 2013).  
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Grandes quantidades de marcadores são requeridas para construção de mapas 

de ligação saturados. Mapas de ligação saturados são construídos com o intuito de 

aumentar o número de marcadores disponíveis ao longo do cromossomo e são 

necessários para a eficiente utilização de marcadores na análise genômica e no 

melhoramento de plantas (DIAZ et al., 2011). Além de possibilitarem a localização 

de regiões genômicas que controlam caracteres de importância e a quantificação dos 

efeitos dessas regiões na característica estudada, esses mapas permitem posicionar e 

clonar precisamente um gene de interesse entre duas marcas proximamente ligadas 

(CAIXETA; PESTANA, 2013).  

Em vista disso, a obtenção de um mapa de ligação saturado para C. arabica 

será um referencial para nele e, por meio dele, serem localizados os genes de 

interesse agronômico e elucidar as relações de ligação de tais genes. Contudo, a 

construção de mapas saturados em C. arabica tem sido um desafio devido ao longo 

ciclo da cultura, à dificuldade em manter grandes populações no campo, ao baixo 

nível de polimorfismos no germoplasma disponível, especialmente os de interesse 

para o melhoramento, a ausência de grande número de marcadores de DNA 

polimórficos e a sequência genômica para essa espécie e complicações advindas da 

poliploidia, que incluem o grande número de grupos de ligação (PAILLARD et al., 

1996). Em virtude das dificuldades citadas até o momento, os mapas de ligação 

construídos para a espécie C. arabica são parciais.  

O primeiro mapa de ligação construído para C. arabica foi com a utilização 

de marcadores AFLP (PEARL et al., 2004). Esse mapa consistiu de 456 marcadores 

distribuídos em 31 grupos de ligação. O comprimento total do mapa foi de 1.802,8 

cM, com uma distância média de 10,2 cM entre marcadores adjacentes. Outros dois 

mapas foram construídos com marcadores RAPD. Um deles foi construído a partir de 

uma população de retrocruzamento derivada do Híbrido de Timor CIFC 2570 e 

Mundo Novo IAC 464-18. Foram mapeados 82 marcadores RAPD em oito grupos de 

ligação, cobrindo uma distância de 560,6 cM do genoma (TEIXEIRA-CABRAL et 

al., 2004). O outro mapa também obtido de população de retrocruzamento, originado 

do cruzamento de outro Híbrido de Timor (UFV 445-46) com Catuaí Amarelo IAC 

30, resultou em 11 grupos de ligação, com 117 marcadores RAPD, cobrindo 803,2 

cM (OLIVEIRA et al., 2007).  

Para minimizar as dificuldades de construção de um mapa saturado para C. 

arabica, alternativa viável seria a construção de mapas parciais utilizando diferentes 
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populações segregantes e diferentes tipos de marcadores de DNA e a sua posterior 

integração. Mapas integrados podem ser utilizados para mapear genes qualitativos 

importantes, bem como locos que codificam para características quantitativas 

(Quantitative Trait Loci − QTLs) (DIAZ et al., 2011). 

Mapas genéticos integrados foram construídos em diversas culturas, 

incluindo uva (Vitis vinifera L.), alface (Lactuca spp.), milho (Zea mays), trevo-

vermelho (Trifolium pratense L.), pimenta (Capsicum spp.), nabo (Brassica rapa), 

melão (Cucumis melo L.), azevém (Lolium multiflorum), entre outros (FALQUE et 

al., 2005; TRUCO et al., 2007; VEZZULLI et al., 2008; ISOBE et al., 2009; LEE et 

al., 2009; STUDER et al., 2010; XU et al., 2010). Esses mapas foram, geralmente, 

construídos com os objetivos de determinar a posição relativa de marcadores 

transferíveis e aumentar o número de marcadores de DNA disponível, obtendo-se, 

assim, mapas saturados para estudo de comparação da localização de locos 

controladores de características quantitativas (QTL) e genes de interesse para o 

germoplasma.  

Da mesma forma, a construção de um mapa de ligação integrado para C. 

arabica deve permitir determinar a estabilidade das posições dos locos aleatórios nos 

germoplasmas de cafeeiro, bem como o aumento do número de locos no mapa de 

ligação. Análise de polimorfismo do genoma tem sido um foco recente na detecção 

de QTL e seleção assistida por marcadores em tentativa de aproveitar a diversidade 

genômica de uma espécie-alvo (GUPTA et al., 2005). 

Mapas integrados também são usados em estudos comparativos entre 

espécies e em análise comparativas com base em mapas genéticos, citogenéticos e 

físicos. Além disso, as informações da sequência do DNA fornecerão novos 

conhecimentos sobre a evolução de genomas, e o mapeamento de fatores que 

controlam características de interesse tornar-se-á possível à clonagem e 

caracterização funcional de novos genes, que funcionam no desenvolvimento da 

planta, na adaptação ao estresse abiótico e biótico ou na formação de outros 

caracteres agronômicas (GEBHARDT et al., 2005).  

A chave para integração de mapas distintos é, contudo, a presença de marcas 

comuns entre os mapas, de forma a servirem de “âncoras” para interligá-los. 

Somente quando há um número mínimo de âncoras disponível entre os diferentes 

mapas, estes podem ser representados juntos (SALGADO et al., 2011).  
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Em vista disso, o objetivo deste trabalho foi a construção de um mapa 

genético integrado para C. arabica a partir de duas populações F2, com o intuito de 

gerar um mapa- referência para essa espécie, assim como identificar genes e QTLs 

associados à resistência à ferrugem (Hemileia vastatrix). 
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2. MATERIAL E MÉTODOS 

2.1. Material vegetal das populações de mapeamento para o mapa integrado 

Duas populações foram utilizadas para construção do mapa integrado. A 

denominada população 1, constituída por 247 indivíduos F2originada da 

autofecundação controlada da planta F1 H511-1, é resultante do cruzamento artificial 

da cv. suscetível à ferrugem (Catuaí Amarelo IAC 64 (UFV 2148-57))com o 

progenitor resistente Híbrido de Timor (UFV 443-03). A outra população, 

denominada população 2, composta por 217 indivíduos F2originada da 

autofecundação controlada da planta F1 H419-1, é oriunda do cruzamento artificial 

entre a cultivar suscetível à ferrugem Catuaí Amarelo IAC 30 (UFV 2143-235 EL7) 

com o progenitor resistente à ferrugem Híbrido de Timor – CIFC 2570 (UFV 445-

46).  

2.2. Genotipagem das populações 

2.2.1. Extração de DNA 

A extração de DNA dos progenitores e dos indivíduos F2 das duas populações 

de mapeamento foi realizada utilizando a metodologia descrita por Diniz et al. 

(2005). A qualidade do DNA foi avaliada em gel de agarose (1%) e sua 

quantificação, em espectrofotômetro NanoDrop 2000 Spectrophotometer Thermo 
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Scientific. As amostras de DNA foram padronizadas em 25 ng/µL e armazenadas a -

20 °C. 

2.2.2. Marcadores SSR 

Os marcadores SSR polimórficos entre os progenitores de cada população de 

mapeamento foram utilizados para construção do mapa de ligação. Nas populações1 

e 2, foram utilizados 58 e 41 primers SSR, respectivamente, para construção do 

mapa de ligação  (Tabela 1).As reações de PCR foram realizadas de acordo com as 

metodologias descritas por Missio et al. (2009a). 
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Tabela 1 - Descrição dos primers SSR utilizados para genotipagem das populações 1 e 2 de mapeamento 

Primers Forward primer (5’ �3’) Reverse primer (5’�3’) Tm ºC Tam. Literatura 
EST-SSR 001a GAAGACCAAGCACCCTCAAC ACACCAACTACGGGCAGACA 59.4 151 Souza et al. (2013) 
EST-SSR 002 GAAGGGACAAAGACGCCTAA CGACAGATGCAGGAATAAACT 58.4 184 Souza et al. (2013) 
EST-SSR 006 a Xxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxx xxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxx 55.3 227 Não publicado 
EST-SSR 009 Xxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxx xxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxx 52.9 160 Não publicado 
EST-SSR 013 GCCTTGCTCATATCTGCTGTCT GATCCTTCAACTGAGCCAAA 49.6 141 Missio et al. (2011) 
EST-SSR 023 a GCCATTTCACAATCTCACCTC AGACCCAGCAGACAACAACA 57.3 207 Missio et al. (2011) 
EST-SSR 025 a AGATACCCACCGCCTAATCCT GCAACAACTTCTGCTCATCC 51.7 224 Missio et al. (2011) 
EST-SSR 032 CGGAGCAAGTGAATTGAACAGA AAAGGGAAAGGAAGAAGGAG 49.6 109 Missio et al. (2011) 
EST-SSR 034 a Xxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxx xxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxx 51 174 Não publicado 
EST-SSR 035 Xxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxx xxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxx 49.6 139 Não publicado 
EST-SSR 037 Xxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxx xxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxx 49.6 164 Não publicado 
EST-SSR 041 Xxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxx xxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxx 58.4 176 Não publicado 
EST-SSR 046 Xxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxx xxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxx 52.3 119 Não publicado 
EST-SSR 050 a Xxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxx xxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxx 52.3 129 Não publicado 
EST-SSR 060 Xxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxx xxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxx 51.7 140 Não publicado 
EST-SSR 061 Xxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxx xxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxx 49.6 155 Não publicado 
EST-SSR 062 a Xxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxx xxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxx 51.7 197 Não publicado 
EST-SSR 067 CGCCCGAAGATCAAACAA TTATATCCCGCGGCAAGTCC 53.7 100 Ferrão et al. (2013) 
EST-SSR 069 TGAGCTAACCAAGACCAGTTCC CAACAGGAAATCACCGCCTA 51.7 101 Missio et al. (2011) 
EST-SSR 074 a GCATCCTACCGAGTACATACAA TCCATCAACAACAACCGAAG 49.6 259 Souza et al. (2013) 
EST-SSR 077 a Xxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxx xxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxx 54.2 151 Não publicado 
EST-SSR 096 a GTGAACCTCCCTTTCCCTTG ACTGGTCTCTCGTCTGTGAA 57.3 152 Souza et al. (2013) 
EST-SSR 107 Xxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxx xxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxx 52.9 159 Não publicado 
SSR 004 a,b AGGCCTTCATCTCAAAAACC AGCGTTACTTGAGGCAAAGA 60-55 217 Rovelli et al. (2000) 
SSR 007 a TGACATAGGGGGCTAAATTG TTAATGGTGACGCTTTGATG 60-55 215 Rovelli et al. (2000) 
SSR 008 a CACTGGCATTAGAAAGCACC GGCAAAGTCAATGATGACTC 60-55 198 Rovelli et al. (2000) 
SSR 009 a,b ATGCCAAGTCGGAAAAGAA GGCAAGCTCTAGCCTTTGA 60-55 136 Rovelli et al. (2000) 
SSR 016 a,b ACCCGAAAGAAAGAACCAAG CCACACAACTCTCCTCATTC 60-55 140–146 Combes et al. (2000) 
SSR 018 a,b GGCTCGAGATATCTGTTTAG TTTAATGGGCATAGGGTCC 60-55 132–166 Combes et al. (2000) 
SSR 030 a,b ATGGGGCCAACTTGAATATG CAGGGCATCTATCTACTTCTCT 60–55 220 Poncet et al. (2004) 
SSR 034 a GGAGACGCAGGTGGTAGAAG TCGAGAAGTCTTGGGGTGTT 58 294 Poncet et al. (2004) 
SSR 035 a CTGGCATTAGAAAGCACCTTG GCTTGGCTCACTGTAGGACTG 60–55 158 Poncet et al. (2004) 
SSR 036 a,b ATGCCAAGTCGGAAAAGAA CACTAGCATAATTGCGTGGA 55–50 157 Poncet et al. (2004) 

Continua... 
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Tabela 1 - Cont. 

Primers Forward primer (5’ �3’) Reverse primer (5’�3’) Tm ºC Tam. Literatura 
SSR 040 a,b AAAGGAAAATTGTTGGCTCTGA TCCACATACATTTCCCAGCA 60–55 114 Poncet et al. (2004) 
SSR 045 a CTGAGCGCATGGAAGGAGTA GGAGACGCAGGTGGTAGAAG 58 194 Poncet et al. (2004) 
SSR 056 a,b AGCTATCTTTATCTCACACACAC GTTAGTGTTTCGATTTGGTACT 60–55 158 Poncet et al. (2004) 
SSR 057 a,b CTCGCTTTCACGCTCTCTCT CGGTATGTTCCTCGTTCCTC 60–55 102 Coulibaly et al. (2003) 
SSR 067 a,b CGTCTCGTTTCACGCTCTCT GATCTGCATGTACTGGTGCTTC 60–55 237 Poncet et al. (2004) 
SSR 070 a,b GTAACCACCACCTCCTCTGC TGGAGGTAACGGAAGCTCTG 60 167–230 Baruah et al. (2003) 
SSR 071 a GCTAAGTTCAATTGCCCCTGT GGGTTAATTTGATTGCGTGA 59 210–232 Baruah et al. (2003) 
SSR 072 b GCCAATTGTGCAAAGTGCT ATTCATGGGGCCTTTGTCTT 60 159–183 Baruah et al. (2003) 
SSR 085 a,b CTTCTCAGCTTTAGGTTCACTTT TTTTGAATACTGGCTCGTGAAC 55 291 Moncada &Mccouch 
SSR 091 a,b TTGCTTCGTTTTAAATGTGAGG AATTGTCTATAAAAAAGAGAG 55 135 Moncada &Mccouch 
SSR 095 a TAAGAAGCCACGTGACAAGTAA TATGGCCCTTCTCGCTTTAGTT 55 352 Moncada &Mccouch 
SSR-100 a,b ACCCTTTACTACTTATTTACTCTC ACATCCCCTTGCCATTTCTTC 55 157 Moncada &Mccouch 
SSR 122 a,b CGTCTCGTTTCACGCTCTCT GATCTGCATGTACTGGTGCTTC 60–55 237 Poncet et al. (2004) 
SSR 133 a,b GATACAACCTATCAAACGCATC CTGTAGGATTGGGTCATTTCC 60–55 103 Poncet et al. (2004) 
SSR 137 a AGCCTTGATATGCGGAAGAC AGGGTTTTGGACACAAGTAGG 60–55 167 Poncet et al. (2004) 
SSR 145 a CTGCGAGGAGGAGTTAAAGATA GCCGGGAGTCTAGGGTTCTGTG 57 138–150 Bhat et al. (2005) 
SSR 157 b AAACTAGCGGTACATTCCAACA TGCCCACATCTTGCTATTTTT 55 312 Moncada &Mccouch 
SSRCa 002 a CTGTCCCACCAACCAAAA CTTCAACCCCCAACACAC 57 258 Missio et al. (2009b) 
SSRCa 012 b TCTCCTCTATTCGCTGTTCTC TCTGTGCTCGTTTTTTTCAC 56 595 Missio et al. (2009b) 
SSRCa 018 a,b GTCTCGTTTCACGCTCTCTC ATTTTTGGCACGGTATGTTC 57 115 Missio et al. (2009b) 
SSRCa 023 a,b GACCCTTGCCTTTTGTTG GCCATTCATCCATTCATTC 56 259 Missio et al. (2009b) 
SSRCa 034 a,b TGGACAAGAAATTGAAGTGG GGGTTTAAATTATCGGGTGT 55 257 Missio et al. (2009b) 
SSRCa 045 b GACTTGTTGCATTCCCCTA GCGCATGTGAAGAGAAAGT 56 303 Missio et al. (2009b) 
SSRCa 052 a,b GATGGAAACCCAGAAAGTTG TAGAAGGGCTTTGACTGGAC 57 129 Missio et al. (2009b) 
SSRCa 080 a,b GTTCTTTCCGCCGTCAAT GAGAAGAGAGAGGAAGGGAA 57 250 Missio et al. (2009b) 
SSRCa 086 a,b AGAGAGAAGCCATGATTTGA TCAGTCCCAGAGAATAAGGA 54 105 Missio et al. (2009b) 
SSRCa 091 b CGTCTCGTATCACGCTCTC TGTTCCTCGTTCCTCTCTCT 56 110 Missio et al. (2011) 
SSRCa 095 a GAGAGAGCCGAGTGAAGAGA GAGAGAGAAGCCATGATTTGA 57 185 Missio et al. (2011) 
CaM 025 a TCCATCTTCCTTCATTTCTGCTGC CCTTCACCCCCTTTGCACTTCCT 57 186 Hendre et al. (2008) 
CARF 005 a GGACATCAACACCAACCTC ATCCCTACCATCCACTTCAAC  400 Alvarenga et al. (2011) 
CARF 014 b AGTCTGGGAGTAAATGGACAG GGTTTCAAGGGACACAAGG   Alvarenga et al. (2011) 

aPrimers genotipados na população 1 (proveniente da autofecundação controlada do híbrido F1 H511-1); bPrimers genotipados na população 2 
(proveniente da autofecundação controlada do híbrido F1 H511-1); a,bPrimers genotipados nas populações 1 e 2; e Tam.= tamanho. 
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2.2.3. Marcadores AFLP 

Os primers AFLP foram genotipados apenas na população 1. A técnica de 

AFLP foi realizada conforme descrito por Brito et al. (2010), utilizando 17 

combinações de primers seletivos resultantes de EcoRl e Msel (E-CAG/M-TGC; E-

CAT/M-AGT; E-CCT/M-ATA; E-CCC/M-AGC; E-CCC/MAGA; E-CGA/M-ACA; 

E-CGG/M-ACG; E-CGT/M-TCT; E-CGA/M-TCC; E-CGC/M-ATA; E-CGT/M-

ATC; E-CTG/M-AAT; E-CTG/M-TAC; E-CTT/M-TGC; E-CTC/M-AGT; E-

CTC/M-AAG; e E-CTT/MTCG).  

2.2.4. Marcadores RAPD 

Para a população do mapeamento 2, foram utilizados 67 primers RAPD, 

enquanto para a população 1, apenas quatro desse marcador (OPA 001, OPA 014, 

OPA 017 e OPAB 009). As reações de PCR foram realizadas de acordo com a 

metodologia descrita por Ferrão et al. (2013). 

2.2.5. Marcador primer-específico 

As duas populações de mapeamento foram analisadas com primers 

específicos para regiões RGA (Disease Resistance Gene Analog). Os primers 

utilizados foram o CARF 005 (população 1) e o CARF 014 (população 2). O primer 

CARF 005 amplifica uma região de 400 pb de um potencial gene de resistência a 

doenças. Esse primer foi desenvolvido a partir de sequência minerada do Projeto 

Brasileiro do Genoma Café e corresponde a uma porção do gene de resistência com 

anotação “gi|24459841| em b|CAC82597.1| disease resistance-like protein” de C. 

arabica (ALVARENGA et al., 2011). O primer CARF 014 corresponde a uma 

porção do gene de resistência com anotação gi|28555894| em b|CAD45029.1| 

NBS‑LRR disease resistance protein homologue [Hordeum vulgare] 

(ALVARENGA et al., 2011).  
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2.3. Construção de mapas parciais 

Os dados dos marcadores para cada população de mapeamento foram 

codificados e analisados no Software GQMOL (CRUZ, 2008). A representação 

gráfica dos marcadores em mapa genético de ligação foi efetuada em software 

MapChart 2.2 (VOORRIPS, 2002). A segregação em cada marcador foi avaliada por 

meio do teste qui-quadrado (χ2) (P = 0,05, grau de liberdade = 1), usando-se a 

proteção de Bonferroni. A hipótese de segregação mendeliana foi de 3:1 para cada 

um dos marcadores (AFLP, RAPD, SSR e RGA). Quanto aos marcadores SSR, 

apesar de serem codominantes, foi utilizado apenas o alelo do progenitor resistente, 

em vista da não disposição de softwares que detectam QTLs em mapas genéticos de 

ligação para marcadores codominantes e dominantes conjuntamente. Os grupos de 

ligação foram formados e ordenados utilizando LOD escore mínimo de 3,0 e máxima 

recombinação de 30%. As frequências de recombinação estimadas foram convertidas 

em distância genética (centiMorgans – cM). O mapa da população 1 foi denominado 

mapa 1 e o da população 2, mapa 2. 

2.4. Integração de mapas 

Os grupos de ligação das duas populações de mapeamento contendo 

marcadores comuns foram selecionados para serem integrados. A integração foi 

efetuada utilizando o Software GQMOL, pela metodologia proposta por Salgado et 

al. (2011). A diagramação do mapa foi realizada no software MapChart 2.2 

(VOORRIPS, 2002). 

De acordo com a metodologia proposta por Salgado et al. (2011), a 

integração envolveu quatro etapas: identificação dos marcadores comuns entre as 

duas populações, os quais foram identificados a priori como âncoras e, em seguida, 

para associar os correspondentes grupos de ligação do mapa integrado; obtenção de 

um mapa alinhado, sem enfatizar distâncias nem o posicionamento mais apropriado; 

estabelecimento do melhor ordenamento e geração do mapa ordenado; e obtenção do 

mapa integrado efetivo, com as posições relativas dos marcadores-âncora 

apropriadamente calculadas para melhor posicioná-los em um único grupo de 
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ligação. A precisão da posição dos marcadores-âncora depende do tamanho do 

intervalo do marcador-âncora no mapa parcial. 

2.5. Análise fenotípica para identificação de QTLs 

Os uredósporos da raça II de H. vastatrix foram inoculados de acordo com a 

metodologia descrita por Capucho et al. (2009) nas duas populações de mapeamento, 

em três épocas diferentes. A avaliação da resistência/suscetibilidade seguiu a escala 

de Tamayo et al. (1995), que se baseia na ausência ou presença de uredósporos. De 

acordo com essa escala, são consideradas resistentes (notas 1 a 3), a ausência de 

sintomas (nota 1), as lesões cloróticas pequenas (nota 2) e as lesões cloróticas 

grandes sem esporulação (nota 3). A suscetibilidade (notas 4 a 6) é atribuída a lesões 

cloróticas grandes com poucos uredósporos, ocupando menos de 25% da área foliar 

(nota 4), lesões com esporulação ocupando de 25 a 50% da área (nota 5) e lesões 

com esporulação, ocupando mais de 50% da área com uredósporos (nota 6).  

A identificação de QTLs associados à resistência do cafeeiro à H. vastatrix 

foi realizada com o auxílio do SoftwareGQMOL (CRUZ, 2008), utilizando-se a 

metodologia de intervalo simples, por meio da análise de regressão. Os possíveis 

QTLs foram verificados segundo a metodologia descrita por Lander e Botstein 

(1989), em que o coeficiente de determinação do QTL corresponde ao pico de maior 

significância estatística do QTL, sendo adotado um valor de LOD escore superior a 

3,0. A posição do possível QTL foi declarada quando os valores de LOD excederam 

os valores críticos de corte em cada grupo de ligação. 
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3. RESULTADOS 

3.1. Genotipagem das populações 

Inicialmente, foram feitos testes de detecção de polimorfismo entre os 

progenitores das duas populações de mapeamento. Do total de 373 marcadores SSR 

testados, 58 (15,54%) e 41 (10,99%) foram polimórficos para os progenitores das 

populações 1 e 2, respectivamente. Das 17 combinações de AFLP utilizadas para a 

população 1, foram obtidas 74 bandas polimórficas, média de 4,35 bandas 

polimórficas/primer. Os quatro primers RAPD utilizados na população1 

apresentaram apenas uma banda polimórfica/primer. Para a população 2, dos 67 

primers RAPD utilizados, obtiveram-se 99 (média de 1,48 banda/primer) bandas 

polimórficas. Com base em todos os marcadores utilizados, um total de 137 (58 SSR, 

74 AFLP, 4 RAPD e 1 RGA) marcadores moleculares foram utilizados para as 

populações 1 e 141 (99 RAPD, 41 SSR e 1 RGA) para a população 2.  

3.2. Construção de mapas parciais 

Para obtenção do mapa de ligação integrado, primeiramente construíram-se 

dois mapas parciais originados das duas populações F2 de C. arabica. Os mapas 

parciais de ligação foram chamados de mapa 1 (população 1) e mapa 2 (população 

2).  

O mapa de ligação 1 constituiu-se de 111 marcadores alocados em 12 grupos 

de ligação (GL), cobrindo 976,30 cM do genoma. Vinte e seis marcadores (12 AFLP, 

13 de SSR e o primer-específico) não se ligaram a nenhum dos GL formados. A 
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distância entre dois marcadores adjacentes variou de 0 (isto é, dois marcadores 

completamente ligados) a 29,39 cM. Os tamanhos individuais dos GL variaram de 

10,60 cM (GL 4) a 234,60 cM (GL 1). A maior parte dos intervalos (84,85 %) não 

excedeu a 20 cM. Dentro de cada grupo, a distância média entre marcadores variou 

de 10,22 cM (GL 9) a 24,60 cM (GL 6). E para todos os grupos de ligação a distância 

média foi de 9,86 cM (Tabela 2).  

No mapa de ligação 2, um total de 101 marcadores moleculares foram 

distribuídos em 12 GLs, cobrindo 1.158,60 cM do genoma. Quarenta marcadores (24 

RAPD e 16 SSR) não se ligaram a nenhum dos GLs formados. Os tamanhos 

individuais dos GLs variaram de 4,10 cM (GL 5) a 343,30 cM (GL 1). A distância 

entre dois marcadores adjacentes variou de 0 a30,0 cM. A maior parte dos intervalos 

(70,78%) não excedeu a 20 cM. Dentro de cada grupo, a distância média entre 

marcadores variou de 4,10 cM (GL 5) a 28,60 cM (GL 12). E para todos os grupos 

de ligação a distância média foi de 13,01 cM (Tabela 2).  

3.3. Integração de mapas 

Do total de marcadores SSR utilizados para construção dos mapas parciais, 

38 comuns foram genotipados nas duas populações. Desses, 18 marcadores foram 

localizados em ambos os mapas e, portanto, serviram como âncora para integração. 

Com base nesses marcadores, foi possível integrar oito GLs do mapa 1 com sete GLs 

do mapa 2 (Figuras 1 a 7). Os demais grupos de ligação dos dois mapas parciais não 

foram integrados devido à ausência de marcadores que permitissem o processo de 

ancoragem e consequente integração.  

Dessa forma, um mapa integrado composto por 16 GLs foi construído (Figura 

8), dos quais sete grupos correspondem à integração entre os mapas parciais. O mapa 

integrado ficou constituído por 191 (77 RAPD, 62 AFLP, 51 SSR e 1 RGA) 

marcadores, cobrindo 1.423,40 cM do genoma de C. arabica. A distância média 

interlocos foi de 8,13 cM, e apenas 12% dos intervalos entre marcadores excederam 

20 cM. Os tamanhos individuais dos GLs variaram de 4,10 cM (GL 12) a 355,0 cM 

(GL 1). Dentro de cada grupo, a distância média entre marcadores variou de 4,10 cM 

(GL 12) a 28,60 cM (GL 16) (Tabela 2 e Figura 8).  
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Considerando apenas os resultados dos GLs utilizados para integração dos 

mapas parciais, pode-se verificar na Tabela 3 que a distância média entre marcadores 

foi de 9,14 cM para o mapa 1 e 12,41 cM para o mapa 2, respectivamente. Avaliando 

apenas os resultados dos sete GLs integrados, verificou-se que a distância média 

entre marcadores foi de 6,98 cM e que 92,71% dos intervalos entre marcadores não 

excederam 20 cM (Tabela 3).  

3.4. Identificação de QTLs 

O mapa integrado foi utilizado para identificar QTLs envolvidos na 

resistência à ferrugem do cafeeiro (H. vastatrix). Para essa análise, plantas originadas 

de ambas as populações foram inoculadas com a raça II de H. vastatrix. Dois QTLs 

foram identificados, nomeados de QTL1 e QTL2 (Figura 2- GL 2 e Figura 8- GLs 2 

e 11). 
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Tabela 2 - Resumo dos mapas parciais de ligação e mapa integrado 

 Mapa 1 Mapa 2 Mapa Integrado 

GL 
Comp. 
(cM) 

Nº 
Dist. média 

(cM) 
Dist. min. e 
max. (cM) 

Comp. 
(cM) 

Nº 
Dist. média 

(cM) 
Dist. min. e 
max. (cM) 

Comp. 
(cM) 

Nº 
Dist. média 

(cM) 
Dist. min. e 
max. (cM) 

1 234,60 33 7,33 0,0-25,39 343,30 33 10,73 0,00-25,89 355,00 67 5,38 0,30-23,00 
2 137,10 13 11,42 0,0-22,69 187,00 14 14,38 0,00-30,00 143,60 23 6,52 0,80-18,60 
3 108,70 14 8,36 0,0-23,10 219,40 19 12,18 0,00-27,19 207,80 29 7,42 0,00-27,19 
4 10,60 3 5,30 0,0-10,59 143,60 12 13,05 2,79-28,19 224,00 26 8,96 0,00-24,60 
5 160,40 14 12,34 0,0-25,39 4,10 2 4,10 4,09 43,20 5 10,80 4,69-17,43 
6 24,60 4 8,20 0,0-24,60 35,60 4 11,87 8,59-17,60 61,40 6 12,28 8,92-25,00 
7 25,90 4 8,63 0,0-13,80 34,20 3 17,10 11,59-22,60 20,30 2 20,30 0,00-10,59 
8 42,40 7 7,06 0,0-15,50 65,60 5 16,40 11,80-25,00 10,60 3 5,30 0,00-24,60 
9 51,10 6 10,22 0,80-25,60 20,20 2 20,20 20,19 24,60 4 8,20 0,80-25,60 
10 140,50 8 20,07 8,59-29,39 22,80 2 22,80 22,80 51,10 6 2,04 8,59-29,39 
11 22,00 3 11,00 9,90-12,09 54,20 3 13,55 25,60-28,60 140,50 8 2,87 18,39 
12 18,40 2 18,40 18,39 28,60 2 28,60 28,60 4,10 2 4,10 4,09 
13 - - - - - - - - 34,20 3 8,55 11,59-22,60 
14 - - - - - - - - 20,20 2 20,20 20,19 
15 - - - - - - - - 54,20 3 13,55 25,60-28,60 
16 - - - - - - - - 28,60 2 28,60 28,60 

Geral 976,30 111 9,86 0,00-29,39 1158,60 101 13,01 0,00-30,00 1423,40 191 8,13 0,00-29,39 
NL  26    40    -   

Distorc.  21    28       

GL- grupo de ligação; Comp.- comprimento em cM; cM- unidade em centimorgan; Nº- número de marcadores; Dist. média (cM)- distância média entre marcadores; Dist. 
min. e max- distância mínima e máxima entre marcadores; NL- marcadores não ligados; e Distorc.- marcadores distorcidos. 
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Tabela 3 - Resumo dos grupos de ligação dos mapas parciais que foram utilizados para integração e apenas grupo de ligação integrado 

 Mapa 1 Mapa 2 Mapa integrado 
GL Comp. 

(cM) 
Nº Dist. 

média 
(cM) 

Dist. min. e 
max. (cM) 

Comp. 
(cM) 

Nº Dist. média 
(cM) 

Dist. min. e 
max. (cM) 

Comp. 
(cM) 

Nº Dist. média 
(cM) 

Dist. min. e 
max. (cM) 

1 234,60 33 7,33 0,0-25,39 343,30 33 10,73 0,00-25,89 355,00 67 5,38 0,30-23,00 
2 137,10 13 11,42 0,0-22,69 187,00 14 14,38 0,00-30,00 143,60 23 6,52 0,80-18,60 
3 108,70 14 8,36 0,0-23,10 219,40 19 12,18 0,00-27,19 207,80 29 7,42 0,00-27,19 
4 - - - - 143,60 12 13,05 2,79-28,19 224,00 26 8,96 0,00-24,60 
5 160,40 14 12,34 0,0-25,39 - - - - 43,20 5 10,80 4,69-17,43 
6 - - - - 35,60 4 11,87 8,59-17,60 61,40 6 12,28 8,92-25,00 
7 25,90 4 8,63 0,0-13,80 - - - - 20,30 2 20,30 0,00-10,59 
8 42,40 7 7,06 0,0-15,50 65,60 5 16,40 11,80-25,00 - - - - 
9 - - - - - - - - - - - - 
10 - - - - 22,80 2 22,80 22,80 - - - - 
11 22,00 3 11,00 9,90-12,09 - - - - - - - - 
12 18,40 2 18,40 18,39 - - - - - - - - 
13 - - - - - - - - - - - - 
14 - - - - - - - - - - - - 
15 - - - - - - - - - - - - 
16 - - - - - - - - - - - - 

Geral 749,50 90 9,14 0,00-25,39 1017,30 89 13,01 0,0-30,00 1055,30 158 6,58 0,00-27,19 

GL- grupo de ligação; Comp.- comprimento em cM; cM- unidade em centiMorgan; Nº- número de marcadores; Dist. média (cM)- distância média entre marcadores; e 
Dist. min.; e max- distâncias mínima e máxima entre marcadores. 
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4. DISCUSSÃO 

4.1. Genotipagem das populações 

Do total de 373 marcadores SSR utilizados neste trabalho, apenas 58 foram 

polimórficos na população 1 e 41 na população 2. O baixo polimorfismo encontrado 

pode ser justificado pelo fato de as cultivares brasileiras e o material genético de 

interesse para o melhoramento da espécie C. arabica serem bastante aparentados. 

Setotaw et al. (2013) observaram que apenas sete ancestrais contribuíram com 

97,55% da base genética das principais variedades plantadas no Brasil. Diferentes 

trabalhos com marcadores SSR têm demonstrado esse baixo polimorfismo em C. 

arabica. Vieira et al. (2010), ao analisarem 127 marcadores SSR, encontraram 

apenas 22 polimórficos. Herrera et al. (2009) e Geleta et al. (2012) identificaram três 

e oito marcadores polimórficos, ao trabalharem com 13 e 12 SSR, respectivamente. 

Devido ao baixo polimorfismo observado, as populações estudadas neste 

trabalho só foram genotipadas com 58 (população 1) e 41 (população 2) marcadores 

SSR. 

4.2. Construção de mapas parciais 

O baixo polimorfismo encontrado pelos marcadores SSR inviabilizou a 

construção de mapas parciais apenas com esse tipo de marcador. Dessa forma, foram 

incorporados nos mapas genéticos parciais de ligação outros tipos de marcadores 

moleculares (RAPD, AFLP e um RGA). Os marcadores AFLP e RAPD analisados, 

apesar de apresentarem também baixo polimorfismo (média de 4,35 bandas 

polimórficas/primers AFLP para a população 1; 1,0; e 1,47 bandas 
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polimórficas/primer RAPD para as populações 1 e 2, respectivamente), contribuíram 

para aumentar a saturação dos mapas parciais. Esses marcadores foram escolhidos 

por serem amplamente utilizados em estudos do cafeeiro da espécie C. arabica. 

Maluf et al. (2005) relataram que os AFLPs identificaram maior número de loco, mas 

menor quantidade de fragmento polimórfico. Em contraste, os marcadores RAPD e 

SSR produziram menor número de loco, no entanto maior número de alelos 

polimórficos, em comparação com os AFLP. Para os marcadores AFLP, esse fato 

também foi observado neste trabalho, tendo em vista que cada combinação de primer 

AFLP detecta em torno de 60 a 70 locos, no entanto apenas dois locos polimórficos 

foram detectados pela maioria das combinações de AFLP analisadas. Apesar do 

baixo polimorfismo encontrado nos diferentes trabalhos com cafeeiro, os marcadores 

AFLP têm sido utilizados para construção de mapas genéticos de ligação (KY et al., 

2000; LASHERMES et al., 2001; PEARL et al., 2004). 

Para a espécie C. arabica, até o momento foram publicados três mapas 

genéticos de ligação. Pearl et al. (2004) construíram um mapa parcial com 60 

indivíduos da população pseudo-F2 derivada do cruzamento entre as cultivares ‘Tall 

Mokka’ e ‘Catimor’, genotipadas com 456 marcadores AFLP. O comprimento total 

do mapa foi de 1.802,8 cM, com uma distância média de 10,2 cM entre marcadores 

adjacentes. Teixeira-Cabral et al. (2004) construíram um mapa com 104 indivíduos a 

partir de uma população de retrocruzamento derivada do Híbrido de Timor CIFC 

2570 e Mundo Novo IAC 464-18. Neste trabalho foram mapeados 82 marcadores 

RAPD em oito grupos de ligação, cobrindo uma distância de 560,6 cM do genoma. 

Outro mapa também obtido a partir de 59 indivíduos da população de 

retrocruzamento, originado do cruzamento do Híbrido de Timor (UFV 445-46) com 

Catuaí Amarelo IAC 30, resultou em 11 grupos de ligação, com 117 marcadores 

RAPD, cobrindo 803,2 cM (OLIVEIRA et al., 2007).  

Os mapas parciais de ligação construídos neste trabalho apresentam 

vantagens em relação aos outros publicados. Uma vantagem é o tamanho da 

população de mapeamento. O mapa 1 foi construído por meio da análise de 247 

indivíduos F2 e o mapa 2, de 217. Por meio de simulações, Ferreira et al. (2006) 

concluíram, a partir de populações F2, RILs e retrocruzamento, que o tamanho 

mínimo da população considerado suficiente para a construção de mapas genéticos 

precisos é de 200 indivíduos. Os mapas obtidos neste trabalho foram os primeiros a 

serem construídos com mais de 200 indivíduos. Outra vantagem são os tipos de 
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marcadores utilizados, e os primeiros mapas foram obtidos apenas com marcadores 

RAPD e AFLP. Nos mapas parciais construídos neste trabalho, foram incorporados 

marcadores SSR. Esses marcadores, por serem locos específicos, contribuem para a 

integração de mapas genéticos parciais em um único mapa integrado, permitindo 

maior cobertura do genoma da espécie. Além dessas vantagens, utilizaram-se dois 

marcadores específicos RGA (Disease Resistance Gene Analog), um para cada 

população de mapeamento. Os primers RGA amplificam regiões de um potencial 

gene de resistência a doenças (ALVARENGA et al., 2011).  

4.3. Integração de mapas 

A utilização de todos os mapas publicados para C. arábica (PEARL et al., 

2004; TEIXEIRA-CABRAL et al., 2004; OLIVEIRA et al., 2007) na integração de 

um único mapa foi impossibilitada pela falta de marcadores comuns entre eles. Com 

o intuito de obter um mapa mais saturado para essa espécie, foram construídos dois 

mapas parciais apresentando marcadores comuns (âncoras), entre eles para posterior 

integração em um único mapa. 

O mapa integrado construído neste trabalho será útil como um mapa-

referência de C. arabica, uma vez que contém número (191 marcadores) maior de 

marcadores que qualquer outro relatado até o momento. Além disso, o mapa 

integrado apresenta comprimento total e distância média de 1.423,40 e 8,13 cM, 

respectivamente. Esse fato demonstra maior densidade de marcador e menor 

distância entre marcadores do que os mapas parciais obtidos (976,30 e 9,86 cM para 

a população 1 e 1.158,60 e 13,01 cM para a população 2).  

Observando apenas os resultados dos GLs dos mapas parciais utilizados na 

integração (oito GLs do mapa 1 e sete GLs do mapa 2) e dos sete GLs integrados do 

mapa final, pode-se constatar aumento na sua resolução. A distância média obtida 

com esses GLs no mapa 1 foi de 9,14 cM e no mapa 2 de 12,41 cM, enquanto no 

mapa integrado se observou redução da distância média para 6,98 cM. Essa menor 

distância entre marcadores demonstra a importância da utilização da integração entre 

mapas parciais em C. arabica, resultando em maior saturação. Além disso, a 

combinação de vários tipos de marcadores em um único mapa, proveniente de 

diferentes backgrounds genéticos, aumenta as chances de identificar marcadores 
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polimórficos em determinada região do genoma em diferentes populações de 

interesse de melhoramento. Dessa forma, a integração facilita a análise de sintenia e 

seleção assistida por marcadores, bem como a análise genética (análise de QTL) e a 

clonagem de características importantes para a agricultura baseada em mapas 

(TRUCO et al., 2007). 

Assim, o mapa integrado construído neste trabalho pode servir como 

ferramenta fundamental para o melhoramento molecular de C. arabica e espécies 

afins, além de fornecer uma base para estudos de evolução e organização do genoma. 

Além disso, os fragmentos mapeados nos grupos de ligação podem também servir 

como sondas para trabalhos de hibridização in situ, contribuindo para a integração do 

mapa genético, mapa físico e mapa citogenético. Analisando as Figuras 1 a 7, pode-

se observar que a ordem dos marcadores nos GLs dos mapas parciais e o mapa 

integrado foram bem conservados, demonstrando que o mapa construído pode ser 

utilizado para essa finalidade. 

Os marcadores SSR presentes no mapa integrado podem, por serem locos 

específicos, ser utilizados para diferentes populações de mapeamento. Embora o 

mapa integrado possua algumas regiões pouco saturadas e pequenos grupos de 

ligação, os marcadores SSR facilitarão estudos de sintenia em C. arabica com outras 

espécies de importância econômica.  

A construção de mapas genéticos de alta densidade é crucial para a integração 

de mapas genéticos e físicos, ferramenta eficiente para vincular a variação fenotípica 

e genotípica (ZHAO et al., 2013). Mapas genéticos integrados com mapas físicos são 

atualmente bastante utilizados nas pesquisas científicas, com o intuito de obter um 

mapa saturado como referência para a cultura, além de facilitar a montagem do 

genoma com rapidez e eficiência, genômica comparativa, clonagem de genes 

importantes, atribuição dos grupos de ligação aos cromossomos, e para a pesquisa de 

cromossomos sexuais (STRATIKOPOULOs et al., 2008; YU et al., 2009; FEBRER 

et al., 2010; XU et al., 2010; HAN et al., 2011; LI et al., 2011; NINWICHIAN et al., 

2012; ZHAO et al., 2013). Os mapas físicos, genéticos e citogenéticos integrados 

com montagens de sequência do genoma inteiro melhoram a precisão e facilitam 

diretamente o isolamento de genes (FEBRER et al., 2010).  

A integração aumenta a possibilidade de encontrar marcadores informativos 

em alguma parte do genoma e, em último plano, diferenças genéticas inferindo sobre 

a diversidade genética da espécie. Além disso, mapas genéticos de alta densidade são 
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importantes para estudos de locos controladores de características quantitativas 

(QTL) (DIAZ et al., 2011). 

4.4. Identificação de QTLs 

Dois QTLs foram identificados associados à raça II de H. vastatrix. Os QTLs 

correspondem aos mesmos QTLs encontrados no mapa de ligação 1 para essa mesma 

raça do patógeno (dados não mostrados). Apesar de o QTL2 ser identificado em um 

grupo de ligação não resultante da integração e, sim, proveniente da população 1, os 

dados fenotípicos foram derivados das duas populações, e isso de fato poderá 

justificar que o QTL2 identificado seja de grande importância para as duas 

populações de mapeamento. Os dois QTLs identificados podem corresponder a genes 

maiores de resistência presentes no Híbrido de Timor. Os marcadores que 

flanqueiam os QTLs podem ser utilizados para seleção assistida por marcadores 

moleculares, com o intuito de selecionar indivíduos resistentes em fases iniciais do 

melhoramento do cafeeiro. Além disso, o posicionamento dos QTLs no mapa 

integrado irá facilitar análises comparativas entre QTLs de diferentes populações, 

tendo em vista proporcionarem conhecimentos sobre o controle genético da 

diversidade fenotípica nas várias cultivares de café arábica.  
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5. CONCLUSÃO 

 

 

O mapa integrado construído neste trabalho deve ser considerado o mapa de 

referência para C. arabica. Além disso, os marcadores SSR utilizados são 

potencialmente transferíveis para ampla gama de estudos genéticos, como a 

integração dos mapas físicos e genéticos, a análise de colinearidade, a clonagem de 

genes baseados em mapas e a seleção assistida por marcadores moleculares. Os 

QTLs identificados fornecem informações importantes sobre análise de genes 

candidatos para resistência/suscetibilidade à raça II de H. vastatrix.  
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RESUMO 

 

 

O desenvolvimento de diferentes tipos de marcadores moleculares tornou disponíveis 

várias ferramentas para selecionar indivíduos superiores no melhoramento genético 

de plantas. Uma das ferramentas que podem auxiliar os melhoristas é a seleção 

genômica ampla (GWS). Essa técnica utiliza informação direta do DNA na seleção, 

o que permite alta eficiência seletiva e rapidez na obtenção de ganhos genéticos em 

relação à tradicional seleção baseada apenas em dados fenotípicos. Em vista disso, os 

objetivos deste trabalho foram verificar a capacidade preditiva da GWS em predizer 

os valores genômicos dos cafeeiros para resistência à ferrugem, bem como comparar 

os marcadores identificados pela GWS com os identificados associados à resistência 

a três isolados de H. vastatrix (raças I e II e patótipo 001), por meio do mapa 

genético de ligação de Coffea arabica. Para isso, foram utilizados 245 indivíduos F2 

resultantes do cruzamento da cv. suscetível Catuaí Amarelo IAC 64 (UFV 2148-57) 

e da fonte de resistência ao Híbrido de Timor UFV 443-03, genotipados com 137 (74 

AFLP, 58 SSR, 4 RAPD e 1 primer-específico) marcadores moleculares. As 

estimativas dos parâmetros genéticos foram obtidas via BLASSO. A capacidade 

preditiva (CP) foi medida utilizando todos os indivíduos da população como 

população de treinamento e validação, como também dividindo aleatoriamente a 

população em 200 indivíduos para população de treinamento e 45 indivíduos para 

população de validação. Para o primeiro caso, a maior CP preditiva foi para o 

patótipo 001 (0,78). No segundo caso, a maior CP para população de validação foi 

para a raça I (0,49). Quando se utilizaram apenas os marcadores de maiores efeitos 

para cada isolado, a maior CP na população de validação foi para o patótipo 001 

(0,49). Ainda foi possível observar que as herdabilidades estimadas a partir de 
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marcadores moleculares para a resistência aos três isolados foram inferiores às 

herdabilidades baseadas em valores fenotípicos. Isso demonstra maior predição dos 

valores genômicos dos indivíduos na seleção genômica em comparação com a 

seleção fenotípica. A maioria dos marcadores identificados associados aos QTLs no 

mapa genético de ligação foi identificada também pela GWS, confirmando a acurácia 

da metodologia utilizada. Além disso, a GWS permitiu predizer, com sucesso, os 

valores genômicos dos indivíduos. 
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1.INTRODUÇÃO 

 

 

Ao longo dos anos, vários métodos de melhoramento surgiram com o 

objetivo de otimizar o processo de seleção de indivíduos que apresentam caracteres 

de interesse agronômico. Contudo, a estratégia básica utilizada até hoje é a de 

predizer o valor genético do indivíduo, baseado em informações fenotípicas. No 

entanto, com o desenvolvimento de marcadores moleculares e o avanço em técnicas 

de biologia molecular, surgiu a expectativa de que informações genotípicas, uma vez 

correlacionadas com características fenotípicas de interesse, possam ser amplamente 

utilizadas na identificação e seleção de indivíduos, com maiores valores genéticos 

(RESENDE JR. et al., 2013) 

Uma técnica proposta para acelerar o melhoramento genético a partir de 

marcadores moleculares é a seleção genômica (GS), ou seleção genômica ampla 

(Genome Wide Selection – GWS), proposta por Meuwissen et al. (2001). Essa 

técnica utiliza informação direta do DNA na seleção e não exige conhecimento 

prévio das posições (mapa) dos QTLs (RESENDE, 2008), como no caso da seleção 

assistida por marcadores (SAM). Nos métodos tradicionais de seleção, o fenótipo é 

utilizado para inferir sobre o efeito do genótipo. Na GWS, o genótipo é utilizado para 

predizer o fenótipo a ser expresso nos candidatos à seleção (POLAND et al., 2012; 

RESENDE et al., 2012). 

O modelo de predição do fenótipo via GWS é estabelecido, preliminarmente, 

com base em dados genotípicos e fenotípicos de indivíduos pertencentes a uma 

amostra da população de seleção, conhecida como população de treinamento. Essa 

população é utilizada para estimar os parâmetros do modelo que será posteriormente 

utilizado para calcular os valores genômicos estimados dos indivíduos candidatos à 
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seleção, possuindo apenas os dados genotípicos. A população deve ser representativa 

dos candidatos à seleção (HEFFNER et al., 2009). A predição e a seleção podem ser 

realizadas na fase inicial do melhoramento de plantas, acelerando, assim, o processo 

de melhoramento genético (RESENDE, 2007). 

Para a GWS, vários métodos têm sido propostos, que diferem entre si pelo 

tipo de suposição sobre o modelo genético associado ao caráter quantitativo. Entre 

eles, pode-se citar o BLASSO (bayesian LASSO) (LEGARRA et al., 2011).  

O método BLASSO, de Park e Casella (2008), ajusta uma variância separada 

para cada marcador e força os estimadores para zero, como no caso do RR-BLUP. 

No entanto, efetivamente permite que alguns estimadores sejam identicamente iguais 

a zero, realizando simultaneamente o procedimento de shrinkage e seleção de 

covariáveis (De Los CAMPOS et al., 2009). Segundo Resende et al. (2010), o 

LASSO é uma boa opção quando se usa número limitado de marcadores, contudo o 

melhor método é aquele que reflete melhor a natureza biológica do caráter poligênico 

em questão, em termos de efeitos gênicos. 

A principal limitação da aplicação da seleção genômica em C. arabica tem 

sido o grande número de marcadores necessários. Populações de melhoramento de C. 

arabica apresentam baixa taxa de polimorfismo, quando analisadas com marcadores 

moleculares (HERRERA et al., 2009; VIEIRA et al., 2010; GELETA et al., 2012), o 

que dificulta avanços no melhoramento molecular dessa espécie.  

Resende et al. (2010) relataram que as capacidades em predizer os valores 

genéticos dos indivíduos diminuem com o aumento do número de marcadores, além 

de um número ótimo. Isso foi demonstrado por Fritsche-Neto et al. (2012) e 

Cavalcanti et al. (2012), os quais provaram que o incremento no número de 

marcadores não aumenta linearmente a capacidade preditiva da GWS.  

Outro aspecto a ser considerado é o tipo de marcador molecular a ser 

utilizado, uma vez que a GWS requer grande número de marcadores genéticos 

dispersos em todo o genoma de um organismo. O desenvolvimento de marcadores 

moleculares tipo SNPs (Single Nucleotide Polymorphisms) permitiu a automação do 

processo de genotipagem, que passou a ser realizado em larga escala. Apesar da 

utilidade de marcadores SNP para a GWS, sua utilização requer duas a três vezes 

maior densidade de marcadores do que SSR. Isso se deve à natureza bialélica dos 

SNPs e multialélica dos SSR (SOLBERG et al., 2008). Os marcadores moleculares 

do tipo SSR podem também ser usados na GWS, por serem codominantes, 
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multialélicos e apresentarem alta transferabilidade entre indivíduos e espécies 

(RESENDE, 2008). 

Marcadores SSR foram utilizados em milho por Fritsche-Neto et al. (2012) 

para estudos de seleção genômica ampla. Além de marcadores SSR, Cavalcanti et al. 

(2012) utilizaram marcadores AFLP e ISSR para seleção genômica em cajueiro. 

Marcadores dominantes tipo DArT foram utilizados em eucalipto por Resende et al. 

(2012). De acordo com Cavalcanti et al. (2012), todos esses marcadores podem ser 

usados na GWS, desde que o modelo biométrico seja adequadamente estabelecido. 

Em vista disso, utilizaram-se neste trabalho marcadores moleculares do tipo AFLP, 

SSR, RAPD e RGA.  

Assim, o objetivo deste trabalho foi avaliar a capacidade preditiva da seleção 

genômica ampla (GWS) em predizer os valores genômicos dos indivíduos (GEBVs), 

bem como comparar os marcadores moleculares de maior efeito genômico via GWS 

com os marcadores identificados associados à QTLs para as raças I e II e o patótipo 

001 de H. vastatrix, em mapa genético de ligação.  
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2. MATERIAL E MÉTODOS 

2.1. Material vegetal 

Para este estudo, utilizou-se uma população F2, constituída por 245 

indivíduos oriundos da autofecundação controlada do híbrido F1 H511-1. Este 

híbrido originou-se do cruzamento da cv. suscetível Catuaí Amarelo IAC 64 (UFV 

2148-57) e com o progenitor resistente Híbrido de Timor (UFV 443-03).  

2.2. Extração de DNA 

A extração do DNA dos progenitores e dos indivíduos da população F2 foi 

realizada de acordo com o protocolo descrito por Diniz et al. (2005). 

2.3. Genotipagem da população 

A genotipagem foi efetuada com 137 (74 AFLP, 58 SSR, 4 RAPD e 1 

primer-específico) marcadores moleculares nos progenitores e nos 245 indivíduos da 

população F2. 
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2.3.1. Marcadores SSR 

Inicialmente, foram efetuados testes de polimorfismo dos primers SSR 

utilizando o DNA dos genitores e de 10 indivíduos da população F2. Foram testados 

373 pares de primers SSR de cafeeiro (COMBES et al., 2000; ROVELLI et al., 

2000; BARUAH et al., 2003; COULIBALY et al., 2003; MONCADA; MCCOUCH, 

2004; PONCET et al., 2004; BHAT et al., 2005; HENDRE et al., 2008; MISSIO et 

al., 2009b; MISSIO et al., 2011). As reações de PCR foram realizadas de acordo com 

as metodologias descritas por Missio et al. (2009a). A detecção do polimorfismo dos 

marcadores foi realizada em gel de poliacrilamida desnaturante 6%, corado com 

nitrato de prata, conforme protocolo descrito por Brito et al. (2010) e em 

sequenciador automático ABI 3130 xl Genetic Analyzer (Applied Biosystems). Para 

análise no sequenciador, um dos primers do par que amplifica cada loco 

microssatélite, o forward, foi marcado com um fluoróforo específico (6-FAM, azul, 

ou NED, amarelo, ou HEX, verde). As reações de PCR para cada primer foram 

efetuadas separadamente, e a reação de três fluoróforos específicos foi misturada 

para análise, caracterizando um “falso multiplex”. Cada reação de PCR foi diluída na 

proporção de 1:10, e 1 µL de cada reação diluída foi transferido a uma placa 

específica para o sequenciador, contendo 6,8 µL de formamida HI-DI Applied 

Biosystems e 0,2 µL do Rox- 500 (padrão de peso molecular marcado com 

fluoróforo RED). A reação foi desnaturada em termociclador a 95 ºC, por 3 min. Em 

seguida, as amostras foram eletroinjetadas no sequenciador, utilizando-se capilares 

de sílica de 50 cm de comprimento e 50 µm de diâmetro preenchidos com polímero 

POP 7, conforme recomendação do fabricante. Os fragmentos foram analisados por 

meio do softwareGeneMapper V4.1 Applied Biosystems. 

2.3.2. Marcadores AFLP 

 

A técnica de AFLP foi realizada conforme descrito por Brito et al. (2010), 

com algumas modificações. Os DNAs dos progenitores (Híbrido de Timor UFV 443-

03 e Catuaí Amarelo UFV 2148-57) e dos indivíduos F2 resultantes desse 

cruzamento foram digeridos com as enzimas de restrição EcoRl e Msel por 8 h, a 37 

°C. Os fragmentos gerados foram ligados aos adaptadores específicos, utilizando-se a 
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enzima T4 DNA ligase por 14 h, a 4 °C. O material digerido e ligado foi diluído em 

1:10 em TE pH 8,0 e armazenado a -20 °C. A amplificação pré-seletiva foi realizada 

com primers complementares aos adaptadores, contendo um nucleotídeo adicional 

(N) na extremidade 3´. O produto pré-amplificado foi diluído em 1:40 em TE pH 8,0 

e armazenado a -20 °C. Para a reação de amplificação, foram utilizadas 17 

combinações de primers seletivos resultantes de EcoRl e Msel (E-CAG/M-TGC; E-

CAT/M-AGT; E-CCT/M-ATA; E-CCC/M-AGC; E-CCC/MAGA; E-CGA/M-ACA; 

E-CGG/M-ACG; E-CGT/M-TCT; E-CGA/M-TCC; E-CGC/M-ATA; E-CGT/M-

ATC; E-CTG/M-AAT; E-CTG/M-TAC; E-CTT/M-TGC; E-CTC/M-AGT; E-

CTC/M-AAG; e E-CTT/MTCG). Aos produtos amplificados foram adicionados 8 

µL de formamida (formamida 98%, EDTA pH 8,0, 10 mM, xylene cyanol 1 mg/mL e 

bromophenol blue 1 mg/mL). O polimorfismo dos marcadores foi observado em gel 

de poliacrilamida desnaturante (6%), corado com nitrato de prata. 

2.3.3. Marcadores RAPD 

Conforme a metodologia descrita por Oliveira et al. (2007), foram utilizados 

quatro primers RAPD da Operon Technologies (OPA 001, OPA 014, OPA 017 e 

OPAB 009). Cada reação de amplificação dos primers RAPD consistiu de um 

volume total de 25 µl, contendo os seguintes componentes: 25 ng de DNA genômico, 

1 U de Taq DNA polimerase, 0,1 mM de cada dNTP, 0,2 µM de primer, 50 mM de 

KCl, 10 mM de Tris HCl pH 8,3 e 2 mM de MgCl2 e o volume final completado 

com água milli-Q estéril.  

2.3.4. Marcador primer-específico 

O primer específico CARF 005 foi utilizado de acordo com a metodologia 

descrita por Alvarenga et al. (2011). Esse primer amplifica uma região RGA 

(Disease Resistance Gene Analog) de 400 pb de um potencial gene de resistência a 

doenças. O CARF 005 foi desenvolvido a partir de sequência minerada do Projeto 

Brasileiro do Genoma Café e corresponde a uma porção do gene de resistência com 
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anotação “gi|24459841| emb|CAC82597.1| disease resistance-like protein” de C. 

arabica. 

2.4. Codificação dos marcadores 

Dados de marcadores dominantes em aproximação (alelo proveniente do 

progenitor resistente Híbrido de Timor UFV443-03) foram codificados -1 para a 

presença e 1 para a ausência da banda. Nos marcadores dominantes em repulsão 

(alelo proveniente do progenitor suscetível Catuaí Amarelo UFV 2148-57), as 

codificações foram 1 e -1 para a presença e ausência da banda, respectivamente. Os 

marcadores codominantes foram codificados como 0 para o heterozigoto, -1 para 

bandas provenientes do progenitor resistente e 1 para bandas provenientes do 

progenitor suscetível.  

2.5. Seleção genômica ampla (Genome Wide Selection - GWS) − Lasso bayesiano 

(BLASSO) 

As análises de GWS para predizer os valores genômicos dos indivíduos 

foram efetuadas primeiramente com todos os 245 indivíduos da população F2 para 

população de treinamento e validação. Posteriormente, os indivíduos foram 

sorteados, dividindo-se a população em duas, ou seja, do total de 245 indivíduos F2, 

200 (77,50%) foram utilizados para população de treinamento e 45 (22,5%) para 

população de validação.  

Para população de treinamento (utilizando todos os indivíduos ou dividindo a 

população), foram consideradas: a) a genotipagem de todos os marcadores e a 

fenotipagem para resistência às raças I e II e ao patótipo 001; b) a genotipagem 

apenas dos marcadores de maior efeito e a fenotipagem dos três isolados de H. 

vastatrix.  

Na população de validação, as equações de predição dos valores genômicos 

dos indivíduos foram testadas primeiramente com todos os marcadores e, 

posteriormente, com os marcadores de maior efeito, para verificar a capacidade 

preditiva da GWS.  
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A capacidade preditiva é dada pela formula ����
� � ����

� �, em que ����é a 

acurácia de seleção e �é a raiz quadrada da herdabilidade individual (RESENDE JR. 

et al., 2012). Como na validação dos resultados, o valor fenotípico é conhecido e a 

capacidade preditiva da seleção genômica foi avaliada ao calcular a correlação do 

valor genético predito com o fenótipo observado nos indivíduos.  

As análises foram efetuadas no software R (TEAM, 2012), por meio de 

scripts disponíveis no software GENES (CRUZ, 2013). 

Para predição dos efeitos dos marcadores, foi utilizada a implementação 

bayesiana do método LASSO (Least Absolute Shrinkage and Selection Operator), 

proposto por De Los Campos et al. (2009). Conforme descrito por Almeida et al. 

(2012), a implementação impõe um produto de densidades exponenciais duplas como 

distribuição a priori dos "�" coeficientes de regressão, de forma que ���|λ	 �

∏
λ

�
exp ��λ|��|	

�
��� . Na distribuição a priori conjunta construída, a densidade 

atribuída aos coeficientes de regressão regularizados por LASSO será 

∏ �����|0, σ	
�τ


�	
�
��� , resultando em variâncias específicas para cada coeficiente de 

regressão. Por sua vez, a distribuição a priori para o parâmetro de escala τ

�será 

representada por: ∏ ����τ

�|λ	

�
��� , no qual o parâmetro de suavização λ influência o 

ajuste dos coeficientes de regressão. Para estimação dos parâmetros, foi considerado 

o método MCMC, gerando-se 106 simulações com burn-in de 105, tendo sido os 

parâmetros amostrados a cada cinco observações. Os valores genômicos foram 

estimados conforme  De Los Campos et al. (2009), e a taxa de erro aparente na 

predição dos fenótipos dos indivíduos utilizados para validação foi calculada, 

considerando-se notas e a classificação binária resistente e suscetível, de acordo com 

a escala de notas. 

2.6. Análise fenotípica e mapeamento de QTLs associados a H. vastarix 

Os uredósporos das raças I e II e do patótipo 001 de H. vastatrix foram 

multiplicados e inoculados de acordo com a metodologia descrita por Capucho et al. 

(2009). A inoculação foi efetuada nos progenitores, no híbrido F1 e em todos os 245 

indivíduos da população F2. A avaliação da resistência/suscetibilidade foi efetuada de 

acordo com Capucho et al. (2009), seguindo-se a escala de Tamayo et al. (1995), que 
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se baseia na ausência ou presença de uredósporos. De acordo com essa escala, são 

consideradas resistentes (notas 1 a 3); a ausência de sintomas (nota 1), as lesões 

cloróticas pequenas (nota 2); e as lesões cloróticas grandes, sem esporulação (nota 

3). A suscetibilidade (notas 4 a 6) é atribuída a lesões cloróticas grandes com poucos 

uredósporos, ocupando menos de 25% da área foliar (nota 4), lesões com 

esporulação ocupando de 25 a 50% da área (nota 5) e lesões com esporulação 

ocupando mais de 50% da área com uredósporos (nota 6).  
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3. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

3.1. Genotipagem dos marcadores 

Inicialmente, foram analisados 373 pares de primers SSR nos progenitores e 

em 10 indivíduos F2 da população em estudo. Desses, 58 foram polimórficos 

(15,55%), 271 monomórficos (72,65%) e 44 não amplificaram(11,80%). A não 

amplificação de alguns marcadores pode ser explicada pela falta de homologia de 

alguns primers no genoma de C. arabica, por terem sido construídos para C. 

canephora. Os 58 marcadores SSR polimórficos foram analisados em toda a 

população F2. O baixo polimorfismo encontrado pode ser justificado pelo fato de as 

cultivares brasileiras da espécie C. arabica serem bastante aparentadas. Setotaw et al. 

(2013)observaram que apenas sete ancestrais contribuíram com 97,55% da base 

genética das principais variedades plantadas no Brasil. Esse baixo polimorfismo tem 

sido identificado em outros trabalhos e justificado pela base genética estreita 

apresentada pela espécie C. arabica, tanto no Brasil quanto em outros países 

(HERRERA et al., 2009; VIEIRA et al., 2010; GELETA et al., 2012). 

Na genotipagem com marcadores AFLP, mais de um loco polimórfico foi 

verificado em cada combinação de primer. Assim, das 17 combinações AFLP 

utilizadas foram obtidas 74 bandas polimórficas, com média de 4,35 bandas 

polimórficas/primer. Esse baixo polimorfismo com marcadores AFLP também foi 

observado por Brito et al. (2010), Ky et al. (2000) e Pearl et al. (2004), autores esses 

que identificaram 1,10; 6,5; e 1,34 bandas polimórficas/primer, respectivamente. 
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3.2. Capacidade preditiva da seleção genômica ampla 

A capacidade preditiva (CP) em predizer os valores genômicos dos 

indivíduos na seleção com todos os 137 marcadores e todos os 245 indivíduos da 

população F2 como população de treinamento e validação é apresentada na Tabela 1. 

Observa-se, nessa tabela, que a maior CP (0,78) foi para o patótipo 001. Esse 

resultado pode ser justificado pelo fato de esse isolado apresentar maior 

herdabilidade estimada por marcadores moleculares, uma vez que a capacidade 

preditiva é diretamente proporcional à raiz quadrada da herdabilidade (����
� � ����

� �) 

(RESENDE JR. et al., 2012). 

Tabela 1 - Capacidade preditiva da seleção genômica ampla utilizando os mesmos 

indivíduos para população de treinamento e validação para estimação 

dos valores genômicos dos indivíduos da população de seleção, para três 

isolados de H. vastatrix em C. arabica. 

Resistência ao 
isolado ��

� ��
� �

�

�  Nº indivíduos 

Raça I 0,193918 
 

0,51473 0,66 245 
Raça II 0,154665 

 
0,523466 0,62 245 

Patótipo 001 0,362894 
 

0,500455 0,78 245 

��
�= herdabilidade estimada por meio dos marcadores moleculares; ��

� = herdabilidade da 
característica considerando dados fenotípicos e o delineamento genético de análise de 
gerações P1, P2, F1 e F2; � ��� �

�  = capacidade preditiva. 
 
 

Por meio da seleção genômica, observou-se que as herdabilidades  

���
�) estimadas a partir de marcadores moleculares para a resistência aos três isolados 

foram inferiores às herdabilidades (��
�) baseadas em valores fenotípicos. A menor 

herdabilidade ���
�	pode ser devida à natureza dos marcadores utilizados, que por 

vezes não correspondem aos genes causais da herança, à quantidade de marcadores 

utilizados ou, ainda, ao tamanho da população de estudo. Contudo, as herdabilidades 

���
�) utilizadas para calcular a CP da seleção genômica (����

� � ����
� �) foram capazes 

de identificar valores de capacidade preditiva para a resistência aos três isolados 

superiores às herdabilidades ���
�	baseadas em valores fenotípicos. Isso demonstra 

maior predição dos valores genômicos dos indivíduos na seleção genômica, em 

comparação com a seleção fenotípica. 
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Observou-se ainda que as maiores e as menores CP foram obtidas para a 

resistência ao patótipo 001 e à raça II, respectivamente. Apesar de aparentemente 

baixos, os valores de capacidade preditiva observados para as características de 

resistência aos três isolados foram superiores às descritas por outros autores. Dada à 

escassa disponibilidade até o momento de trabalhos focando a seleção genômica em 

café, torna-se dificultada a comparação dos parâmetros genéticos estimados. No 

entanto, têm sido relatadas em outras culturas estimativas de parâmetros inferiores às 

obtidas neste trabalho e, mesmo assim, isso não tem sido impedimento para a seleção 

e melhoramento das respectivas espécies. 

As capacidades preditivas observadas nos três isolados apresentados na 

Tabela 1 foram, assim, superiores às encontradas por Fritsche-Neto et al. (2012) em 

milho e Cavalcanti et al. (2012) em cajueiro, pelo método RR-BLUP, utilizando uma 

mesma população, tanto para treinamento quanto para validação com todos os 

marcadores. Fritsche-Neto et al. (2012) utilizaram uma população composta por 41 

combinações híbridas e 80 SSR (214 alelos). Avaliando vários caracteres fenotípicos, 

eles identificaram valores de CP variando de -0,23 a 0,61. Cavalcanti et al. (2012), 

com 74 indivíduos e 238 (224 AFLP, 12 SSR e dois ISSR) marcadores, verificaram 

capacidade preditiva de 0,05 para peso da amêndoa em cajueiro. Baixa capacidade 

preditiva também foi observada para duas características de resistência à ferrugem 

em pinheiro (RESENDE JR. et al., 2012). Eles identificaram capacidade preditiva de 

0,28 e 0,24 para Rust_bin e Rust_gall_vol, respectivamente, com herdabilidade da 

ordem de 0,21 e 0,12, utilizando 951 indivíduos e 4.853 SNPs, pelo método 

BLASSO. Esses autores relataram que a CP foi linearmente correlacionada com a 

herdabilidade da característica e, ainda, que para caracteres de menor herdabilidade 

menor será a predição na GWS. No entanto, neste trabalho, para a raça II, com 

herdabilidade ���
�	de 0,15, a CP foi de 0,62, com menor número de indivíduos (245) 

e marcadores (137). 

Os resultados de análise da seleção genômica ampla, em que a população F2 

foi dividida em duas populações (200 indivíduos para população de treinamento e 45 

indivíduos para população de validação), estão apresentados na Tabela 2. 
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Tabela 2 - Capacidade preditiva da seleção genômica ampla com indivíduos 

selecionados de forma aleatória, para constituir a população de 

treinamento e validação para estimação dos valores genéticos 

genômicos dos indivíduos da população de seleção, para três isolados 

de H. vastatrix em C. arabica. 

 

Resistência 
ao isolado 

População de 
treinamento (�

�

� 	 
População de 

validação (�

�
� 	 

Raça I 0,66 0,49 
Raça II 0,68 0,16 

Patótipo 001 0,81 0,38 
Nº de indivíduos 200 45 

 

De acordo com a Tabela 2, pode-se observar que os valores de CP da 

população de treinamento foram poucos superiores ao verificado na Tabela 1, em que 

a população de treinamento foi utilizada com todos os indivíduos da população. 

Contudo, a capacidade preditiva da população de validação foi inferior à observada 

na população de treinamento, o que de fato é justificável pelo número (45) de 

indivíduos inferior ao constatado na população de treinamento (200). Contudo, 

analisando as Tabelas 1 e 2, não houve diferença pronunciada entre os valores de CP 

da população de treinamento, o que possibilita inferir que o número de indivíduos 

utilizados nessa população não interferiu na análise estatística. Contudo, necessita-se 

de mais indivíduos na população de treinamento e validação para que se tenha maior 

precisão das estimativas dos valores genômicos dos indivíduos da população de 

seleção. 

Duas populações de eucalipto da empresa CENIBRA (780 indivíduos) e 

FIBRIA (920 indivíduos) foram utilizadas para seleção genômica ampla, avaliando 

quatro caracteres, com 3.000 marcadores DArT. Para os mesmos caracteres, os 

resultados de capacidade preditiva para a população da CENIBRA foram de 0,51 a 

0,60 e de 0,38 a 0,55 para a população da FIBRIA, tomando-se dados da população 

de validação (RESENDE et al., 2012).  

Em geral, a seleção dos indivíduos superiores poderá tornar-se de alto custo 

se houver necessidade de genotipá-los com todos os marcadores disponíveis. Porém, 

existe a possibilidade de utilizar apenas marcadores de maiores efeitos para inferir 

sobre os valores genômicos de indivíduos superiores, reduzindo custo e tempo. A 



 

96 

possibilidade de utilizar apenas os marcadores de maior efeito também foi efetuada 

neste trabalho, de acordo com os resultados apresentados na Tabela 3. 

Tabela 3 - Capacidade preditiva da seleção genômica ampla com indivíduos 

selecionados de forma aleatória, para constituir a população de 

treinamento e validação para estimação dos valores genético-

genômicos dos indivíduos da população de seleção, para três isolados 

de H. vastatrix em C. arabica. Selecionando marcadores de maior 

efeito. 

Resistência 
ao isolado 

População de 

treinamento (�

�
� 	 

População de 

validação (�

�
� 	 

 

Nº de indivíduos 200 45 Nº marcadores 
Raça I 0,50 0,42 10 
Raça II 0.49 0.37 10 

Patótipo 001 0,66 0,49 6 
 

Nessa tabela, pode-se verificar que houve pouca variação dos valores de 

capacidade preditiva na população de treinamento, comparada com as Tabelas 1 e 2. 

Dessa forma, pode-se inferir que os marcadores de maiores efeitos podem ser 

utilizados para prever os valores genômicos dos indivíduos candidatos à seleção, sem 

haver a necessidade de genotipá-los com todos os marcadores.  

Comparando os resultados apresentados nas Tabelas 2 e 3 para a população 

de validação, pode-se observar que para a raça I a CP foi um pouco inferior à 

observada na Tabela 2, para todos os marcadores. Contudo, para a raça II e o 

patótipo 001 os resultados de CP, utilizando-se apenas marcadores de maior efeito, 

foi um pouco superior ao observado com os resultados da utilização de todos os 

marcadores. Isso justifica o emprego de apenas os marcadores de maiores efeitos 

para predizer os valores genômicos de indivíduos superiores. O uso de menor 

número de marcadores é de grande interesse para o melhorista, uma vez que a 

obtenção da informação de indivíduos superiores será dada com menor tempo e 

custo.  

O número de marcadores que maximizaram a capacidade preditiva foi 

verificado em milho e cajueiro, por Fritsche-Neto et al. (2012) e Cavalcanti et al. 

(2012), respectivamente. Contudo, esses autores dividiram o total de marcadores 

moleculares em vários grupos. A divisão dos grupos foi dada de forma sequencial, 
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retirando-se da análise os marcadores de menor efeito até atingir o extremo de apenas 

um marcador (de maior efeito), formando um subgrupo.  

Para milho, Fritsche-Neto et al. (2012) relataram que houve grande variação 

entre os caracteres e o número de marcas que maximizaram a capacidade preditiva. 

O número de marcadores que maximizaram a CP variou de 1 a 50. Contudo, a 

característica que apresentou maior capacidade preditiva (0,68) foi a eficiência de 

absorção com apenas cinco marcadores. Todavia, em cajueiro a maior capacidade 

preditiva observada para peso de amêndoa foi de 0,79, com 70 marcadores. De 

acordo com Resende et al. (2010), as capacidades preditivas diminuem com o 

aumento no número de marcadores, além de um número ótimo. Fritsche-Neto et al. 

(2012) e Cavalcanti et al. (2012) relataram ainda que, quando foram consideradas 

todas as marcas, as CP foram muito baixas, ou seja, o aumento no número de 

marcadores não aumenta linearmente a capacidade preditiva, sendo fundamental para 

cada caráter a ser selecionado estabelecer o número ótimo de marcadores que 

maximizem a capacidade preditiva na população de validação.  

Resende Jr. et al. (2012) também identificaram, para resistência à doença em 

pinheiro (Rust_bin e Rust_gall_vol), que a capacidade preditiva máxima era atingida 

com número menor de marcadores (110 a 590) do que com 3.000 DArT, conforme 

relatado anteriormente. Contudo, o número ótimo de marcadores que maximize a 

capacidade preditiva na população de validação não foi verificado neste trabalho. No 

entanto, os marcadores de maior efeito apresentaram bons resultados, os quais 

poderão ser utilizados para selecionar indivíduos resistentes. 

A capacidade da GWS em predizer os valores genômicos dos indivíduos foi 

realizada por meio de um cálculo denominado taxa de erro na população de 

validação para as raças I e II e o patótipo 001 (Tabelas 4, 5 e 6). Para todos os três 

isolados, observou-se que a taxa de erro em predizer os valores genômicos foi bem 

maior quando se usaram as notas fenotípicas variando de 1 a 6 do que quando foram 

utilizadas as notas binárias resistentes (R) e suscetíveis (S). Isso pode ser devido, 

entre outros fatores, às dificuldades inerentes ao processo de fenotipagem, uma vez 

que esta é subjetiva e dependente do grau de experiência do avaliador. Além disso, 

na população F2 utilizada foram observados poucos indivíduos com notas variando 

de 4 a 6 e muitos indivíduos com notas variando de 1 a 3, o que torna a média 

viesada. Assim, a subtração da média dos valores fenotípicos observados da 

população de validação pela média dos valores genômicos dos indivíduos preditos 
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pela GWS resulta em constante de baixo valor. Essa característica dificulta a 

identificação dos indivíduos que apresentam notas elevadas (4, 5 e 6) pela GWS, 

como pode ser observado nas Tabelas 4, 5 e 6 para as raças I e II e o patótipo 001, 

respectivamente. Apesar de tal fato, pode-se inferir sobre a possibilidade de praticar 

a seleção genômica ampla em indivíduos de interesse, tomando-se os marcadores de 

maiores efeitos para três isolados de H. vastatrix. 

Tabela 4 - Estimativa do valor genômico do indivíduo para a raça I de H. vastatrix, 

considerando-se apenas os marcadores de maiores efeitos. Dividindo a 

população F2 em dois grupos, amostrados aleatoriamente, sendo o 

primeiro grupo formado por 200 indivíduos para população de 

treinamento e o segundo por 45 indivíduos para população de validação. 

Ind = indivíduo da população F2; F = fenotípico; e G = genotípico 

   Valores Notas 
Marcador Efeito Ind. F 

obs. 
G F G 

E-CCC/M-AGA1 0,1573 22 3 4 R S 
E-CGA/M-TCC4 0,1240 49 3 4 R S 
E-CTG/M-TAC5 0,1753 13 3 3 R R 
E-CAG/M-TGC1 0,0543 99 5 3 S R 
E-CTG/M-AAT1 0,1998 206 3 3 R R 
E-CGC/M-ATA1 0,04639 165 3 3 R R 

SSR035 -0,0330 208 4 3 S R 
SSR008 -0,0531 239 4 3 S R 

EST-SSR067 -0,1330 111 4 3 S R 
EST-SSR096 -0.1831 83 3 3 R R 

  209 3 3 R R 
  112 3 3 R R 
  42 3 3 R R 
  53 3 3 R R 
  18 3 3 R R 
  229 2 3 R R 
  119 3 3 R R 
  201 2 3 R R 
  194 3 3 R R 
  85 2 3 R R 
  221 2 3 R R 
  25 3 3 R R 
  60 3 3 R R 
  79 3 3 R R 
  232 2 3 R R 
  19 3 3 R R 
  141 2 3 R R 
  26 3 3 R R 
  121 3 3 R R 
  215 4 3 S R 
  236 3 3 R R 

Continua... 
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Tabela 4 - Cont. 

   Valores Notas 
Marcador Efeito Ind. F 

obs. 
G F G 

  44 3 3 R R 
  177 3 3 R R 
  40 3 3 R R 
  10 3 3 R R 
  47 2 3 R R 
  193 3 3 R R 
  6 2 3 R R 
  14 3 3 R R 
  63 3 3 R R 
  222 2 3 R R 
  154 2 3 R R 
  233 3 3 R R 
  217 2 3 R R 
  58 2 2 R R 

Taxa de erro (%)   40,0  15,5 
 
 

Tabela 5 - Estimativa do valor genômico do indivíduo para a raça II de H. vastatrix, 

considerando-se apenas os marcadores de maiores efeitos. Dividindo a 

população F2 em dois grupos, amostrados aleatoriamente, sendo o 

primeiro grupo formado por 200 indivíduos para população de 

treinamento e o segundo por 45 indivíduos para população de validação. 

Ind = indivíduo da população F2; F = fenotípico; e G = genotípico 

   Valores Notas 
Marcador Efeito Ind F G F G 

E-CTG/M-TAC5 0.2056 60 3 2 R R 
E-CTG/M-AAT1 0.1337 85 3 2 R R 
E-CCC/M-AGA1 0.1250 10 1 2 R R 
E-CGA/M-TCC4 0.1112 99 2 3 R R 
E-CGC/M-ATA1 0.0435 40 3 2 R R 
E-CAG/M-TGC1 0.0344 79 3 2 R R 
SSR035 0.0137 193 2 2 R R 
SSR007 -0.0260 25 1 2 R R 
EST-SSR067 -0,1423 232 1 2 R R 
EST-SSR096 -0,2073 206 3 3 R R 
  154 2 2 R R 
  217 2 2 R R 
  239 3 3 R R 
  6 1 2 R R 
  119 2 3 R R 
  165 3 3 R R 
  236 3 2 R R 
  222 3 2 R R 
  22 2 4 R S 
  42 3 3 R R 

Continua... 
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Tabela 5 - Cont. 

   Valores Notas 
Marcador Efeito Ind F G F G 

  47 3 2 R R 
  19 3 2 R R 
  44 2 2 R R 
  141 3 2 R R 
  13 3 3 R R 
  233 3 2 R R 
  111 3 3 R R 
  177 2 2 R R 
  58 2 2 R R 
  208 3 3 R R 
  112 3 3 R R 
  53 3 3 R R 
  209 3 3 R R 
  26 2 2 R R 
  63 2 2 R R 
  215 2 2 R R 
  121 3 2 R R 
  83 2 3 R R 
  229 2 3 R R 
  194 3 3 R R 
  14 2 2 R R 
  49 3 3 R R 
  201 2 3 R R 
  221 3 2 R R 
  18 3 3 R R 
Taxa de erro (%)   48,90  2,22 

 
 

Tabela 6 - Estimativa do valor genômico do indivíduo para o patótipo 001 de H. 

vastatrix, considerando-se apenas os marcadores de maiores efeitos. 

Dividindo a população F2 em dois grupos, amostrados aleatoriamente, 

sendo o primeiro grupo formado por 200 indivíduos para população de 

treinamento e o segundo grupo por 45 indivíduos para população de 

validação. Ind = indivíduo da população F2; F = fenotípico; e G = 

genotípico. 

   Valores Notas 
Marcador Efeito Ind. F G F G 

E-CTG/M-AAT1 0,3141 99 3 3 R R 
E-CGA/M-TCC4 0,2722 123 3 3 R R 
E-CTG/M-TAC5 0,3367 138 2 3 R R 
E-CCC/M-AGA1 0,2215 71 3 3 R R 

SSR016 0,2724 31 3 3 R R 
E-CTC/M-AAG3 -0,0312 18 3 3 R R 

  101 2 3 R R 

Continua... 
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Tabela 6 - Cont. 

   Valores Notas 
Marcador Efeito Ind. F G F G 

  244 3 3 R R 
  194 2 3 R R 
  56 2 3 R R 
  136 3 3 R R 
  24 3 3 R R 
  13 2 2 R R 
  34 2 2 R R 
  230 2 2 R R 
  145 3 2 R R 
  38 2 2 R R 
  130 2 2 R R 
  53 3 2 R R 
  162 1 2 R R 
  40 2 2 R R 
  190 2 2 R R 
  79 2 2 R R 
  142 3 2 R R 
  20 2 2 R R 
  57 2 2 R R 
  5 1 2 R R 
  63 2 2 R R 
  72 2 2 R R 
  220 3 2 R R 
  15 1 2 R R 
  61 2 2 R R 
  137 1 2 R R 
  148 2 2 R R 
  170 2 2 R R 
  9 1 2 R R 
  241 2 1 R R 
  89 2 1 R R 
  91 1 1 R R 
  42 1 1 R R 
  128 2 1 R R 
  109 1 1 R R 
  192 3 1 R R 
  182 2 1 R R 
  78 2 1 R R 

Taxa de erro (%)   42,22  0 
 

 

Diante dos resultados, pode-se inferir que é possível praticar a seleção 

genômica ampla em indivíduos de interesse, tomando os marcadores de maiores 

efeitos para três isolados de H. vastatrix. 

Comparando os resultados de marcadores moleculares de maior efeito por 

meio da técnica da GWS com os marcadores do mapa genético de ligação associado 
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aos QTLs (Capítulo 1) (Tabela 7), pode-se observar para a raça I que apenas o 

marcador EST-SSR050 identificado no mapa não foi identificado pela GWS. 

Contudo, outros marcadores foram identificados pela seleção genômica ampla.  

 

Tabela 7 - Marcadores moleculares identificados associados às raças I e II e ao 

patótipo 001 de H. vastatrix em mapa genético de ligação e pelo método 

de seleção genômica ampla/BLASSO, considerando-se todos os 

indivíduos para população de treinamento e validação. 

Mapa de ligação BLASSO 
GL QTL  Marcador GL Marcador 

Raça I 
2 QTL1 E-CGC/M-ATA1 10 E-CGA/M-TCC4 
2 QTL2 E-CTG/M-AAT1 10 E-CCC/M-AGA1 
3 QTL3 EST-SSR050 2 E-CTG/M-AAT1 
10 QTL4 E-CGA/M-TCC4 2 E-CGC/M-ATA1 
   NL E-CGG/M-ACG6 
   6 EST-SSR023 

Raça II 
2 QTL 1 E-CTG/M-AAT 1 10 E-CCC/M-AGA1 
10 QTL 2 E-CCC/M-AGA 1 10 E-CGA/M-TCC4 
   2 E-CTG/M-AAT1 
   3 E-CTG/M-TAC5 
   2 SSR016 
   2 E-CGC/M-ATA1 

Patotipo001 
2 QTL 1 E-CGC/M-ATA 1 2 E-CTG/M-AAT1 
2 QTL 2 E-CTG/M-AAT 1 10 E-CGA/M-TCC4 
3 QTL 3 EST-SSR 050 3 E-CTG/M-TAC5 
10 QTL 4 E-CGA/M-TCC 4 10 E-CCC/M-AGA1 
   2 SSR016 
   NL E-CGA/M-TCC5 
   NL EST-SSR002 
   1 E-CGA/M-TCC3 
   2 E-CGC/M-ATA1 

GL- grupo de ligação; e NL- marcador molecular não ligado a nenhum dos GLs formados no mapa 
genético de ligação. 

 

Para a raça II, os dois marcadores identificados em mapa genético foi 

observado pela GWS. No entanto, outros marcadores também foram identificados. O 

marcador SSR016, localizado no grupo de ligação (GL) 2, está muito próximo do E-

CTG/M-AAT1, como também o marcador E-CGA/M-TCC4 está muito próximo do 

marcador E-CCC/M-AGA1 no GL10. Dos marcadores identificados para o patótipo 

001 em mapa genético de ligação, apenas o EST-SSR050 não foi identificado pela 
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GWS. Contudo, o marcador E-CTG/M-TAC5 está próximo desse marcador no GL3. 

Em vista disso, os marcadores identificados por meio das duas técnicas (mapa de 

ligação e GWS) poderão ser utilizados com maior precisão para seleção precoce de 

indivíduos superiores.  
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4. CONCLUSÃO 

 

 

A análise da população avaliada permitiu a estimação dos valores genômicos 

dos indivíduos, assim como predição dos fenótipos de resistência. 

Os marcadores de maiores efeitos selecionados podem ser utilizados na 

predição dos valores genômicos dos indivíduos candidatos à seleção, eliminando a 

necessidade de genotipagem dos indivíduos com todos os marcadores. 

A maioria dos marcadores identificados associados aos QTLs no mapa 

genético de ligação foi identificada também pela GWS, confirmando a acurácia da 

metodologia utilizada. 
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