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RESUMO

PESTANA, Katia Nogueira, D.Sc., Universidade Felee Vicosa, dezembro de

2013.Mapa genético integrado e selegdo gendmica amplaando resisténcia deCoffea arabica
L. a ferrugem. Orientadores: Ney Sussumu Sakiyama. Coorientaddegsiine
Teixeira Caixeta e Cosme Damiao Cruz.

A obtencdo de cultivares de cafeeiros resistentggodutivos, assim como de
informacgdes detalhadas sobre o genoma dessa egpétianda uso de ferramentas
de andlise genética refinada. Por isso, a ideatfic de marcadores moleculares
associados a genes de resisténcia a ferrugem emgeagtico de ligacdo tem sido
estratégia proposta para incorporar a Selecdo thfssipor Marcadores no
melhoramento de€offea arabica. Neste trabalho, foi caracterizada a heranca da
resisténcia do Hibrido de Timor UFV 443-03 as rdcasll e ao patotipo 001 de
Hemileia vastatrixassim como localizados em mapa genético de ligpaécial do
cafeeiro os genes/QTLs identificados. O mapa gemétnstruido foi integrado em
outro mapa parcial pré-existente visando obter waparsaturado, de referéncia para
a espécie. Nesse mapa, composto por 191 marcadota#ndo 1.421,32 cM do
genoma, foram identificados dois QTLs associadosca Il deH. vastatrix Esses
marcadores moleculares associados aos QTLs ideawkifs podem ser utilizados
para selecdo de cafeeiros resistentes a ferrugedm Alessa estratégia de
melhoramento molecular, foi também proposta a &elggnémica com o objetivo
de predizer a performance fenotipica dos individeosdentificar marcadores
moleculares associados a caracteristica de ressi@herrugem. Neste estudo foram

utilizados 245 individuos JF resultantes do cruzamento da cv suscetivel Catuai

XV



Amarelo IAC 64 (UFV 2148-57) e da fonte de resistérHibrido de Timor UFV
443-03, genotipados com 137 marcadores molecUaeAFLP, 58 SSR, 4 RAPD e
1 primer-especifico). As estimativas dos parametros gevgtioram obtidas via
BLASSO. A capacidade preditiva (CP) foi medidaizaihdo todos os individuos da
populacdo como populacdo de treinamento e validajam disso, a populagéo foi
dividida aleatoriamente em 200 individuos parantngiento e 45 individuos para
validacdo. No primeiro caso, a maior CP preditiviaplara o patétipo 001 (0,78) e,
no segundo caso, para a raca | (0,49). Quandaliganaim apenas os marcadores de
maiores efeitos para cada isolado, a maior CP palagho de validacdo foi para o
patétipo 001 (0,49). Ainda foi possivel observar gaéherdabilidades estimadas por
meio dos marcadores moleculares para a resist@osiaés isolados foram inferiores
as obtidas a partir de dados fenotipicos. Isso dstreomaior predicdo dos valores
gendmicos dos individuos na selecdo genémica enpa@géo com a fenotipica. A
maioria dos marcadores identificados associadosQads no mapa genético de
ligacdo foi também identificada pela GWS, confirmamdacuracia da metodologia
utilizada. Além disso, a GWS permitiu predizer, cencesso, 0s valores gendmicos

dos individuos.
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ABSTRACT

PESTANA, Katia Nogueira, D. Sc., Universidade Fetlate Vicosa, December,
2013. Genetic integrated map and genome wide selectionrfoesistance of the rustCoffea
arabica L. Adviser: Ney Sussumu Sakiyama. Co-Advisers: Evelie&eira Caixeta
and Cosme Damiéo Cruz.

The obtaining of coffee cultivars resistant and doidiive, as well as detailed
information about the genome of this species denuaedof refined genetic analysis
tools. Therefore, the identification of moleculaankers linked to rust resistance
genes in the genetic linkage map has been promostdtegy to incorporate marker-
assisted selection in the improvement ©bffea arabica In this study, was
characterized the resistance inheritance of theidtilste Timor UFV 443-03 to races
[, Il and pathotype 001 dflemileia vastatrixas well as located in the partial genetic
linkage map of coffee identified genes/QTLs. Theéegnated genetic map was
constructed into other pre-existing partial maporder to obtain a saturated map
reference for the species. In this map, composet®dbfmarkers, covering 1421.32
cM genome, QTL associated with race Il were ideadifin H. vastatrix These
molecular markers associated with QTLs identifieoklld be used for selection of
rust-resistant coffee. In addition to this molecul@eeding strategy was also
proposed to genomic selection in order to prediet phenotypic performance of
individuals and to identify molecular markers asatsd with the trait of resistance
to rust. In this study 245,kndividuals, resulting from the crossing of thesseptible
cv. Catuai Amarelo IAC 64 (UFV 2148-57) and thestsice source of Hibrido de
Timor UFV 443-03, genotyped with 137 molecular nemsk(74 AFLP, 58 SSR, 4
RAPD and 1 specific primer). Estimates of geneticapeeters were obtained by
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BLASSO. The predictive capacity (CP) was measurgdguall individuals in the
population as population training and validationor®bver, the population was
randomly divided into 200 individuals for trainirgnd 45 individuals for validation.
In the first case, the CP was most predictive lier pathotype 001 (0.78), and in the
second case for the race | (0.49). When using tmy markers for each single
greatest effect, the greater the CP validation [adjoun for the pathotype was 001
(0.49). Although it was observed that the estimdtedtabilities through molecular
markers for resistance to three isolates were lothan those obtained from
phenotypic data. This demonstrates a higher piedigenomic values individuals in
the genomic selection of compared to the phenotiyfmst of the identified markers
associated with QTLs in the genetic linkage map alas identified by the GWS,
confirming the accuracy of the methodology useddifnally, the GWS possible to

predict successfully genomic values of individuals.
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1. INTRODUCAO GERAL

Os avancos em gendmica permitem sequenciar e aEsvaninformacao
genética contida no genoma de varios organismose etas, pode-se destacar: a
obtencdo de marcadores moleculares cobrindo todagenoma ligados a
caracteristicas agronémicas desejaveis, a conetrdegdmapas genéticos cobrindo
todos os cromossomos de um organismo, 0 desenwitime a automagdo de
métodos de sequenciamento de DNA gendmico e de cBiMAlarga escala, a
transformacao genética e o aperfeicoamento deithgs para analise de grandes
quantidades de dados (bioinformatica) (BOREM eR&l13).

Diante desse novo cenario, as pesquisas molecui@mese dividido em
diferentes areas, entre elas a deteccdo de maesatioteculares associados a QTLs
(Quantitative Trait Logi em mapa genético de ligacdo e o uso dos marcadose
programas de selecédo assistida por marcadores (®A8&lecdo gendmica ampla
(Genome Wide Selection — GWS), cada uma com péatidades importantes.

O uso de marcadores, isto €, de polimorfismo deéeza de DNA, como
referéncia ao longo dos cromossomos, tem sidormltagia basica para construcao
de mapas genéticos de varias espécies (BOREM; CPAXE009). Um mapa
genético ilustra a ordem dos genes ou marcadomstiges em um Cromossomo,
assim como a distancia relativa entre eles (LANDBRTSTEIN, 1989). Devido
aos avancos obtidos em gendbmica e automatizacdpasmgenéticos de alta
densidade estéo disponiveis para diversas espécies.

A espécieCoffea arabica contudo, ainda ndo dispde de um mapa genético
saturado. A obtencdo de um mapa de ligacdo satyrakdoessa espécie sera um
referencial para localizar os genes de interessmamico e elucidar as relagcdes de

ligacd@o de tais genes associados a caracterigtieditativas e quantitativas. De fato,



mapas genéticos podem fornecer informagfes impesantespeito da organizacao
e localizacdo de genes, assim como estrutura pieatificacdo de regides
cromossOmicas que interferem em caracteristicasmpertancia econémica (QTL)
(CRITTENDEN et al., 1993). Assim, os resultadodigacao entre marcador e QTL
e também entre os préprios marcadores sdo essemmaicontexto da selecdo
genética, empregando-se informacdes gendmicas. Aigso, a disponibilidade de
um mapa genético saturado podera facilitar enormemes estudos genéticos e
projetos de sequenciamento do genoma da espéawegkacao do mapa genético e
fisico proporcionara maior precisdo no ordenameia® genes nos cromossomos,
facilitando o mapeamento comparativo entre espébiesnesmo género. Andlise
comparativa com base em mapas genéticos, citogeséd fisicos, bem como
informacdes sobre a sequéncia do DNA, fornecerdsx@onhecimentos sobre a
evolucdo de genomas. O mapeamento de fatores oquedleon caracteristicas de
interesse possibilitard a clonagem e caracteriz&géconal de novos genes, que
funcionam no desenvolvimento da planta, na adaptagi estresses abiodtico e
bidtico, ou na formacdo de outros caracteres agnmus (GEBHARDT et al.,
2005).

Especificamente para resisténcia a doencas, aifidapfio de marcadores
moleculares associados aos genes de resisténcia@ogdidizada na selecao precoce
de gendtipos, reduzindo o tempo necessario parasendelvimento de grandes
populacdes e para a estimativa dos parametrossisadeelecao indireta (CAIXETA
et al., 2009), além de servirem como fontes patareagem desses genes.

A SAM é especialmente util quando a avaliacdo fipmea apresenta elevado
custo e exige ambientes especificos quando é Babjetl, ainda, quando exige
destruicdo da planta. Aléem disso, quando o caddanteresse s6 se manifesta em
fases avancadas do desenvolvimento da planta, a féd¢ ser realizada nos
estagios iniciais, o que, geralmente, ndo é pdsgiendo sdo avaliados caracteres
morfologicos (DOMINGUES et al., 2006).

Além da SAM, uma técnica que pode acelerar a ifieagéo de individuos
superiores em programas de melhoramento é a GW3nétorda selecdo genémica
ampla, os efeitos de todos os marcadores gendimestimados simultaneamente
em uma populacdo de treinamento, e os modelos s&oasvidos para predizer o
valor genémico de individuos nas geracfes futuv#SUWISSEN et al., 2001). A

GWS apresenta alta eficiéncia seletiva, uma vezujiliea informagcao direta do



DNA na selecdo. Como consequéncia, obtém-se gaeinésicps com a selecdo com
perspectiva de baixo custo, em comparacdo comegéselradicional baseada em
dados fenotipicos (RESENDE JR. et al., 2012).

Diante disso, os objetivos deste estudo foram:siydar a resisténcia do
Hibrido de Timor UFV 443-3 as racas | e Il e aodppb 001 deH. vastatrixe
confirmar o numero e posi¢cdo dos genes identificadosnapa genético de ligacao,
com o intuito de serem usados na SAM; ii) constamr mapa integrado saturado
para C. arabica e localizar os genes qualitativos ou locos coattotes de
caracteristica quantitativa (QTLs) associados igtégia do Hibrido de Timor UFV
443-03 a ferrugem no mapa; iii) verificar a capagelpreditiva da selecdo gendmica
ampla em predizer os valores genéticos gendmicosdieiduos superiores para
resisténcia a ferrugem do cafeeiro sem a necessitatnotipa-los; e iv) comparar
0os marcadores de maior efeito identificados na GM8 os associados a QTLs em

mapa genético de ligacao.
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CAPITULO 1

MAPEAMENTO DE GENES E QTLS PARA A RESISTENCIA DO
CAFEEIRO A FERRUGEM



RESUMO

A identificacdo de marcadores moleculares associadgenes de resisténcia a
ferrugem Hemileia vastatrix)é estratégia essencial para a incorporacdo dg&dele
Assistida por Marcadores no melhoramentdCdéea arabicague visa resisténcia a
essa doenca. Neste trabalho, a heranca da regstiéndibrido de Timor UFV 443-
03 as racas | e Il e ao patétipo 001Hlevastatrixfoi caracterizada, e 0os genes/QTLs
identificados foram localizados em mapa genético cdfeeiro. A heranca foi
estudada por meio da inoculacdo das plantas dadagéps F, retrocruzamento
suscetivel e retrocruzamento resistente, além tddbi i e dos parentais das
populacdes (Hibrido de Timor UFV 443-03 e o Catuaiafelo IAC 64). Para os trés
isolados analisados entre varias hipéteses forrasjatbram encontradas duas
hipoteses aceitaveis P (>0,05): 1) a resisténcididado de Timor € governada por
dois genes dominantes independentes; e 2) a ressst@ conferida por trés genes,
dois dominantes e um recessivo. A confirmacdo @sgmca ou auséncia do gene
recessivo foi elucidada em mapa genético de ligagtavés da identificacdo de
QTLs. O mapa genético de ligacao foi construido qoamtas da populacéo; F
genotipadas com marcadores AFLP, SSR, RARDireer-especifico, formando 12
grupos de ligacao (GL). Foram identificados, no a&@pTLs para os trés isolados do
fungo em estudo. Para a raga I, identificaram-es @QTLs nos GLs 2 e 10,
enquanto para a racas | e o patotipo 001 foramifabacdos quatro QTLs nos GLs 2,
3 e 10. O gene recessivo nao foi identificado rédise gendmica, o que possibilita
inferir que dois genes dominantes e independeteferem resisténcia aos isolados
de H. vastatrixestudados. Para a racga Il, os dois QTLs identifisaconfirmam a
hipotese de dois genes dominantes envolvidos instéesia do Hibrido de Timor a



esse isolado. No entanto, os quatro QTLs identifisgara a raca | e ao pat6tipo 001
sugerem que a resisténcia do Hibrido de Timor ases®is isolados pode ser
controlada por quatro genes dominantes, 0 que tdepiade ser justificado pelo

maior numero de genes de viruléncia presentes ieéssados. Esses marcadores
identificados, ligados aos QTLs para resisténcfaraigem, podem ser Uteis para
selecédo assistida por marcadores moleculares, egrapnas de melhoramento do

cafeeiro que visam resisténcia duravel a diferematemss dé. vastatrix



1. INTRODUCAO

Existem duas espécies de importancia econdmica cafeeiros Coffea
arabica L. e Coffea canephor®ierre ex A. Froehnel. arabicaé a Unica espécie
autofertil e alotetraploide (2n = 4x = 44) do gén€pffea As plantas oriundas dessa
espécie sao bastante aparentadas devido a suaidiofgyodutiva (autdgama),
fatores evolutivos e pequeno nimero de acessasliridos no Brasil (SETOTAW
et al.,, 2013). Em contraste, a espéCiecanephoraé diploide (2n = 2x = 22),
aldbgama e apresenta elevada variabilidade gen@€@INDEGO et al., 2011)C.
arabica é a espécie mais comercializada mundialmente dewd sua alta
produtividade e superioridade na qualidade da beleislacomparacdo com outras
espécies do género (MENDONCA et al.,, 2005; CHALFO¥BNal., 2013). No
entanto, apresenta suscetibilidade a ferrugem,ipahdoenca do cafeeiro causada
pelo fungo biotrofico Hemileia vastatrix Berk. et Br. Esse fungo ataca,
principalmente, as folhas, podendo causar reduggwoducao e vida Gtil da lavoura
em até 50%. A forma de controle ideal dessa doéngaobtencdo de variedades
resistentes, por ser um método menos Oneroso arcenenor impacto ao meio
ambiente (ZAMBOLIM et al., 1999). No entanto, aaiitdo de cultivares resistentes
tem sido constante desafio para os melhoristas,vemgue, ao longo do tempo, as
plantas podem tornar-se suscetiveis a novas ragagatidgeno (VARZEA;
MARQUES, 2005; CABRAL et al., 2009; MAIA et al., 28).

Dessa forma, diferentes programas de melhorameito ¢oncentrado
esforcos na incorporacao de resisténcia as varisabfe arabica A resisténcia do
cafeeiro aH. vastatrixtem sido atribuida a nove genes dominanted & $9),

simples ou em associacédo. Os gengs §42, Si4 e $5 foram caracterizados em



cafeeiros da espéci€. arabicae §3 em derivados de selecbes @e liberica
(WAGNER; BETTENCOURT, 1965; NORONHA-WAGNER; BETTENILRT,
1967; BETTENCOURT; CARVALHO, 1968; BETTENCOURT; N@RHA-
WAGNER, 1971; BETTENCOURT; RODRIGUES JR., 1988&). canephoraé
considerada mais resistente a doencas e pragasteeaspéecie estdo presentes 0s
genes §6, 47, S:8 e $9 (BETTENCOURT et al., 1980).

Como os genes identificados @narabicaforam suplantados pelas racas de
H. vastatrix a transferéncia de genes desejavei€deanephorgparaC. arabica
tem sido uma das estratégias de sucesso adotadaslharistas (OWUOR; VAN
DER VOSSEN, 1981; BERTHAUD; CHARRIER, 1988). Assinma das principais
fontes de resisténcia utilizadas nos Programas dihdvmento deC. arabica
visando obtencdo de variedades resistentes wastatrixtem sido o Hibrido de
Timor (HT). Esse hibrido é resultante do cruzamenattural entreC. arabicae C.
canephorae apresenta resisténcia a diversas racék dastatrix.Por ser tetraploide,
cruza-se facilmente com as cultivares @e arabicg favorecendo, assim, a
transferéncia de sua resisténcia (CARVALHO et1#189). Os genesyb, Si7, S48
e §9 foram identificados em derivados do Hibrido dedii (BETTENCOURT et
al.,, 1980; BETTENCOURT et al., 1992)e em outros ritls tetraploides
interespecificos, como o Icatu (RODRIGUES JR. et H375; BETTENCOURT,
RODRIGUES JR., 1988). A existéncia de outros gedesresisténcia nesses
materiais genéticos tem sido confirmada pela sugdaot da resisténcia de alguns
Hibridos de Timor por novas racas ldevastatrix(RODRIGUES JR. et al., 2000).
Além disso, alguns autores tém demonstrado a egistéle outros genes de efeitos
menores conferindo resisténcia incompleta a dervado Hibrido de Timor
(ESKES; Da COSTA, 1983; ESKES et al., 1990).

Apenas genes de efeito maior tém sido, no entam@nipulados em
programas de melhoramento visando a obtencdo deisf resistentes. Embora a
base genética da resisténcia duradoura em plafitaseja ainda bem compreendida
(JOHNSON, 1981), frequentemente ela tem sido dttédba genes de efeito menor.
Dessa forma, tem sido consenso a estratégia deimangznes de efeitos maiores e
de efeitos menores para obter resisténcia duravel.

Acumular diferentes genes de resisténcia em um meagnotipo € tarefa
complexa e laboriosa de ser realizada pelos métivddgionais de melhoramento.

Uma ferramenta eficiente e que pode auxiliar nesstgatégia seria 0 uso de

10



marcadores moleculares. Esses marcadores posasibiiitferir de forma répida e
eficiente a presenca dos genes de resisténciarngénees sem a necessidade de
avaliar o fenotipo da caracteristica, por meio elecfio assistida por marcadores
moleculares (SAM) (CAIXETA et al., 2009). O uso marcadores ligados a genes
de interesse é de grande importancia na selecgendgipos, principalmente quando
0 programa de melhoramento tem como objetivo inzoddois ou mais genes,
quando o fendtipo é de determinacdo complexa, andp o processo de avaliacao
requer destruicdo da planta. Para melhoramentodasaesisténcia a doencas, a
SAM é particularmente importante, pois permite lagg® na auséncia do patdégeno
ou da racga do patdgeno (CAIXETA; PESTANA, 2013).

Para incorporar a SAM no melhoramento do cafegwimeiramente €&
necessario identificar marcadores moleculares digabs genes de efeitos maiores e
menores associados a resisténcia. Isso pode dadeadetectando e mapeando
Quantitative Trait Loci(QTLs) para a resisténcia ao patdgeno em mapadigesn
A identificacdo de locos ligados a caracteristgaantitativas € estratégia importante
para conhecer melhor a genética de uma espécie.nfeaw de marcadores
moleculares, podem-se mapear QTLs e conhecer orajienkcalizagdo no genoma,
o efeito dos genes de resisténcia a doencas eragéab entre eles (TAKAGI et al.,
2013). Esses conhecimentos poderiam facilitar adbasmanipulacdo da resisténcia
a doencas.

A construcdo de mapas genéticos saturados Cenmarabica tem sido
dificultada devido ao baixo nivel de polimorfismo germoplasma e complicacfes
advindas da poliploidia. Além disso, poucos séo trabalhos que mapearam
marcadores moleculares ligados aos genes de resiste ferrugem (PRAKASH et
al., 2004; MAHE et al., 2008; BRITO et al., 2010CDA et al., 2011). Em nenhum
dos trabalhos foram identificados genes de efeiéman no patossistem@offea
Hemileia vastatrix O trabalho de Prakash et al. (2004) foi realizatho uma
populacdo f derivada deC. liberica, em que foram mapeadas 21 marcas AFLP
ligadas ao gene de resisténcigBSDando sequéncia a esse estudo, Mahé et al.
(2008), trabalhando com marcadores SSR, AFLP e SGAe&ntificaram trés
marcadores cossegregando perfeitamente com o ggheB%ito et al. (2010)
mapearam duas marcas AFLP ligadas a um dos gemesigi€ncia a raca Il de.
vastatrix presente no Hibrido de Timor UFV 427-15. Postenemte, Diola et al.

(2011), trabalhando com esse mesmo gene, aprem®ntama regido de alta
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densidade com seis marcadores SCAR delimitando regido cromossomica de
9,45 cM e flanqueando o gene de resisténcia em@9 @M.

Visando caracterizar outros genes de resisténf@aridgem presentes no Hibrido de
Timor, os objetivos deste estudo foram estudarraniga da resisténcia do Hibrido
de Timor UFV 443-3 as racgas | e Il e ao pat6tipd G6H. vastatrixe confirmar o
ndamero e posicdo dos genes identificados no estedi@ranca em mapa genético de

ligacdo, a fim de serem usados na Selecao Asstidslarcadores Moleculares.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1. Material vegetal

Para o estudo da heranca da resisténcia do cafaeif@rrugem,foram
utilizadas populacdes derivadas do cruzamento enttiébrido de Timor UFV 443-
03 (progenitor resistente) e o Catuai Amarelo IAMC(BFV 2148-57) (progenitor
suscetivel). A planta ;F denominada H-511-1, foi autofecundada em condic6e
controladas para se obter a populacédo segregat@é #individuos). Aléem disso, foi
feito o retrocruzamento com o Hibrido de Timor UB¥3-03 e com o Catuai
Amarelo UFV 2148-57, para obtencédo dos retrocrunémseresistente (RCr) (87
individuos) e suscetivel (RCs) (115 individuos),spextivamente. Para o

mapeamento genético, foi utilizada apenas a po@aolgg

2.2. Andlisefenaotipica

Os uredosporos das racas | e Il e do patétipo @H.dvastatrix foram
multiplicados e inoculados de acordo com a metodmldgscrita por Capucho et al.
(2009). A inoculacdo foi efetuada em um total de 4al@ntas, sendo 247
correspondentes a populacdn FL5 RCs e 87 RCr, bem como 0s progenitores e a
planta F, usando-se a estratégia de discos foliares degpanitEskes (1982).

Foram realizadas trés repeticbes das plantas, @queesponderam a
inoculacbes em épocas diferentes, das populagbfesREs; e duas repeticoes da
RCr. A avaliacdo da resisténcia/suscetibilidadesfetuada de acordo com Capucho
et al. (2009), seguindo a escala de Tamayo et295), que se baseia na auséncia ou
presenca de uredosporos. De acordo com essa estalegnsideradas resistentes as
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notas 1 a 3; a auséncia de sintomas, nota 1;@ssleforéticas pequenas, nota 2; e as
lesbes clordticas grandes sem esporulacdo, nétasBdscetibilidade (notas 4 a 6) é
atribuida a lesdes cloréticas grandes com poucaddsporos, ocupando menos de
25% da area foliar (nota 4), lesdes com esporulacépando de 25 a 50% da area
(nota 5) e lesBes com esporulacdo ocupando md&f%eda area com ureddsporos
(nota 6).

2.3. Estudo de heranga

Com o intuito de verificar a segregacdo fenotipicpara
resisténcia/suscetibilidade das plantas, foi @iiliz 0 teste qui-quadradg’), com o
auxilio do SoftwareGenes (CRUZ, 2013). Para a populacaddfam testadas as
proporgcdes fenotipicas esperadas para um genee (B:3), dois genes (15:1, 13:3,
7.9, 9:7, 3:13 e 1:15) e trés genes (63:1, 61:3,5%/:27, 27:37, 9:55, 3:61, 1:63,
57:7, 51:13, 49:15, 43:21, 25:39 e 19:45), sigatiws a 5% de probabilidade. Nas
populacdes de retrocruzamento foram testadas asrpégs para um gene (1:1) e

para dois e trés genes (3:1).

2.4. Genotipagem com marcadores moleculares

2.4.1. Extracdo DNA

A extracdo de DNA dos progenitores (Hibrido de TinufV 443-03 e
Catuai Amarelo UFV 2148-57), da plantaHF511-1 e das 247 plantas da populacao
F, foi realizada utilizando a metodologia descrita Poniz et al. (2005). A qualidade
do DNA foi avaliada em gel de agarose (1%) e suantficacdo, em
espectrofotdometro NanoDrop 2000 Spectrophotometkerrio Scientific. As

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

Inicialmente, foram efetuados testes de polimomdisdos primers SSR
utilizando o DNA dos progenitores e de 10 indivisluta populagéo ;F Foram
testados 373 pares gamersSSR de cafeeiro (COMBES et al., 2000; ROVELLI et
al., 2000; BARUAH et al.,, 2003; COULIBALY et al.,003; MONCADA,
MCCOUCH, 2004; PONCET et al., 2004; BHAT et al. DBOHENDRE et al., 2008;
MISSIO et al., 2009b; MISSIO et al., 2011). As 1@as de PCR foram realizadas de
acordo com as metodologias descritas por Missial.e{2009a). A deteccéo do
polimorfismo dos marcadores foi realizada em gegda@crilamida desnaturante 6%
e corada com nitrato de prata, conforme protocekxuito por Brito et al. (2010), e
em sequenciador automatiéBl 3130 xI Genetic AnalyzgApplied Biosystems
Para andlise no sequenciador, um g@osners do par que amplifica cada loco
microssatélite, doward, foi marcado com um fluoréforo especifico (6-FABEUI,
ou NED, amarelo, ou HEX, verde). No entanto, agsGes de PCR para cagamer
foram efetuadas separadamente e a reacdo deuwésfdros especificos, misturada
para ser analisada, caracterizando um “falso mekiplCada reacédo de PCR foi
diluida na proporcdo de 1:10, e 1 pL dessa dilufg@dransferido para uma placa
especifica do sequenciador contendo 6,8 pL de fordsa HI-DI Applied
Biosystems e 0,2 pL do Rox-500 (padréo de pesoaulalemarcado com fluoroforo
RED). A reacao foi desnaturada em termocicladds 29 por 3 min. Em seguida, as
amostras foram eletroinjetadas no sequenciaddizamilo capilares de silica de 50
cm de comprimento e 50 um de diametro e preenchidas polimero POP 7,
conforme recomendacao do fabricante. Os fragmdatam analisados por meio do

software GeneMapper V4.1 Applied Biosystems

2.4.3. Marcadores AFLP

A técnica de AFLP foi realizada conforme descrito Bato et al. (2010),
com algumas modificacdes. Os DNAs dos progenit@tésido de Timor UFV 443-
03 e Catuai Amarelo UFV 2148-57) e dos individugs résultantes desse
cruzamento foram digeridos com as enzimas de ¢asfticoRl e Msel por 8 h, a 37

°C. Os fragmentos gerados foram ligados aos adanggséspecificos, utilizando-se a
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enzimaT4 DNAligase por 14 h, a 4 °C. O material digerido edg#oi diluido 1:10
em TE pH 8,0 e armazenado a -20 °C. A amplificay@eseletiva foi realizada com
primerscomplementares aos adaptadores, contendo um rideleatdicional (N) na
extremidade 3°. O produto pré-amplificado foi dilmi1:40 em TE pH 8,0 e
armazenado a -20 °C. Para a reacao de amplificaigham utilizadas 17
combinagdes dprimersseletivos resultantes decoR| e Msel (E-CAG/M-TGC; E-
CAT/M-AGT; E-CCT/M-ATA; E-CCC/M-AGC; E-CCC/MAGA; EEGA/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/MAGT,; E-
CTC/M-AAG; e E-CTT/MTCG). Aos produtos amplificaddsram adicionados 8
uL de formamida (formamida 98%, EDTA pH 8,0, 10 milene cyanol mg/mL e
bromophenol blud mg/mL). O polimorfismo dos marcadores foi obsdovam gel

de poliacrilamida desnaturante (6%) e corado cdratnide prata.

2.4.4. Marcadores RAPD

Conforme a metodologia descrita por Ferrdo et24l18), foram utilizados
quatroprimers RAPD da Operon Technologies (OPA 001, OPA 014, RA e
OPAB 009.Cada reacdo de amplificacao gwsnersRAPD consistiu de um volume
total de 25ul, contendo os seguintes componentes: 25 ng de §hmico, 1 U de
Tag DNA polimerase, 0,1 mM de cada dNTP, M de primer, 50 mM de KClI, 10
mM de Tris HCI pH 8,3 e 2 mM de MgCI2 e o volumedli completado com agua
milli-Q estéril.

2.4.5. Marcador primer-especifico

O primer especifico CARF 005 foi utilizado de acordo cormetodologia
descrita por Alvarenga et al. (2011). Egwaner amplifica uma regiadisease
Resistance Gene Anald®GA) de 400 pb de um potencial gene de resiséaci
doencgas. O CARF 005 foi desenvolvido a partir adspuéacia minerada do Projeto

Brasileiro do Genoma Café e corresponde a uma palg&@ene de resisténcia com
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anotacao “gi|24459841| emb|CAC82597.1| diseasstamse-like protein” deC.

arabica

2.5. Construcao do mapa de ligacao

O mapa foi construido com base nos dados de gagetip da populacéo,F
utilizando-se um total de 17 combinacdepdmers AFLP, 58primersSSR, quatro
RAPD e umprimer especifico, 0 CARF 005.

Os dados dos marcadores foram codificados e atdefisao Software
GQMOL (CRUZ, 2008). A representacéao grafica do m#gégacao foi efetuada no
software MapChart (VOORRIPS, 2002). A segregacdao em cadecadar foi
avaliada por meio do teste qui-quadragd (p = 0,05), usando-se a protecdo de
Bonferroni. A hipotese de segregacdo mendelianad€oi3:1 para cada um dos
marcadores. Os marcadores que apresentaram distoigdsegregacdo foram
considerados na construcdo do mapa, uma vez qualtefaram a posicao inicial
dos marcadores no mapa de ligacdo construido secadaaes distorcidos.

Os grupos de ligacao foram formados e ordenaditigantio-se LOD escore
minimo de 3,0 e maxima recombinacéo de 30%. Asuémecas de recombinacéo

estimadas foram convertidas em distancia gené&ea#iMorgans — cM).

2.6. Mapeamento de QTLs associados a resisténciaaciieeiro a ferrugem

Os genes, previamente identificados no estudo denb& e envolvidos na
resisténcia do cafeeiro, foram tratados como QTusftitative Trait Logi, com 0s
objetivos de localiza-los no mapa genético e ifieatimarcadores a eles ligados. O
objetivo foi identificar genes de efeitos maiorame@nores envolvidos na resisténcia.
Para isso, foram tomados os dados fenotipicos da pkanta da populacédo,F
considerando-se a nota maxima das trés repetigde®dulacdo. A identificacdo de
QTL associados a resisténcia do cafeeirb wastatrixfoi realizada com o auxilio do
SoftwareGQMOL (CRUZ, 2008). Utilizou-se a metodologia arervalo simples,
por meio da andlise de regressdo. Os possiveis @Fams verificados segundo a

metodologia descrita por Lander e Botstein (1989 que o coeficiente de
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determinacdo do QTL corresponde ao pico de majoif&iancia estatistica do QTL,
sendo adotado um valor de LOD escore superior aA3pmsicao do possivel QTL
foi declarada quando os valores de LOD excederanaloses criticos de corte em

cada grupo de ligacao.

2.7. Influéncia dos marcadores moleculares identdados na severidade da

doenca

Os marcadores moleculares identificados associaiss QTLs foram
utilizados para verificar o seu efeito na severddd doenca. Dessa forma, a meédia
da severidade da doenca dos individuos contend@roadior ligado ao QTL foi
comparada com a média de doenca dos individuoe&@mueontinham o marcador. A
comparacao foi realizada pelo teste F a 5% de pilatede, pelo método de marca
simples, usando-seSoftwareGQMOL (CRUZ, 2008).

A severidade média da doenca em cada planta foiaed pela nota maxima
de trés repeticdes, utilizando-se a escala de Taetagl. (1995) paraasracaslell e

para o patétipo 001 de. vastatrix.
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3. RESULTADOS

3.1. Avaliacéo da doenca

O Hibrido de Timor UFV 443-03, a planta E as plantas do RCr foram
resistentes as racas | e Il e ao patétipo OOH.deastatrix em todas as inoculacdes,
enquanto o Catuai Amarelo UFV 2148-57 foi suscktisse resultado sugere que a
resisténcia desse Hibrido de Timor é dominante padas os trés isolados do
patogeno.

Nas populacbes,Fe RCs, observou-se segregacao na resisténciaré&os t
isolados deH. vastatrix Na inoculacdo das plantas €éom a raga | do patégeno
foram observadas 226 plantas resistentes (93%3escétiveis(7%), e na populacao
de RCs verificaram-se 84 plantas resistentes (73730 suscetiveis(26,3%). Na
raca Il, das plantas avaliadas na populaci@3¥5 foram resistentes (95,52%) e 11
suscetiveis (4,48%); e no RCs, 84 resistentes473® 30 suscetiveis(26,96%). No
patotipo 001, verificaram-se 231 plantas resisger(@3,90%) e 15 suscetiveis
(6,10%) na populacdo,Fe 85 resistentes (73,91%) e 30 suscetiveis (26,0@%0
RCs. A frequéncia de individuog m cada nota da escala de Tamayo et al. (1995)
(notas variando de 1 a 3 (resistentes) e de 4sasgdtiveis)) pode ser verificada na
Figura 1.

Com base nos dados fenotipicos obtidos na popukggdoram testadas 22
hipoteses de segregacao esperada para um, désgetres, considerando-se o nivel
de significancia de 5%. Nas trés racas, duas pgoperforam significativas: uma
delas esperada para dois genes dominantes e im@depes (15:1) e outra para trés
genes independentes, sendo dois dominantes e @ssiar (61:3) (Tabela 1). Na
populacdo de retrocruzamento suscetivel, a proporgé segregacdo R:S

significativa encontrada foi de 3:1 (Tabela 1).&ssgregacéo é esperada tanto para
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dois genes dominges quanto para trés genes (dois domi:s e umrecessivo),

confirmando o reswado encontrado na populagé,.

160
140 -
120 -
100 -
80 - Eracal
60 - Oraca ll

40 - @ patotipo 001

Numero de individuos

0 - : : I. I-_l_||—l_|_||
1 2 3 4 5 6
Notas

Figura 1 -Frequéna de cafeeiros ,— seguiu-se a escala demayo et al. (199).
Individuos reistentes (1 a 3), suscetiveis (4 a 6)Aliséncia de sintomas-
lesdescloréticas pequenas;- lesdes cloréticas grand sem esporulacéo-
lesdes clcoticas grandes com poucos ureddsporos, oido menos de 25%
area da ledo; - lesbes com esporgao ocupando de : a 50% da area; -

lesBes col esporulacdo ocupando mais de 50% da are uredésporo

Visando amliar o conhecimento dos genes envols na resisténcia ¢
Hibrido de Timor aferrugem, bem como identificar marcadomoleculares licdos
aos genes caracteados, foi construido um mapa genético igacado contendo ¢
fatores de resisténc. Dessa forma, os genes identificados fotratados como QTl

Para constrtdo do mapa de ligagéo, foram analisad’3 pares dprimers
SSR nos prgenitores da populacdo em estudo, sendo 58 |orficos (15,55%) e
271 monomorficos(72,65%) e 44 nado amplificaram (11,8). A auséncia d
amplificacdo podeser explicad pela falta de homologiade algunsprimers
construidos paraC. canephor. Os 58 marcamtes SSR )olimorficos forarmr
analisados na poptcac F,.. Observouse que 21 desses marcres se comportara
como diploides e ooutros 3, como poliploides.

Na genotipgsem com marcadores AFLP, mais de wco polimorfico foi

verificado em cad combinagacde primer. Assim, das 17 :ombinagGes AFLI
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utilizadas, foram obtidas 74 bandas polimérficasincmédia de 4,35 bandas
polimérficasprimer. Para o RAPD, do total de 46 marcadores analisaajmnas

quatro foram polimorficos, sendo observada uma daotimorficaprimer.

Tabela 1 - Proporcéo esperada e observada para d@s genes responséveis pela
resisténcia, nos progenitoreg populagéo & retrocruzamento resistente

(RCr) e retrocruzamento suscetivel (RCs)

Ndmero Ndmero Probabilidade

Proporcao

Populagdo Esperada observado esperado X2 %
R S R S R S
UFV 443-03 1 0 1 0 1 0 - -
UFV 2148- 0 1 0 1 0 1 - -
57
Raca F 1 0 1 0 1 0 - -
| RCr 1 0 87 0 87 0 - -
=5 152 1 226 17 2278 152 0,23 63,10
=5 61° 3 226 17 2316 11,4 2,90 8,87
RC¢ 3P 1 84 30 855 28,5 0,10 74,56
UFV 443-03 1 0 1 0 1 0 - -
UFV 2148- 0 1 0 1 0 1 - -
57
Raca F 1 0 1 0 1 0 - -
I RCI 1 0 87 0 87 0 - -
F, 152 1 235 11  230,6 154 1,33 24,92
F, 61° 3 235 11 2345 11,5 0,02 87,27
RC¢ 3 1 80 35 86,25 28,75 1,81 17,83
UFV 443-03 1 0 1 0 1 0 - -
UFV 2148- 0 1 0 1 0 1 - -
) 57
Patoti F, 1 0 1 0 1 0 - ;
(')%‘_?L RCr 1 0 87 0 87 0 ; -
F, 152 1 231 15 230,6 154 0,01 92,13
F, 61° 3 231 15 2345 11,5 1,09 29,54
RC¢ 3t 1 85 30 86,25 28,75 0,07 78,78

! Retrocruzamento resistente;Retrocruzamento suscetivel; a proporcéo esperada ¢pis genes

(15:1, na gerac&o,f " proporcéo esperada para trés genes (61:3, na gd?gc?ﬁp

roporcéo esperada

para dois e trés genes, no retrocruzamento suste®vplantas resistentes; S- suscetiveig: eui-

quadrado.

3.2. Mapa de ligacéo

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

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

mapa, bem como identificar os QTLs, todos os maresdforam codificados de

forma binaria. Assim, para os SSR poliploides daaleda foi tratada como um loco



e para 0s SSR diploides, apenas o alelo acoplagoogenitor resistente (Hibrido de
Timor UFV 443-03) foi considerado. Dessa forma, total de 137 marcadores
polimorficos (74 AFLP, 58 SSR, 4 RAPD efimer-especifico (CARF 005)) foram
analisados em toda a populacgo Pesses, 21 apresentaram distor¢cdo na razao de
segregacao (15,32%), sendo 12 AFLP, 8 SSRoeneer-especifico (Tabela 2). Os
marcadores com distorcdo de segregacao foram evadwb para constru¢cao do
mapa de ligacdo, uma vez que a ordem dos marcatkodsi alterada quando estes
foram adicionados ao mapa. Os marcadores com ghstale segregacao foram
identificados com dois asteriscos em sua nomenalatur

O mapa ficou, portanto, com 12 grupos de ligagah),(Gontendo 111
marcadores e cobrindo uma distancia de 976,78 cidedoma (Figura 2 e Tabela
2). Vinte e seis marcadores (12 AFLP, 13 de SSRpeimer-especifico) ndo se
ligaram a nenhum dos GL formados. A distancia edtie marcadores adjacentes
variou de 0 (isto é, dois marcadores completaméigtelos) a 29,39 cM. Os
tamanhos individuais dos GL variaram de 18,39 cM {@) a 234,61 cM (GL 1). A
maior parte dos intervalos (84,85%) ndo excede@ eM2 Dentro de cada grupo, a
distancia média entre marcadores variou de 5,29@M5) a 20,06 cM (GL 10). E
para todos os grupos de ligacado, a distancia niiéidie 9,86 cM.

Tabela 2 - Resumo do mapa de ligacao para a p@ukadeC. arabica

Comp. o Dist. média Dist. min. e max.
GL (cM) N AFLP SSR RAPD RGA (cM) (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 ligacdoComp.- comprimento em cM¢M- unidade em centiMorgamN°- nimero de
marcadoresDist. média (cM) distancia média entre marcador@st. min. e max distancia minima

e maxima entre marcadordsl - marcadores nao ligados;Dastorc.- marcadores com segregagao
distorcida.
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3.3.ldentificacédo de QTLs

A analise :onjunta dos dados genotipicos fenolipicos permitiu a
identificacdo de (Ls para os trés isolados analisadopenas marcadore
moleculares assodos aos QTLscom valor de LOD suerior a 3,0 foran
considerados (Figa 2). Os intervalos de maior assodo com os QTL
identificados estadoidicacos pela barra cheia na Figura &sk barra indica varie
posi¢cdes do QTLiniciando e finalizando com menor e maicOD suptrior a 3,0,
respectivamente. Arlha fina indica a distancia de marcadordjacentes associad

ao QTL com valor ¢ LOD superior a 3,

L-! =] HE e
_ ,E-CGG/MACG 8 I LG4
A& ECTTMTGC? A ELCTTIALTECA o [T ECATMAGCZ
230 [HECTOMTAC 128 T2 It [ B = 1os—f | jecoanacaz
—! l!,'!!E'CGT"“LTCT‘_ [~ ECOCMATAY !: l&]? 128 ) c B ) lecramTace
PE-CGTAMTCTS 227 ENY - EST-SSROM TF T i ma
161 !E-CCTM~ATA3 H-ectomTtacy He B2 218 | rEST-88R107 +|i:| gi LGS
Hibeceanttcc g | T: 45 ———
1M1 e a2s - _,E.gggm?‘;g-— o 150 / 2 ‘é’ GS—H\E!;;;E
CCOM- COAM-TCC3= ] 155
o HEES A e VESEE 2 2 B o] S -
oY HEecsTmTCTT 37 N o= = mE T i 1 S87TT ssrssRore
94 j:ﬂ . -aTA2  2ECHhlecTimTee: 2 3 231 \‘E-csm:-rccz A_I |
T/ el § A I S\ =1
ee— 1l _ - 7 U ‘ECTIM-TCG2 8 WSS HT o~ EST-S5R062
= E-CGTMTCT2 = \ SSR 100
192 E-CGAM-TCCS 214 '~ Le10
CGG/NFATSES - CaGnLTEC2 Limn .
125 W ore E-CGAM-TCC11 Fi— 5 COAMACAZ g 12
T~ .. EST-SSR024~ 4.3 T9 T.E >
2a-~-Hil IE-LALGM oS I 1222 222 2. _H—ECCCOMAGAT | ~ I'; Ie
54 OFAD17 LGS 248 ISSISa 80 H-sceamTccs gt @E 43
£4 SSRC0% 5z RE
70 E-CGT/M-ATC2 E-CGAM-TCC10 7.3 s
133 E-CGAM-TCCS B— S5R070 H— ECGTM-ATC2 =]
31 E-COAM-ACA1 LGT | =
e E-CTGIM-AATZ 246 773
SSR 166 H— E-CTCM-AGTE SSRO57 M~ ECGTM-ATC1
251 E-CTCM-AGT2 ] 128 sepo8T 14.0— . N
ECTCM-AGTE 254 . SR 122 [ EeemTCTS
E-CTCM-AGT4 H—EST-SSR025 SSACa018 9.6
26,4 ECTCM-AGTS 1297 | ecamasacct H—- eCcGTM.TCTE
E-CTCM-AGT2 o1 — - oPaB009 ol
ECCCM-AGCS™ o, T |ECGGMACGS LGS
ECTT/MTCG2 ‘“—:\ EST-SSR012 — SSROT 1™
68—~ EST-SSR060 )
M~ ecrcsrow E-CGAM-ACA3 L1
17.9— 155 : M-
L esr-ssr001 E-CTGM-TAC2
. SSROST OPAD 14
1857 f'g SSRo07 8 EST-SSR0E1
IM— EST-SSR0&8 128 SSRO0O 121
88— SSR08 EST-SSR048
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SSRCa080
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Figura 2 -Mapa de ligacdo deC. arabicacontendo 111 mandore. A direita da
barra esdo os nomes dos marcadores molecs e a esquerda,
distancis em cM. As barras ao lado do nome darcadores indicam

posicdo los QTLs para as racas | e Il e cotipo 001

Dessa forme foi possivel identificar quatro QTLs para i@cas | «0 patotipo
001 localizados nagrupos de ligacdo (GL) 2, 3 e 10 e dOTLs para a raca
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localizados nos GLs 2 e 10 (Tabela 3 e Figura @lo$ os marcadores identificados
associados ao(s) QTL(s) séo alelos provenientgsatenitor resistente, Hibrido de
Timor.

Para os QTLs identificados foram estimados: a fi&c@o no GL, os seus
efeitos (efeito aditivo (a) e de dominancia (d)}ipm de interacdo alélica (gmd), a
média de severidade da doenca e quanto da vafexgdibpica est4 sendo explicada
pelo QTL (R) (Tabela 3).

O grau médio de dominancia (gmd) foi estimado ségumférmula: gmd =
|d|/|a], sendo considerado: AD = auséncia de doecim&uando gmd = 0; DP =
dominancia parcial quando 0 < gmd < 1,0; DC=donurédnompleta quando gmd =
1,0; e SD = sobredominancia quando gmd > 1,0.

As estimativas dos efeitos genéticos e dos valdeggmd indicaram a
ocorréncia de diferentes tipos de interacdes akl@ra os marcadores identificados
associados aos QTLs (Tabela 3). Para a raca htasagdes génicas encontradas
foram de SD (trés marcadores) e DC (um marcadaja R raca Il, os dois
marcadores identificados associados aos QTLs apaeam interacdo alélica de SD.
Para o patotipo 001, a interacdo génica foi de ©&s (marcadores) e SD (um
marcador).

Por meio da andlise da severidade média da do@atelé 3), foi possivel
observar que todos os marcadores identificado<iases aos QTLs foram capazes
de aumentar a resisténcia das plantas. Assim,sampya do alelo Al(proveniente
do progenitor resistente Hibrido de Timor) reduaiseveridade média da doenca.
Isso demonstra que todos os alelos de resistéhemificados sdo provenientes do
progenitor Hibrido de Timor.

Para a raca |, foi possivel identificar quatro QTDRsis QTLs no GL 2 e um
nomeado QTL1_raca-1ficaram localizados a 22,70 civhdocador E-CGC/M-ATA
1 (Figura 2), explicando 9,10% da variacdo fenctipiO outro nomeado
QTL2_raca-l foi localizado a 3,01 cM do marcado€CES/M-AAT 1 (Figura 2),
explicando 8,90% da variacdo fenotipica. O terceddL (QTL3 raca-1) foi
identificado no GL 3 (Figura 2), a 13,01cM do ma@aEST-SSR 050, explicando
5,70% da variagdo fenotipica. O quarto QTL (QTL4ar§ foi identificado no GL
10 (Figura 2), localizado a 12,01 cM do E-CGA/M-TACexplicando 7,80% da

variacao fenotipica.
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Tabela 3 - Marcadores moleculares associados a Qdiasresisténcia do cafeeiro a ferrugem, ideatifis por intervalo simples por

meio da andlise de regressao (LOD>3)

Pos Interaca Médig de Redugao na
GL  Marcador/ QTL  Pb (cM)- LOD R?%*(%) M a d gmd o aléli?:a severidade severidade
A AA,  média (%)
Raca |
OTL1 2 E-CGCIM-ATA1 145 22,70 5516 910 306 4®, -051 1,03 DC 2’282 3%50 14,38
QTL2 2 E-CTG/M-AAT1 670 301 4941 890 360 039 -1,57 -411 SD 2’885 3'295 15.49
oTL3 3 EST-SSR050 129 1301 3127 570 373 045187 -4.19 SD 2’352 2'276 414
QTL4 10 E-CGAM-TCC4 800 1201 4345 7,80 314 140 -075 6,98 SD 2’;71 3"1177 12,77
Raca Il
OTL1 2 E-CTG/M-AAT1 670 370 3147 580 275 D2 -042 2,00 SD 2’350 2’286 15,12
OTL2 10 E-CCCIM-AGA1 220 801 4505 810 193 98, 116 -121 SD 2’284 3'816 20,96
Patétipo 001
OTL1 2 E-CGCIM-ATA1 145 17,01 8071 1340 253 70 -056 0,79 DP 2’885 2'233 26.38
QTL2 2 E-CTG/M-AAT1 670 000 90968 1620 213 9@, 029  -0,33 DP 2’870 3'800 31,00
oTL3 3 EST-SSR050 129 12,01 4229 750 343 040238  -3.46 SD 2%52 2'219 17.83
QTL4 10 E-CGAM-TCC4 800 000 8351 13,80 200 .80 039 -048 DP 2’205 2'203 30,92

GL - grupo de ligacadylarcador/QTL- marcadores identificados associados a QTLs das tacH e ao patétipo 00Pb- pares de base do marcador molecular;
LOD- logaritmo da base 10;R¥- coeficiente de determinacdo da regresséo, quespmnde a porcentagem da variacdo fenotipicacexialipelo QTL;m- média

da caracteristica na populac@n;efeito aditivo correspondente aos genétipos honabagy assume valores -1 e 1 para qq e QQ, respewive;d- efeito de
dominancia correspondente ao gendtipo heteroziggaqogmd- grau médio de dominancia, corresponde as estinsativa efeitos genéticos e dos valores de d/a
para cada QTL, indicando a ocorréncia de difereijies de interacdes alélicasD- auséncia de dominanciaP- dominancia parcial; 8D- sobredominancia.



Dois QTLs foram identificados para a raca Il. UmLQIQTL1 raca-II)
localizado no GL 2, a 3,70 cM do marcador E-CTG/MTAL, explicando 5,80% da
variacao fenotipica. O outro QTL (QTL2_raca-Il)&izado no GL 10 a 8,01 cM do
marcador E-CCC/M-AGA1 explicou 8,10% da variacawféica (Figura 2).

Para o patétipo 001 foram identificados quatro Q{dais no GL 2, um no
GL 3 e um no GL 4), Figura 2. No GL2, um dos QTIFT(1_pathotype-001)
identificados ficou localizado a 17,01 cM do mamadkE-CGC/M-ATA 1,
explicando 13,40% da variacdo fenotipica. O ouffd QTL2_ pathotype- 001) no
GL2 foi localizado a 0,00 cM do marcador E-CTG/M-RA, explicando 16,20% da
variacdo fenotipica.No GL 3, o QTL (QTL3_pathotyp@t) foi identificado
localizado a 12,01 cM do marcador EST-SSR 050,iexpdio 7,50% e 8,80% da
variacdo fenotipica. No GL10, o QTL (QTL4_pathoty}i¥) identificado ficou
localizado a 0,00 cM do marcador E-CGA/M-TCC 4,legndo 13,80% da variacao

fenotipica.
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4. DISCUSSAO

4.1. Avaliacéo da ferrugem

As analises fenotipicas ndo permitiram concluia sesisténcia do Hibrido de
Timor UFV 443-03 a ferrugem € condicionada por dgsnes dominantes
independentes ou trés genes independentes, sersxddaoinantes e um recessivo,
pois ambas as hipéteses ndo foram rejeitadas esteyf (P>0,05). Dessa forma,
realizou-se a analise gendmica para verificar agmga ou auséncia do gene
recessivo envolvido na resisténcia do Hibrido dendFi e, assim, auxiliar no
entendimento da heranca dessa importante fontesiiéncia a diferentes racas de
H. vastatrix

Em outros acessos de Hibrido de Timor inoculados dderentes ragas,
observou-se que a resisténcia era governada poowriiés genes dominantes.
Pereira (1995), trabalhando com sete acessos drldite Timor com as racas Il e
XXV de H. vastatrix verificou que em seis acessos a heranca erargaepor trés
genes dominantes e independentes e em apenas wm gane dominante. Brito et
al. (2010) encontraram um gene dominante conferimdosténcia ao Hibrido de
Timor UFV427-15 e araca |l dé. vastatrix.

4.2. Mapa de ligacéo
A construcdo do mapa genético de ligacéo foi difémd pelo baixo nivel de

polimorfismo encontrado pelos marcadores molecsldb® total de 373 pares de

marcadores moleculares SSR analisados, apenasr&@ fmlimorficos. O baixo
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polimorfismo foi também identificado em outros trilos e justificado pela base

genética estreita apresentada @omarabica Vieira et al. (2010), ao analisarem 127
marcadores SSR, encontraram apenas 22 polimoérfiargera et al. (2009) e Geleta
et al. (2012) identificaram trés e oito marcadgrekmorficos, ao trabalharem com

13 e 12 SSR, respectivamente.

Os SSR séo largamente utilizados para a constdecéwapas de ligacao, por
serem, em geral, altamente polimérficos, infornagie servirem como ancoras para
integracdo de mapas de ligacdo, além de requeneegoena quantidade de DNA
para reacdo de PCR (CHISTIAKOV et al., 2006; BAlilak, 2010). No entanto, o
baixo polimorfismo dos marcadores SSR encontradste rieabalho inviabilizou a
construcdo de um mapa genético apenas com essadmaressa forma, foram
incorporados no mapa genético de ligacdo os maresdwoioleculares AFLP e
RAPD.

Os marcadores AFLP analisados apresentaram, emaméd5 bandas
polimorficasprimer, enquanto nos RAPD apenas uma banda polimgsfioagr. O
baixo polimorfismo também foi observado por Britak (2010), Ky et al. (2000) e
Pearl et al. (2004), que identificaram para AFLROL,6,5; e 1,34 bandas
polimorficasprimer, respectivamente. Para os marcadores RAPD, Tei#Gzibral et
al. (2004) e Oliveira et al. (2007) encontraran8Xk11,3 bandas polimorficasimer,
respectivamente.

Os marcadores AFLP e RAPD analisados, apesar deetamapresentarem
baixo polimorfismo, contribuiram para saturar o maganético de ligacédo
construido. Os AFLP, por serem multilocos, perir a saturacdo do mapa
genético com maior rapidez e eficiéncia.

Devido a poliploidia da espécie, outro fator quécdita a construcdo de
mapas genéticos é a distorcdo de segregacdo (@SjotBl de 137 marcadores
utilizados neste trabalho, verificou-se a distore&o 21 (15,33%), valor inferior ao
observado em alguns trabalhos sobre cafeeiro. Aeptagem de distor¢cdo de
segregacao dos marcadores depende ndo s6 da empeesudo, mas também do
tipo de marcador e de populagao utilizados no nmapet. Na construcao de mapas
genéticos do cafeeiro com marcadores RAPD, Oliwatid. (2007), Teixeira-Cabral
et al. (2004) e Paillard et al. (1996) verificardéd,85%, 5,50% e 20,00% de
segregacao com distorcdo, respectivamente. O paneio segundo trabalho

utilizaram populagéo de retrocruzamento derivad#élittoido de Timor e o terceiro,
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populacdo de café robusta. Para marcadores AFLPet kKal. (2000) e Pearl et al.
(2004) verificaram distor¢éo na ordem de 30%, derelites espécies Goffeaspe
25% em populacao de. arabica

Geng et al. (2007) demonstraram que marcadores dmtorcdo de
segregacao afetam a distancia genética no mapgagéd, causando superestimacao
da distancia entre marcadores adjacentes. No entand et al. (2005), mesmo
partindo do pressuposto de que a distorcdo de gagie afeta a segregacao
mendeliana, ndo recomendaram a exclusdo de maesadmm distor¢cdo de
segregacao em mapa geneético de ligacdo, com ¢oimteilocalizar QTLs. Segundo
esses autores, a exclusdo desses marcadores padsaé perda de informagéo se o
marcador com distorcdo de segregacao estiver agsoai qualquer QTL. Alguns
melhoristas ndo utilizam marcadores com distorcasedeegacao para mapeamento
de QTLs. Entretanto, esses marcadores tém sidoematmente utilizados com
seguranca para o mapeamento de QTL, sem efeitodpn@j sobre o resultado, em
diversos trabalhos (TRUCO et al., 2007; COUTO ¢t28110; GUO et al., 2013).

Por meio de simulacbes, Zhang et al. (2010) e WeBhang (2013)
demonstraram que, se 0 marcador com segregac&ociliat estiver intimamente
ligado a qualquer QTL, a distorcdo n&o vai ter iobpasignificativo sobre o
mapeamento do QTL. Dessa forma, neste estudo ndim fi@tirados os marcadores
com distorcéo de segregacao para a construcao ok geaético de ligacao.

O mapa genético construido apresentou distanciganeétre marcadores de
9,86 cM, semelhante a encontrada em outros trabdhasapeamento em cafeeiros.
Pearl et al. (2004), Teixeira-Cabral et al. (2084)liveira et al. (2007) encontraram
distancia média de 10,2 cM, 7,3 cM e 7,5 cM, repmmente. Dessa forma, apesar
de apresentar algumas regifes pouco saturadaspa dealigacdo construido foi
considerado apropriado para identificagao de QTLSs.

Uma vantagem do mapa de ligacao obtido neste estudelacédo aos outros
publicados para cafeeiros (PAILLARD et al., 1996/ Kt al., 2000; LASHERMES
et al., 2001; PEARL et al., 2004; TEIXEIRA-CABRAL al., 2004; OLIVEIRA et
al., 2007) € o maior numero de individuos (247)isados na populacdo. Populacao
com numero maior de individuos possibilita a gevag@ mapa genético de ligagédo
mais acurado. Por meio de simulagdes, Ferreirbh €@06) concluiram, a partir de
populacdes F RILs e retrocruzamento, que populacbées com umal e 200

individuos sdo consideradas suficientes para atrogd® de mapas genéticos

29



razoavelmente precisos. Cruz (2006) concluiu qoepepulagdes & € invidvel a
utilizagdo de amostras pequenas, como 50 individon@smo com alto nivel de
saturacdo, sugerindo que amostras com tamanho miden 100, 150 e 200
individuos podem ser utilizadas para recuperacéoptia do genoma. Bhering e
Cruz (2008), por andlise de simulacdo, verificargoe o tamanho ideal de
populacdes de irmdos-completos, completamenteniafiivas, € de 200 individuos.
Para familia de meios-irmdos, Good-God (2008) eoaclque nd&o sé&o
recomendaveis populacdes com 50 e 100 individuesmo com alto nivel de
informatividade, e que com 200 individuos é podsilieer mapas com fidelidade.
Além dessas vantagens, o0 mapa construido possmaf&adores SSR que,
por serem locos-especificos, podem ser utilizadwsocancoras na integracao de
mapas parciais de cafeeiro, como alternativa patangdo de um mapa genético
saturado para essa cultura. Os SSR podem semibéta, para producdo de sondas
para FISH Fluorescent in Situ Hybridization com o intuito de integrar mapas
genético e fisico, possibilitando, assim, maior pmansdo do genoma, sendo muito

atil para mapeamento fisico de genes.

4.3. Identificacdo de QTLs

A identificacdo e localizagdo de QTLs foram vedfias em mapa genético
de ligacdo com alguns marcadores moleculares cetarciio de segregacdo (DS)
mendeliana neste trabalho. Esses marcadores favasiderados por aumentar a
saturacdo do mapa de ligacéo e, portanto, evitlsoarte de marcadores ligados a
QTLs, o que resultaria na perda de informacéo aelev Todavia, neste trabalho os
marcadores com distorcdo de segregacao nao forsoniasdos a nenhum dos QTLs
identificados.

Os marcadores moleculares identificados como asdoEi aos QTLs
explicaram a variacdo fenotipica de 5,70 a 16,20%ores semelhantes foram
identificados para QTLs associados a resisténaimteas doencas em diferentes
espécies. Siviero et al. (2006) identificaram QEkplicando a variacdo fenotipica
entre 14 e 24% para a gomose do citrus. Ristereic@l. (2003) identificaram
variacao fenotipica de 7,5 a 12,4%, explicada p@Ibks associados a resisténcia a
Phytophthoraspp. Em grao-de-bico, Sabbavarapu et al. (2013)tifaram dois
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QTLs para resisténcia BRusarium wilt explicando 10,4 e 18,8% da variacao
fenotipica e seis QTLs parascochyta blightsendo a maior variagdo fenotipica
explicada por um dos QTLs de 31,9%. Esses autelasmram que a resisténcida
wilt é caracteristica oligogénica e que os dois QTEstificados correspondem a
dois genes de efeito maior. No entanto, parblight apenas o QTL que explicou
31,9% da variagdo fenotipica correspondeu a um dgTéfeito maior.

O valor da variacdo fenotipica explicado pela resfie () pode ser afetado
pela distancia do marcador ao QTL e pela herdald#idia caracteristica. Por isso, €
possivel que os valores do coeficiente de detegémadas associacbes dos
marcadores com o0s respectivos QTLs encontrados resbalho tenham sido
subestimados, uma vez que a distancia dos marcaaloseQTLs varia de 0,0 a 22,70
cM. O refinamento da posicdo onde foram localizadesQTLs permitirdA uma
localizag&o mais precisa dos seus limites, auxibainda mais na identificacéo de
genes.

Por meio da analise conjunta de QTLs para os s@ados estudados, foi
possivel observar que o QTL localizado no GL2 d@asocao marcador E-CTG/M-
AAT 1, como também o QTL localizado no GL10 assdeiao marcador E-CCC/M-
AGA 1, confere resisténcia as racas | e |l e adtjpat 001. O QTL, no GL2,
associado ao marcador E-CGC/MATA 1, assim como & (@€alizado no GL3
entre os marcadores EST-SSR 050 e EST-SSR 10&reamiisténcia a raca | e ao
patétipo 001. Dessa forma, os mesmos genes podamneeasolvidos na resisténcia a
raca | e ao patétipo 001 ou a regido contém gergesnpos que conferem resisténcia
a eles. De fato, genes de resisténcia estéao fresjuente agrupados. O agrupamento
pode ser resultante da duplicacdo de genes e poscds recombinacdo a partir de
um ou alguns genes de ancestrais progenitoreses$dms de recombinacdo e
mutacdo entre os genes intimamente ligados ou npud®imos no cromossomo
podem gerar novas especificidades de reconhecintmtpatégeno, como outros
genes de resisténcia (KEEN, 1990), importante pa@evolucao planta-patdgeno.

A capacidade de reconhecimento de genes de viral@&egcpatdogenos esta
diretamente associada aos genes de resisténciarda, mu seja, plantas resistentes
possuem mais genes de resisténcia do que generulimeia do patégeno. Assim,
0s genes de virulénciay(e w)da raca | sdo capazes de infectar plantas deircafee
gue apresentam os genes de resisténdao8 $2,5. A raca Il apresenta o gene de

viruléncia \, capaz de suplantar a resisténcia em plantasagsei@m apenas 0 gene
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de resisténcia 5. De acordo com Capucho et al. (2009), o patddipb possui 0
gene de viruléncias\e outro (s) ndo caracterizado (s), capazes detanfplantas que
contenham apenas o0 gene de resisténgla &, além do $, outro (S) nao
identificado (s) que seja (m) complementar (es) geses de viruléncia desse
isolado. A raca | e o patétipo 001 apresentam m@iam gene de viruléncia, o que
de fato possibilita identificar maior numero de g®gne resisténcia, como observado
neste trabalho.

Os QTLs identificados no mapa de ligacdo possipdinh inferir sobre a
auséncia do gene recessivo no Hibrido de Timor WE3-03, uma vez que nao foi
localizado QTL recessivo no mapa. Esse fato pdaailiescartar a hipétese aceita
no estudo de heranca de que os trés genes saaanisantes e um recessivo,
sugerindo que a resisténcia do Hibrido de Timor 488-03 pode ser conferida por
dois genes dominantes e independentes. Na ragapbs$sivel observar a presenca
de dois QTLs, o que confirma a presenca de doisggdominantes no Hibrido de
Timor UFV 443-03, conferida a sua resisténcia aa asga deH. vastatrix No
entanto, na raca | e no patotipo 001 foram idexatifos quatro QTLS, insinuando que
a resisténcia do Hibrido de Timor UFV 443-03 a gsdeis isolados pode ser
condicionada por maior niumero de genes de resiaiéem comparacdo com 0S
resultados do estudo de heranca.

Esses resultados indicaram que o genoma da formesdgéncia do Hibrido
de Timor UFV 443-03 possui quatro importantes regjiénvolvidas nos mecanismos
de resisténcia a ferrugem. Duas regides (GL2 e Bphda as racas | e Il e o
patotipo 001 e outras duas regides (GL2 e GL3) paiega | e o patdtipo 001. Dessa
forma, a identificacdo dessas regides por meioete&0 assistida por marcadores
(SAM) possibilitara a introgressao desses genessQarh variedades de interesse
para os programas de melhoramento do cafeeiro gaenva obtencdo de plantas
com tolerancia ou resisténcia duravel a pelo mém@ssisolados (raga | e raca Il e
patotipo 001) déd. vastatrix

Os marcadores identificados tanto neste quanto ennoso trabalhos
(PRAKASH et al., 2004; MAHE et al., 2008; BRITO a&lt, 2010; DIOLA et al.,
2011), associados a resisténcid.avastatrix podem ser utilizados em programas de
melhoramento por meio da SAM, possibilitando infete forma rapida e eficiente, a
presenca dos genes de resisténcia pela presengardadores moleculares nas

progénies sem a necessidade de avaliar o fendipardcteristica (CAIXETA et al.,
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2009). Além disso, os marcadores moleculares paslmutilizados para iniciar o
mapeamento de alta resolucao nas regides onde trtentados os QTLS, visando
futura clonagem desses genes de resisténcia adarri@s marcadores SSR podem
ser utilizados como ancoras na integracdo de mppesais de cafeeiro, como
alternativa para obtencdo de mapa genético satufaslo, de fato, possibilitara
maior compreensdo do genoma atraves de técnichimldgia molecular avancada.
Assim, tais informacfes deverdo fornecer subsigiasa futuros trabalhos de

melhoramento visando obter genotipos mais resesenprodutivos.
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5. CONCLUSAO

Com base nos resultados, pode-se inferir que at&asia do Hibrido de
Timor UFV 443-03 a raca Il del. vastatrixpode ser condicionada por dois genes
dominantes e independentes. No entanto, a resst@esse mesmo hibrido araca l e
ao patétipo 001 dél. vastatrixpode ser conferida por quatro genes dominantes e
independentes. Os marcadores moleculares idedbfscéigados aos genes/QTLs
para resisténcia a ferrugem podem ser Uteis enrgmag de melhoramento do
cafeeiro baseado em selecdo assistida por maresadgoobeculares que visam
resisténcia durdvel a diferentes racas Hlevastatrix uma vez que permitirdo
selecionar plantas com resisténcia a pelo menesigofados do patégeno. Assim,

tais informacdes deverdo fornecer subsidios pawadsitrabalhos de melhoramento

visando obter genotipos mais resistentes e produtivo
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RESUMO

Mapas genéticos parciais @offea arabicaforam construidos. No entanto, ainda
nao se dispde de um mapa saturado e de referércia@psa espécie. Para obtencao
desse mapa de referéncia, foram construidos dopasnparciais para posterior
integracdo em um Unico mapa. O mapa parcial 1dsenvolvido com um total de
137 marcadores moleculares utilizados para a gagsim de 247 plantas Ea
populacdo 1. Esse mapa ficou composto por 12 grdpdggacdo (GL), contendo
111 marcadores e cobrindo uma distancia de 978/BXenti-Morgan) do genoma,
e a distancia média entre marcadores foi de 9,86QaMro mapa parcial (mapa 2)
foi construido com 217 plantasda populacdo yenotipadas com 141 marcadores
moleculares. Desses, 101 marcadores foram distobuem 12 GL, cobrindo
1.158,60 cM e uma distancia média entre marcadtgek3,01 cM. A existéncia de
18 locos em comum (marcadores ancoras) permitiiegracao dos dois conjuntos
de dados. Foi possivel combinar oito GL do mapaséte GL do mapa 2. A andlise
resultou em um mapa final de ligagdo com 16 GLete sleles correspondem a
integracdo. O mapa integrado ficou composto por h®drcadores, cobrindo
1.423,40 cM do genoma de arabica A distancia média entre marcadores foi de
8,13 cM, e apenas 12% dos intervalos ultrapassafamiM. Esse mapa foi usado
para identificar QTLs envolvidos na resisténciaraugem Hemileia vastatrix Para
essa analise, plantas de ambas as populaces iftwantadas com a raca Il desse
patogeno. Dois QTLs foram identificados, os quaisaspondem aos dois QTLs
encontrados no mapa parcial em trabalho anteriontegracdo dos mapas parciais
provou ser estratégia promissora para obtencdo apande referéncia par@.

arabica que pode ser utilizado para investigacdo do gandessa espécie, como a
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andlise de QTL, clonagem posicional de genes e&elassistida por marcadores
moleculares no programa de melhoramento do cafd®m,como para comparagao

de genomas entre as espécies de café e futureaigdiegdos mapas genético e fisico.
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1. INTRODUCAO

A busca por cultivares resistentes e produtivas eeaessidade de
informacgdes detalhadas sobre o genoma da egpéffiea arabicaém demandado o
desenvolvimento e uso de analise genética refiriagka analise permite aumentar o
conhecimento sobre essa espécie e gerar informdifmsas para manipulacdo
génica. A manipulacdo dos genes pode ser auxiiadaneio de mapas genéticos de
ligagcdo. Os mapas genéticos determinam a ordemgdpodinear e distancias
relativas entre 0s genes ou marcadores genéticobormm dos cromossomos
(GRIFFITHS, 2008). Além disso, fornecem informacdssbre as taxas de
recombinagcdo em relagdo ao comprimento total d@rgan assim como a viséo
sobre rearranjos genéticos entre espécies proxiardso e entre cromossomos. Uma
das consideracdes importantes na construcdo desngapeticos de ligacdo sao o
namero e tipo de marcador molecular a ser utilizado.

Os SSR $imple Sequence Repgatdo largamente utilizados para construgcao
de mapas de ligacdo por serem, em geral, altamehtedrficos, informativos, locos
especificos, codominantes, multialélicos, altamerdgproduziveis e de grande
distribuicdo ao longo dos cromossomos, além de reemvicomo ancoras para
integracdo de mapas de ligacdo, como também requeaena quantidade de DNA
para reacdo de PCR (GONZALO et al., 2005; CHISTIAK@ al., 2006; BALL et
al., 2010; NOVELLI et al., 2013). Além dessas vgetss, 0s marcadores SSR sao
transferiveis entre espécies do mesmo género (CUBRY,, 2008). A transferéncia
de SSR entre espécies do génefoffea demonstrou-se bastante eficiente
(RAZAFINARIVO et al., 2013).
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Grandes quantidades de marcadores sao requeri@asqgustrucao de mapas
de ligacdo saturados. Mapas de ligacdo saturadosas@truidos com o intuito de
aumentar o numero de marcadores disponiveis am lologcromossomo e séo
necessarios para a eficiente utilizacdo de mareadoa analise gendémica e no
melhoramento de plantas (DIAZ et al., 2011). Alénmpdssibilitarem a localizacéo
de regiGes gendmicas que controlam caracteres p&t#mcia e a quantificacdo dos
efeitos dessas regides na caracteristica estudssizs mapas permitem posicionar e
clonar precisamente um gene de interesse entrendal®s proximamente ligadas
(CAIXETA; PESTANA, 2013).

Em vista disso, a obtencdo de um mapa de ligagécada pareC. arabica
sera um referencial para nele e, por meio deleensdocalizados 0s genes de
interesse agrondmico e elucidar as relacdes dealigde tais genes. Contudo, a
construcdo de mapas saturados@narabicatem sido um desafio devido ao longo
ciclo da cultura, a dificuldade em manter grandgsufagdes no campo, ao baixo
nivel de polimorfismos no germoplasma disponivepeeialmente os de interesse
para o melhoramento, a auséncia de grande numermateadores de DNA
polimorficos e a sequéncia gendmica para essaiesp@mplicacdes advindas da
poliploidia, que incluem o grande nimero de grug@sigacdo (PAILLARD et al.,
1996). Em virtude das dificuldades citadas até anerdo, os mapas de ligacéo
construidos para a espé€learabicasao parciais.

O primeiro mapa de ligacdo construido p@raarabicafoi com a utilizagdo
de marcadores AFLP (PEARL et al., 2004). Esse noapaistiu de 456 marcadores
distribuidos em 31 grupos de ligacdo. O compriméotie do mapa foi de 1.802,8
cM, com uma distancia média de 10,2 cM entre maresdadjacentes. Outros dois
mapas foram construidos com marcadores RAPD. Ues diel construido a partir de
uma populagdo de retrocruzamento derivada do Hild@dlimor CIFC 2570 e
Mundo Novo IAC 464-18. Foram mapeados 82 marcad®Ad3D em oito grupos de
ligacdo, cobrindo uma distancia de 560,6 cM do gen¢TEIXEIRA-CABRAL et
al., 2004). O outro mapa também obtido de populded@trocruzamento, originado
do cruzamento de outro Hibrido de Timor (UFV 445-d6)n Catuai Amarelo IAC
30, resultou em 11 grupos de ligagdo, com 117 rdarea RAPD, cobrindo 803,2
cM (OLIVEIRA et al., 2007).

Para minimizar as dificuldades de constru¢cdo demapa saturado paf

arabica, alternativa viavel seria a construcdo de mapesgis utilizando diferentes
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populacdes segregantes e diferentes tipos de maesade DNA e a sua posterior
integracdo. Mapas integrados podem ser utilizados papear genes qualitativos
importantes, bem como locos que codificam para ctenigticas quantitativas
(Quantitative Trait Loci QTLs) (DIAZ et al., 2011).

Mapas genéticos integrados foram construidos em rsdise culturas,
incluindo uva Vitis vinifera L.), alface [actucaspp.), milho Zea mays)trevo-
vermelho Trifolium pratensel.), pimenta Capsicumspp), nabo Brassica rap,
meldo Cucumis meld..), azevém I(olium multiflorun), entre outros (FALQUE et
al., 2005; TRUCO et al., 2007; VEZZULLI et al., Z)ASOBE et al., 2009; LEE et
al., 2009; STUDER et al., 2010; XU et al., 20103s&s mapas foram, geralmente,
construidos com o0s objetivos de determinar a posigativa de marcadores
transferiveis e aumentar o nimero de marcadord3Nde disponivel, obtendo-se,
assim, mapas saturados para estudo de comparacdocalzacdo de locos
controladores de caracteristicas quantitativas (QdLlgenes de interesse para o
germoplasma.

Da mesma forma, a construgdo de um mapa de ligatégrado pareC.
arabicadeve permitir determinar a estabilidade das pesicds locos aleatorios nos
germoplasmas de cafeeiro, bem como o aumento demlde locos no mapa de
ligacdo. Andlise de polimorfismo do genoma tem sidofoco recente na deteccéo
de QTL e selecéo assistida por marcadores em itentht aproveitar a diversidade
gendmica de uma espécie-alvo (GUPTA et al., 2005).

Mapas integrados também s&do usados em estudos rebivgs entre
espécies e em andlise comparativas com base ens mapéticos, citogenéticos e
fisicos. Além disso, as informacdes da sequénciaDOA fornecerdo novos
conhecimentos sobre a evolucdo de genomas, e oamapt de fatores que
controlam caracteristicas de interesse tornar-sgedsivel a clonagem e
caracterizagao funcional de novos genes, que foamono desenvolvimento da
planta, na adaptacdo ao estresse abidtico e bidticona formagdo de outros
caracteres agronémicas (GEBHARDT et al., 2005).

A chave para integracao de mapas distintos €, dontupresenca de marcas
comuns entre os mapas, de forma a servirem de r@sicpara interliga-los.
Somente quando h4 um namero minimo de ancoras dighamntre os diferentes

mapas, estes podem ser representados juntos (SAOGARI., 2011).
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Em vista disso, o objetivo deste trabalho foi astagédo de um mapa
genético integrado pafa. arabicaa partir de duas populacdes Eom o intuito de
gerar um mapa- referéncia para essa espécie, assim identificar genes e QTLs

associados a resisténcia a ferrugelanfileia vastatrix
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2. MATERIAL E METODOS

2.1. Material vegetal das populacdes de mapeamentarp 0 mapa integrado

Duas populacdes foram utilizadas para construcdaondpa integrado. A
denominada populacdo 1, constituida por 247 indodduroriginada da
autofecundacao controlada da plantaib11-1, é resultante do cruzamento artificial
da cv. suscetivel a ferrugem (Catuai Amarelo IAC (B4V 2148-57))com o
progenitor resistente Hibrido de Timor (UFV 443-03) outra populacao,
denominada populacdo 2, composta por 217 individdesriginada da
autofecundacéo controlada da planiaH&19-1, € oriunda do cruzamento artificial
entre a cultivar suscetivel a ferrugem Catuai AfodiC 30 (UFV 2143-235 EL7)
com o progenitor resistente a ferrugem Hibrido daof — CIFC 2570 (UFV 445-
46).

2.2. Genotipagem das populagdes

2.2.1. Extracao de DNA

A extracdo de DNA dos progenitores e dos individgatas duas populacdes
de mapeamento foi realizada utilizando a metodalatpgscrita por Diniz et al.
(2005). A qualidade do DNA foi avaliada em gel dgarase (1%) e sua

quantificacdo, em espectrofotdmetro NanoDrop 20pectophotometer Thermo
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Scientific. As amostras de DNA foram padronizadas2® ng/pL e armazenadas a -
20 °C.

2.2.2. Marcadores SSR

Os marcadores SSR polimorficos entre os progesitdeecada populacao de
mapeamento foram utilizados para construcdo do mep@acao. Nas populacdesl
e 2, foram utilizados 58 e 4drimers SSR, respectivamente, para construgcao do
mapa de ligacdo (Tabela 1).As reacfes de PCR fogahzadas de acordo com as

metodologias descritas por Missio et al. (2009a).

51



A

Tabela 1 - Descricdo dpsimersSSR utilizados para genotipagem das populacoesdeanapeamento

Primers Forward primer (5 2>3) Reverse primer (5> 3’) Tm °C Tam. Literatura
EST-SSR 00?2 GAAGACCAAGCACCCTCAAC ACACCAACTACGGGCAGACA 59.¢ 151 Souza et al(2017)
EST-SSR 00z GAAGGGACAAAGACGCCTAA CGACAGATGCAGGAATAAACT 58.¢ 184 Souza et al(2017)
EST-SSR 002 XXXXHXXKHXKXKXXXXXXKXKXXX XXXXXHXXXKHXXKXXXKXXXKXXK 55.2 227 Nao publicad
EST-SSR 00 KXXXKXXXXHXKXXXKXXKXXXX XXXXXXXXXKKXXXXHXKXXXXXX 52.¢ 16C N&o publicad
EST-SSR 01 GCCTTGCTCATATCTGCTGTC GATCCTTCAACTGAGCCAAA 49.¢ 141 Missio et al. (201)
EST-SSR 022 GCCATTTCACAATCTCACCTC AGACCCAGCAGACAACAACA 57.: 207 Missio et al. (201)
EST-SSR 022 AGATACCCACCGCCTAATCCI1 GCAACAACTTCTGCTCATCC 51.7 224 Missio et al. (201)
EST-SSR 031 CGGAGCAAGTGAATTGAACAGA AAAGGGAAAGGAAGAAGGAG 49.¢ 10¢ Missio et al. (201)
EST-SSR 032 XXXXHXXKHXKXKXXXXXXKXKXXX XXXXXXXXKHXXKXXXKXXXKXXK 51 174 Nao publicad
EST-SSR 03 XXXXHXXKKKXKXXXXXXKXKXXX XXXXXXXXKHXXKXXXKXXXKXXK 49.¢ 13¢ Nao publicad
EST-SSR 03 KXXXKXXXXHXKXXXKXXKXXXX XXXXXXXXXKKXXXXXKXXXXXX 496 164 N&o publicad
EST-SSR 04 XXXXHXXKXKXKXXXXXXKXKXXX XXXXXXXXKHXXKXXXKXXXKXXK 58.¢ 17¢ Nao publicad
EST-SSR 04 XXXXHXXKXKXKXXXXXXKXKXXX XXXXXXXXKHXXKXXXKXXXKXXK 52.: 11¢ Nao publicad
EST-SSR 052 KXXXXXXXXXKXHXXXHXXKKXKKXK XXXXXXXXKXXXXXXXXXXXXK 523 12¢ N&o publicad
EST-SSR 06! KXXXKXXXXHXKXXXKXXKXXXX XXXXXXXKXKKXXXXHXXXXXKX 51.7 14C N&o publicad
EST-SSR 06 XXXXHXXKHXKXKXXXXXXKXKXXX XXXXXXXXKHXXKXXXKXXXKXXK 49.¢ 15¢& Nao publicad
EST-SSR 062 KXXXXXXXXXKHXHKXXXXKKXKKXK XXXXXXXXXXXXXXXXXXXKXXXK 517 197 N&o publicad
EST-SSR 06 CGCCCGAAGATCAAACAA TTATATCCCGCGGCAAGTC( 53.7 10C Ferrdo et al(201%)
EST-SSR 06 TGAGCTAACCAAGACCAGTTCC CAACAGGAAATCACCGCCTA 51.7 101 Missio et al. (201)
EST-SSR 072 GCATCCTACCGAGTACATACAA TCCATCAACAACAACCGAAG 49.¢ 25¢ Souza et al(2017)
EST-SSR 07°° XXX XXXKXXXXHXKXXKXXKX XXXXXXXKXKKXXXXHXXXXXKX 54.2 151 N&o publicad
EST-SSR 092 GTGAACCTCCCTTTCCCTT( ACTGGTCTCTCGTCTGTGA/ 57.: 152 Souza et al(2017)
EST-SSR 10 XXXXHXXKHXKXKXXXXXXKXKXXX XXXXXXXXKHXXKXXXKXXXKXXK 52.¢ 15¢ Nao publicad
SSR 00.%* AGGCCTTCATCTCAAAAACC AGCGTTACTTGAGGCAAAGA 60-55 217 Rovelli et al. (200)
SSR 00°? TGACATAGGGGGCTAAATTC TTAATGGTGACGCTTTGATC 60-55 21F Rovelli et al. (200)
SSR 00:® CACTGGCATTAGAAAGCACC GGCAAAGTCAATGATGACTC 60-55 19¢ Rovelli et al. (200)
SSR 00'%* ATGCCAAGTCGGAAAAGAA GGCAAGCTCTAGCCTTTG!/ 60-55 13¢ Rovelli et al. (200)
SSR 01:%F ACCCGAAAGAAAGAACCAAG CCACACAACTCTCCTCATTC 60-55 14C-14¢ Combes et al. (201)
SSR 01:2F GGCTCGAGATATCTGTTTAC TTTAATGGGCATAGGGTCC 60-55 132-16¢€ Combes et al. (201)
SSR 0312f ATGGGGCCAACTTGAATATC CAGGGCATCTATCTACTTCTC 6C-55 22C Ponctt et al. (200)
SSR 03?2 GGAGACGCAGGTGGTAGAAC TCGAGAAGTCTTGGGGTGT 58 294 Poncet et al. (20()
SSR 03° CTGGCATTAGAAAGCACCTTC GCTTGGCTCACTGTAGGACT( 6C-55 15¢ Poncet et al. (20()
SSR 03%f ATGCCAAGTCGGAAAAGAA CACTAGCATAATTGCGTGGA 55-5C 157 Poncet et al. (200

Continua...
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Tabela 1 - Cont.

Primers Forward primer (5 2>3) Reverse primer (5> 3’) Tm °C Tam. Literatura
SSR 0412F AAAGGAAAATTGTTGGCTCTGA TCCACATACATTTCCCAGCA 6C0-55 114 Poncet et al. (20()
SSR 04° CTGAGCGCATGGAAGGAGT/ GGAGACGCAGGTGGTAGAAC 58 194 Poncet et al. (200)
SSR 05/2F AGCTATCTTTATCTCACACACAC GTTAGTGTTTCGATTTGGTACT 6C-55 15¢€ Poncet et al. (200)
SSR 05 3f CTCGCTTTCACGCTCTCTC CGGTATGTTCCTCGTTCCTC 6C0-55 102 Coulibaly et al. (200)
SSR 062F CGTCTCGTTTCACGCTCTC GATCTGCATGTACTGGTGCTT( 6C-55 237 Poncet et al. (20()
SSR 07:3F GTAACCACCACCTCCTCTG( TGGAGGTAACGGAAGCTCTC 6C 167-23C Baruah et al. (20()
SSR 07° GCTAAGTTCAATTGCCCCTG]T GGGTTAATTTGATTGCGTGA 5¢ 21232 Baruah et al. (20()
SSR 07.° GCCAATTGTGCAAAGTGCT ATTCATGGGGCCTTTGTCT 6C 15¢-18= Baruah et al. (20()
SSR 082f CTTCTCAGCTTTAGGTTCACTT1 TTTTGAATACTGGCTCGTGAAC 55 291 Moncada &Mccoucl
SSR 09 &f TTGCTTCGTTTTAAATGTGAGC AATTGTCTATAAAAAAGAGAG 55 13t Moncada &Mccoucl
SSR 09 TAAGAAGCCACGTGACAAGTAA TATGGCCCTTCTCGCTTTAGT 55 352 Moncada &Mccoucl
SSF-10C* ACCCTTTACTACTTATTTACTCTC ACATCCCCTTGCCATTTCTT( 55 157 Moncada &Mccoucl
SSR 12.2f CGTCTCGTTTCACGCTCTC GATCTGCATGTACTGGTGCTT( 6C-55 237 Poncet et al. (20()
SSR 13:3f GATACAACCTATCAAACGCATC CTGTAGGATTGGGTCATTTC( 6C-55 10¢< Poncet et al. (20()
SSR 13° AGCCTTGATATGCGGAAGAC AGGGTTTTGGACACAAGTAGC 6C0-55 167 Poncet et al. (20()
SSR 14° CTGCGAGGAGGAGTTAAAGATA GCCGGGAGTCTAGGGTTCTGT! 57 13&-15C Bhat et al. (200)
SSR 15° AAACTAGCGGTACATTCCAACA TGCCCACATCTTGCTATTTT1 55 31z Moncada &Mccoucl
SSRCa 00° CTGTCCCACCAACCAAAA CTTCAACCCCCAACACAC 57 25¢ Missio et al. (2009)
SSRCa 01° TCTCCTCTATTCGCTGTTCT( TCTGTGCTCGTTTTTTTCAC( 56 59k Missio et al. (2009)
SSRCa 01%F GTCTCGTTTCACGCTCTCT( ATTTTTGGCACGGTATGTTC 57 11E Missio et al. (2009)
SSRCa 023 GACCCTTGCCTTTTGTTC( GCCATTCATCCATTCATTC 56 25¢ Missio et al. (2009)
SSRCa 03%f TGGACAAGAAATTGAAGTGG GGGTTTAAATTATCGGGTGT 55 257 Missio et al. (209k)
SSRCa 04° GACTTGTTGCATTCCCCT!/ GCGCATGTGAAGAGAAAGT 56 305 Missio et al. (2009)
SSRCa 052f GATGGAAACCCAGAAAGTTG TAGAAGGGCTTTGACTGGAC 57 129 Msio et al. (2009b)
SSRCa 083 GTTCTTTCCGCCGTCAA" GAGAAGAGAGAGGAAGGGAA 57 250 Missio et al. (2009)
SSRCa 08%f AGAGAGAAGCCATGATTTGA TCAGTCCCAGAGAATAAGGA 54 10¢& Missio et al. (2009)
SSRCa 09° CGTCTCGTATCACGCTCT! TGTTCCTCGTTCCTCTCTC 56 11C Missio et al. (201)
SSRCa 09° GAGAGAGCCGAGTGAAGAGA GAGAGAGAAGCCATGATTTGA 57 18t Missio et al. (201)
CaM 02¢2 TCCATCTTCCTTCATTTCTGCTG( CCTTCACCCCCTTTGCACTTCT £ 19¢ Hendre et al. (200
CARF 00¢2 GGACATCAACACCAACCTC ATCCCTACCATCCACTTCAAC 40C Alvarenga et al. (20))
CARF 014 AGTCTGGGAGTAAATGGACAG GGTTTCAAGGGACACAAGG Alvanega et al. (2011)

*Primers genotipados na populagdo 1 (proveniente da auwtofiegdo controlada do hibrida A511-1); "Primers genotipados na populacéo 2
(proveniente da autofecundac&o controlada do lnilf%itH511-1);**Primersgenotipados nas populacées 1 e 2; e Tam.= tamanho.



2.2.3. Marcadores AFLP

Os primers AFLP foram genotipados apenas na populacdo 1.cAida de
AFLP foi realizada conforme descrito por Brito dt é010), utilizando 17
combinacgfes dprimersseletivos resultantes decoRl e Msel (E-CAG/M-TGC; E-
CAT/M-AGT; E-CCT/M-ATA; E-CCC/M-AGC; E-CCC/MAGA; EEGA/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/MAGT,; E-
CTC/M-AAG,; e E-CTT/MTCG).

2.2.4. Marcadores RAPD

Para a populagcdo do mapeamento 2, foram utiliz&foprimers RAPD,
enquanto para a populagao 1, apenas quatro dessadara(OPA 001, OPA 014,
OPA 017 e OPAB 009). As reacoes de PCR foram esdiz de acordo com a

metodologia descrita por Ferrdo et al. (2013).

2.2.5. Marcadorprimer-especifico

As duas populacbes de mapeamento foram analisadas pcimers
especificos para regibes RGMAigease Resistance Gene Analo@s primers
utilizados foram o CARF 005 (populacdo 1) e o CARRE (populacao 2). @rimer
CARF 005 amplifica uma regido de 400 pb de um poé¢rgene de resisténcia a
doencas. Essprimer foi desenvolvido a partir de sequéncia mineradaPogeto
Brasileiro do Genoma Café e corresponde a uma palg&@gene de resisténcia com
anotacao “Qi|24459841| em b|CAC8259iHease resistance-like protéide C.
arabica (ALVARENGA et al., 2011). Oprimer CARF 014 corresponde a uma
porcdo do gene de resisténcia com anotacdo Qi|2888p%m b|CAD45029.1|
NBS-LRR disease resistance protein homologu¢Hordeum vulgarg

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

Os dados dos marcadores para cada populacdo deamepe foram
codificados e analisados reoftware GQMOL (CRUZ, 2008). A representacao
grafica dos marcadores em mapa genético de lighmdefetuada emsoftware
MapChart 2.2 (VOORRIPS, 2002). A segregacao em oetaador foi avaliada por
meio do teste qui-quadradg®( (P = 0,05, grau de liberdade = 1), usando-se a
protecdo de Bonferroni. A hipbtese de segregacduleliana foi de 3:1 para cada
um dos marcadores (AFLP, RAPD, SSR e RGA). Quan® raarcadores SSR,
apesar de serem codominantes, foi utilizado apersslo do progenitor resistente,
em vista da ndo disposicédo sieftwaresque detectam QTLs em mapas genéticos de
ligacdo para marcadores codominantes e dominantgentamente. Os grupos de
ligacdo foram formados e ordenados utilizando L&3Poreminimo de 3,0 e maxima
recombinacdo de 30%. As frequéncias de recombinegifimadas foram convertidas
em distancia genética (centiMorgans — cM). O mappogalacdo 1 foi denominado

mapa 1 e o da populacéo 2, mapa 2.

2.4. Integragéo de mapas

Os grupos de ligacdo das duas populacbes de map@amentendo
marcadores comuns foram selecionados para ser@gradbs. A integracao foi
efetuada utilizando &oftwareGQMOL, pela metodologia proposta por Salgado et
al. (2011). A diagramacdo do mapa foi realizada software MapChart 2.2
(VOORRIPS, 2002).

De acordo com a metodologia proposta por Salgadal.et(2011), a
integracdo envolveu quatro etapas: identificacé® miarcadores comuns entre as
duas populagdes, os quais foram identificaa@siori como ancoras e, em seguida,
para associar os correspondentes grupos de ligic&mapa integrado; obtencdo de
um mapa alinhado, sem enfatizar distancias nemsipaamento mais apropriado;
estabelecimento do melhor ordenamento e geracataga ordenado; e obtencéo do
mapa integrado efetivo, com as posicdes relativas dharcadores-ancora

apropriadamente calculadas para melhor posicigh&lm um Unico grupo de
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ligacdo. A precisdo da posicdo dos marcadores-andepende do tamanho do

intervalo do marcador-ancora no mapa parcial.

2.5. Andlise fenotipica para identificacdo de QTLs

Os uredoésporos da racga Il He vastatrixforam inoculados de acordo com a
metodologia descrita por Capucho et al. (2009)duas populacdes de mapeamento,
em trés épocas diferentes. A avaliacdo da resiaténscetibilidade seguiu a escala
de Tamayo et al. (1995), que se baseia na ausén@eesenca de ureddsporos. De
acordo com essa escala, sdo consideradas ress{antas 1 a 3), a auséncia de
sintomas (nota 1), as lesbes cloréticas pequenats. @) e as lesbGes cloréticas
grandes sem esporulacdo (nota 3). A suscetibiliffantas 4 a 6) é atribuida a lesdes
cloréticas grandes com poucos ureddsporos, ocupaedos de 25% da area foliar
(nota 4), lesdes com esporulacdo ocupando de 2B6adalarea (nota 5) e lesdes
com esporulacédo, ocupando mais de 50% da area reafdsporos (nota 6).

A identificacdo de QTLs associados a resisténcigaleeiro aH. vastatrix
foi realizada com o auxilio d&oftwarésQMOL (CRUZ, 2008), utilizando-se a
metodologia de intervalo simples, por meio da apatie regressdo. Os possiveis
QTLs foram verificados segundo a metodologia d&sqoor Lander e Botstein
(1989), em que o coeficiente de determinacdo do €rtesponde ao pico de maior
significancia estatistica do QTL, sendo adotadovator de LOD escore superior a
3,0. A posicao do possivel QTL foi declarada quapsiealores de LOD excederam

os valores criticos de corte em cada grupo dedmac
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3. RESULTADOS

3.1. Genotipagem das populagdes

Inicialmente, foram feitos testes de deteccdo diempdismo entre o0s
progenitores das duas populacdes de mapeamentotddale 373 marcadores SSR
testados, 58 (15,54%) e 41 (10,99%) foram polimosipara os progenitores das
populacdes 1 e 2, respectivamente. Das 17 comlasad® AFLP utilizadas para a
populacdo 1, foram obtidas 74 bandas polimorficagdia de 4,35 bandas
polimérficasprimer. Os quatro primers RAPD utilizados na populacdol
apresentaram apenas uma banda polimQpficaér. Para a populacédo 2, dos 67
primers RAPD utilizados, obtiveram-se 99 (média de 1,48dafrimer) bandas
polimorficas. Com base em todos os marcadoregaditis, um total de 137 (58 SSR,
74 AFLP, 4 RAPD e 1 RGA) marcadores molecularesnfoutilizados para as
populacdes 1 e 141 (99 RAPD, 41 SSR e 1 RGA) ppopalacéo 2.

3.2. Construcao de mapas parciais

Para obtencdo do mapa de ligacdo integrado, pameinte construiram-se
dois mapas parciais originados das duas populdédds C. arabica Os mapas
parciais de ligacdo foram chamados de mapa 1 (pg@uoll) e mapa 2 (populacao
2).

O mapa de ligacéo 1 constituiu-se de 111 marca@ddoeados em 12 grupos
de ligacéo (GL), cobrindo 976,30 cM do genoma. &mtseis marcadores (12 AFLP,

13 de SSR e primer-especifico) ndo se ligaram a nenhum dos GL forsado
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distancia entre dois marcadores adjacentes varioQ ¢isto €, dois marcadores

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

10,60 cM (GL 4) a 234,60 cM (GL 1). A maior partesdntervalos (84,85 %) néo

excedeu a 20 cM. Dentro de cada grupo, a distanédia entre marcadores variou
de 10,22 cM (GL 9) a 24,60 cM (GL 6). E para todsgrupos de ligacdo a distancia
média foi de 9,86 cM (Tabela 2).

No mapa de ligagdo 2, um total de 101 marcadoreeauldres foram
distribuidos em 12 GLs, cobrindo 1.158,60 cM doogea. Quarenta marcadores (24
RAPD e 16 SSR) nao se ligaram a nenhum dos GLsaftwer Os tamanhos
individuais dos GLs variaram de 4,10 cM (GL 5) a,303cM (GL 1). A distancia
entre dois marcadores adjacentes variou de O @80, maior parte dos intervalos
(70,78%) nado excedeu a 20 cM. Dentro de cada grapdistancia meédia entre
marcadores variou de 4,10 cM (GL 5) a 28,60 cM (@). E para todos 0s grupos
de ligacdo a distancia média foi de 13,01 cM (TaR¢l

3.3. Integracédo de mapas

Do total de marcadores SSR utilizados para cor&irdps mapas parciais,
38 comuns foram genotipados nas duas populacdessefel8 marcadores foram
localizados em ambos os mapas e, portanto, sendoamo ancora para integracao.
Com base nesses marcadores, foi possivel inteigwaBbs do mapa 1 com sete GLs
do mapa 2 (Figuras 1 a 7). Os demais grupos dedligdos dois mapas parciais nao
foram integrados devido a auséncia de marcadorepeueitissem o processo de
ancoragem e consequente integracao.

Dessa forma, um mapa integrado composto por 16f@lcenstruido (Figura
8), dos quais sete grupos correspondem a integeangé® 0s mapas parciais. O mapa
integrado ficou constituido por 191 (77 RAPD, 62LRE 51 SSR e 1 RGA)
marcadores, cobrindo 1.423,40 cM do genom&Cdearabica. A distancia média
interlocos foi de 8,13 cM, e apenas 12% dos intesvantre marcadores excederam
20 cM. Os tamanhos individuais dos GLs variarard, d® cM (GL 12) a 355,0 cM
(GL 1). Dentro de cada grupo, a distancia médieeantaircadores 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 utibizpdm integracdo dos
mapas parciais, pode-se verificar na Tabela 3 glistéancia média entre marcadores
foi de 9,14 cM parao mapa 1 e 12,41 cM para o r@apaspectivamente. Avaliando
apenas os resultados dos sete GLs integradosicoarfe que a distancia média
entre marcadores foi de 6,98 cM e que 92,71% desvalos entre marcadores nao

excederam 20 cM (Tabela 3).

3.4. Identificacdo de QTLs

O mapa integrado foi utilizado para identificar Q@Tlenvolvidos na
resisténcia a ferrugem do cafeeirb {astatriy. Para essa analise, plantas originadas
de ambas as populagbes foram inoculadas com dlrdedd. vastatrix.Dois QTLS
foram identificados, nomeados de QTL1 e QTL2 (Fage+ GL 2 e Figura 8- GLs 2
e 11).
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Tabela 2 - Resumo dos mapas parciais de ligagépa mtegrado

Mapa 1 Mapa 2 Mapa Integrado
GL Comp. NO Dist. média  Dist. min. e Comp. O Dist. média Dist. min.e | Comp. NP Dist. média  Dist. min. e
(cM) (cM) max. (cM) (cM) (cM) max. (cM) (cM) (cM) max. (cM)

1 234,60 33 7,33 0,0-25,39 343,30 33 10,73 0,085, 355,00 67 5,38 0,30-23,00
2 137,10 13 11,42 0,0-22,69 187,00 14 14,38 0,0080 143,60 23 6,52 0,80-18,60
3 108,70 14 8,36 0,0-23,10 219,40 19 12,18 0,007, 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{19224,00 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 1,406 6 12,28 8,92-25,00
7 25,90 4 8,63 0,0-13,80 34,20 3 17,10 11,59-22,6020,30 2 20,30 0,00-10,59
8 42,40 7 7,06 0,0-15,50 65,60 5 16,40 11,80-25,0010,60 3 5,30 0,00-24,60
9 51,10 6 10,22 0,80-25,60 20,20 2 20,20 20,19 ®4,6 4 8,20 0,80-25,60
10 140,50 8 20,07 8,59-29,39 22,80 2 22,80 22,80 ,1061 6 2,04 8,59-29,39
11 22,00 3 11,00 9,90-12,09 54,20 3 13,55 25,6628, 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 ,10 4 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 ligacdo; Comp.- comprimento em cM; aMidade em centimorgan; N°- nimero de marcadbies; média (cM)- distancia média entre marcadobest,
min. e max- distancia minima e maxima entre manesjdL- marcadores nao ligados; e Distorc.- maeeidistorcidos.
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Tabela 3 - Resumo dos grupos de ligagdo dos mapeisig que foram utilizados para integracao e apgrnupo de ligagao integrado

Mapa 1 Mapa 2 Mapa integrado
GL Comp. N° Dist. Dist. min. e Comp. N° Dist. média Dist. min.e | Comp. Ne Dist. média Dist. min. e
(cM) média max. (cM) (cM) (cM) max. (cM) (cM) (cM) max. (cM)
(cM)
1 234,60 33 7,33 0,0-25,39 343,30 33 10,73 0,085, 355,00 67 5,38 0,30-23,00
2 137,10 13 11,42 0,0-22,69 187,00 14 14,38 0,080 143,60 23 6,52 0,80-18,60
3 108,70 14 8,36 0,0-23,10 219,40 19 12,18 0,007, 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 ,6947,43
6 - - - - 35,60 4 11,87 8,59-17,6( 61,40 6 12,28 925,00
7 25,90 4 8,63 0,0-13,80 - - - - 20,30 2 20,30 4,059
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 74950 90 9,14 0,00-25,39 1017,30 89 13,01 0-30,00 1055,30 158 6,58 0,00-27,19

GL- grupo de ligacao; Comp.- comprimento em cM; aMidade em centiMorgan; N°- nimero de marcad®@es; média (cM)- distancia

Dist. min.; e max- distancias minima e maxima emtaecadores.

média entre marcadoees;
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Figura 1 -Grupo deligaca (GL) 1 do mapa integdo, proveniete da integragados
GLs 1 e : do mapa 1 (populacdo 1) e (1 do mava 2 (populagéo 2
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Linhas trecejadas indicam a posi¢do dosrcadoresancoras nos mapas

parciais.
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Figura 2 -Grupo de ligacdo (GL) do mapa integraa proveniente da integracé
doGL 2 do mapa 1 (populagédo 1)GL 4 do mava : (populacdo 2).
Linhas tacejadas indicam a posi¢cdo dos marcacancoras nos mapas
pardais. A barra vermelha ao lado do GL 2 india posicdo do QTL
identificadoassociado a resisténcia do cafeeiragall deH. vastatrix
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Figura 3 -Grupo deligacac(GLs) 3 do mapa integradprovenieite da integragao ¢

GL 3 do napa 1 (populacdo e GL3 do map& (populacéo 2). Linha

tracejadasindicam a posicédo dos marcadcancoras rns mapas parcia
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Figura 4 -Grupo deligacas (GL) 4 do mapa integrado, provente dc GL 6 do mapa
1 (populgdo 1) eGL 2 do mapa 2 (populacdo . Linhas tracadas
indicam aposi¢cao dos marcadoiancoras nos mapasarciais
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Figura 5 -Grupo de ligacar (GL) 5 do mapa integrado, resulte da integracéo
GL 7do mapi 1 e GL 6 do mapa. Linhas tracejacs irdicam a posi¢céo

dos maradores ncoras nos mapas parciais.
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Figura 6 -Grupo deligacac(GL) 6 do mapa integrado, provente da integracao (
GL11 domapal e do GL8 do mapa 2. Linhasacejadas indicam

posicdo 0Os marcadoreancoras Nnos mapas parciais.

Mapa 1 Mapa integrado Mapa 2
GL12 GL7 GL10
fT~SSRCa080 .. Ar-ssR00-———— - SSR020
18.4— | gzt - 228— |
l:J— SSR020 T U‘-S.SR...SJ@ --------------- ==—5SRCasl

Figura 7 -Grupo de ligagdo(GL) 7 do mapa irggrado, resultate da integracédo
GL 12 d» mapa 1 e GL 10 do mapa 2. Linhaacejadas indicam

posicdo 0s marcadores ancoras nos mapas pa
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4. DISCUSSAO

4.1. Genotipagem das populagcdes

Do total de 373 marcadores SSR utilizados nesbaltra, apenas 58 foram
polimorficos na populacéo 1 e 41 na populacédo Ba®o polimorfismo encontrado
pode ser justificado pelo fato de as cultivaresitmimas e o material genético de
interesse para o melhoramento da esp€ciarabica serem bastante aparentados.
Setotaw et al. (2013) observaram que apenas setsteais contribuiram com
97,55% da base genética das principais variedadesagas no Brasil. Diferentes
trabalhos com marcadores SSR tém demonstrado asse folimorfismo emC.
arabica Vieira et al. (2010), ao analisarem 127 marcal®&R, encontraram
apenas 22 polimérficos. Herrera et al. (2009) eetaett al. (2012) identificaram trés
e oito marcadores polimorficos, ao trabalharem &8re 12 SSR, respectivamente.

Devido ao baixo polimorfismo observado, as popwdacéstudadas neste
trabalho s6 foram genotipadas com 58 (populag&o4l) (populacdo 2) marcadores
SSR.

4.2. Construcao de mapas parciais

O baixo polimorfismo encontrado pelos marcadorefR Si®viabilizou a
construcdo de mapas parciais apenas com esseetipardador. Dessa forma, foram
incorporados nos mapas genéticos parciais de bgagéos tipos de marcadores
moleculares (RAPD, AFLP e um RGA). Os marcadorekPAE RAPD analisados,
apesar de apresentarem também baixo polimorfismédiénde 4,35 bandas
polimorficasprimers AFLP para a populagdo 1; 1,0; e 1,47 bandas
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polimérficasprimer RAPD para as populacdes 1 e 2, respectivamentd)jlmdram
para aumentar a saturacdo dos mapas parciais. m|sseadores foram escolhidos
por serem amplamente utilizados em estudos do icafda espécieC. arabica.
Maluf et al. (2005) relataram que os AFLPs idecdifam maior nimero de loco, mas
menor quantidade de fragmento polimoérfico. Em @sté, os marcadores RAPD e
SSR produziram menor numero de loco, no entantoormaiimero de alelos
polimorficos, em comparacdo com os AFLP. Para oxcadares AFLP, esse fato
também foi observado neste trabalho, tendo em gistacada combinacédo demer
AFLP detecta em torno de 60 a 70 locos, no entapémas dois locos polimorficos
foram detectados pela maioria das combinagbes deP Adhalisadas. Apesar do
baixo polimorfismo encontrado nos diferentes trlabsicom cafeeiro, os marcadores
AFLP tém sido utilizados para construcdo de mapagticos de ligacao (KY et al.,
2000; LASHERMES et al., 2001; PEARL et al., 2004).

Para a espéci€. arabica até o momento foram publicados trés mapas
genéticos de ligacdo. Pearl et al. (2004) constmuium mapa parcial com 60
individuos da populacédo pseudgderivada do cruzamento entre as cultivares ‘Tall
Mokka’' e ‘Catimor’, genotipadas com 456 marcaddk&s.P. O comprimento total
do mapa foi de 1.802,8 cM, com uma distancia médid0,2 cM entre marcadores
adjacentes. Teixeira-Cabral et al. (2004) construium mapa com 104 individuos a
partir de uma populacdo de retrocruzamento derivedédibrido de Timor CIFC
2570 e Mundo Novo IAC 464-18. Neste trabalho foraapeados 82 marcadores
RAPD em oito grupos de ligagao, cobrindo uma distééde 560,6 cM do genoma.
Outro mapa também obtido a partir de 59 individuds populacdo de
retrocruzamento, originado do cruzamento do Hibdddrimor (UFV 445-46) com
Catuai Amarelo IAC 30, resultou em 11 grupos dadp, com 117 marcadores
RAPD, cobrindo 803,2 cM (OLIVEIRA et al., 2007).

Os mapas parciais de ligacdo construidos nestealtiabapresentam
vantagens em relacdo aos outros publicados. Umgagem € o tamanho da
populacdo de mapeamento. O mapa 1 foi construidongor da andlise de 247
individuos F, e 0 mapa 2, de 217. Por meio de simulacfes, Feretial. (2006)
concluiram, a partir de populacdes, RILs e retrocruzamento, que o tamanho
minimo da populacdo considerado suficiente paranatanicdo de mapas genéticos
precisos € de 200 individuos. Os mapas obtido® riedtalho foram os primeiros a

serem construidos com mais de 200 individuos. Owdrdagem sao os tipos de
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marcadores utilizados, e os primeiros mapas foramdasapenas com marcadores
RAPD e AFLP. Nos mapas parciais construidos nesbaltho, foram incorporados
marcadores SSR. Esses marcadores, por serem Epesfeos, contribuem para a
integracdo de mapas genéticos parciais em um (mama integrado, permitindo
maior cobertura do genoma da espécie. Além dess#aagens, utilizaram-se dois
marcadores especificos RGAigease Resistance Gene Andjogm para cada
populacdo de mapeamento. @smers RGA amplificam regides de um potencial
gene de resisténcia a doencas (ALVARENGA et alL,120

4.3. Integracéo de mapas

A utilizacdo de todos os mapas publicados fararabica(PEARL et al.,
2004; TEIXEIRA-CABRAL et al., 2004; OLIVEIRA et al2007) na integracdo de
um unico mapa foi impossibilitada pela falta de cadores comuns entre eles. Com
o0 intuito de obter um mapa mais saturado paraessecie, foram construidos dois
mapas parciais apresentando marcadores comunsganantre eles para posterior
integracdo em um Unico mapa.

O mapa integrado construido neste trabalho setacatho um mapa-
referéncia deC. arabicg uma vez que contém numero (191 marcadores) rdaior
marcadores que qualquer outro relatado até o mome&xém disso, o mapa
integrado apresenta comprimento total e distan@diande 1.423,40 e 8,13 cM,
respectivamente. Esse fato demonstra maior densidadenarcador e menor
distancia entre marcadores do que os mapas panbigios (976,30 e 9,86 cM para
a populacdo 1 e 1.158,60 e 13,01 cM para a populBca

Observando apenas os resultados dos GLs dos magasspatilizados na
integracéo (oito GLs do mapa 1 e sete GLs do mapadds sete GLs integrados do
mapa final, pode-se constatar aumento na sua ré@solécdistancia média obtida
com esses GLs no mapa 1 foi de 9,14 cM e no magpa 12,41 cM, enquanto no
mapa integrado se observou reducdo da distanciearpach 6,98 cM. Essa menor
distancia entre marcadores demonstra a importéacidilizacao da integracao entre
mapas parciais entC. arabica resultando em maior saturacdo. Além disso, a
combinacdo de vérios tipos de marcadores em uno Um@pa, proveniente de

diferentesbackgroundsgenéticos, aumenta as chances de identificar aaEs
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polimérficos em determinada regido do genoma enreraglites populacdes de
interesse de melhoramento. Dessa forma, a integfacdita a analise de sintenia e
selecéo assistida por marcadores, bem como aagéinttica (analise de QTL) e a
clonagem de caracteristicas importantes para aufigra baseada em mapas
(TRUCO et al., 2007).

Assim, o mapa integrado construido neste trabalbde pservir como
ferramenta fundamental para o melhoramento moleddaC. arabicae espécies
afins, além de fornecer uma base para estudosoliecée e organizacdo do genoma.
Além disso, os fragmentos mapeados nos gruposgdedld podem também servir
como sondas para trabalhos de hibridizag&utu, contribuindo para a integragéo do
mapa genético, mapa fisico e mapa citogenéticoligamalo as Figuras 1 a 7, pode-
se observar que a ordem dos marcadores nos GLsndpas parciais € 0 mapa
integrado foram bem conservados, demonstrando quepa construido pode ser
utilizado para essa finalidade.

Os marcadores SSR presentes no mapa integrado ppderserem locos
especificos, ser utilizados para diferentes popekgle mapeamento. Embora o
mapa integrado possua algumas regides pouco saueageequenos grupos de
ligagéo, os marcadores SSR facilitaréo estudostienga emC. arabicacom outras
espécies de importancia econémica.

A construcao de mapas genéticos de alta densidadeiél para a integracao
de mapas genéticos e fisicos, ferramenta eficjgant® vincular a variacao fenotipica
e genotipica (ZHAO et al., 2013). Mapas genétiotsgrados com mapas fisicos séao
atualmente bastante utilizados nas pesquisas fa@agsficom o intuito de obter um
mapa saturado como referéncia para a cultura, dérfacilitar a montagem do
genoma com rapidez e eficiéencia, genémica compatattlonagem de genes
importantes, atribuicdo dos grupos de ligagao emm@ssomos, e para a pesquisa de
cromossomos sexuais (STRATIKOPOULOs et al., 2008;eY al., 2009; FEBRER
et al., 2010; XU et al., 2010; HAN et al., 2011;dtlal., 2011; NINWICHIAN et al.,
2012; ZHAO et al., 2013). Os mapas fisicos, genstie citogenéticos integrados
com montagens de sequéncia do genoma inteiro na@thar precisdo e facilitam
diretamente o isolamento de genes (FEBRER etGl0)2

A integracdo aumenta a possibilidade de enconteacadores informativos
em alguma parte do genoma e, em ultimo plano,atif&s genéticas inferindo sobre

a diversidade genética da espécie. Além disso, snggraéticos de alta densidade sao
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importantes para estudos de locos controladoresadacteristicas quantitativas
(QTL) (DIAZ et al., 2011).

4.4. |dentificagdo de QTLs

Dois QTLs foram identificados associados a rageH. vastatrix Os QTLs
correspondem aos mesmos QTLs encontrados no mdigacko 1 para essa mesma
raca do patdégeno (dados ndo mostrados). ApesaQ¥e.d ser identificado em um
grupo de ligacdo néo resultante da integracaare,@ibveniente da populacdo 1, os
dados fenotipicos foram derivados das duas popesac® isso de fato podera
justificar que o QTL2 identificado seja de grandeportancia para as duas
populacdes de mapeamento. Os dois QTLs identifcpddem corresponder a genes
maiores de resisténcia presentes no Hibrido de ITiMs marcadores que
flanqueiam os QTLs podem ser utilizados para selessistida por marcadores
moleculares, com o intuito de selecionar individtexsstentes em fases iniciais do
melhoramento do cafeeiro. Além disso, o posiciomdmealos QTLS no mapa
integrado ira facilitar analises comparativas ei@_s de diferentes populacdes,
tendo em vista proporcionarem conhecimentos sobreomrole genético da

diversidade fenotipica nas vérias cultivares dé agdbica.
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5. CONCLUSAO

O mapa integrado construido neste trabalho deveossiderado o mapa de
referéncia paraC. arabica Além disso, os marcadores SSR utilizados sao
potencialmente transferiveis para ampla gama ded@st genéticos, como a
integracdo dos mapas fisicos e genéticos, a amdis®linearidade, a clonagem de
genes baseados em mapas e a selecdo assistidaafmadones moleculares. Os
QTLs identificados fornecem informacdes importansebre analise de genes

candidatos para resisténcia/suscetibilidade altaigeH. vastatrix
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CAPITULO 3

SELECAO GENOMICA AMPLA EM Coffea arabica

80



RESUMO

O desenvolvimento de diferentes tipos de marcadomsculares tornou disponiveis
varias ferramentas para selecionar individuos sanesrno melhoramento genético
de plantas. Uma das ferramentas que podem aursiamelhoristas € a selecéo
gendmica ampla (GWS). Essa técnica utiliza infodoagireta do DNA na selecéo,
0 que permite alta eficiéncia seletiva e rapidepit@ncdo de ganhos genéticos em
relacdo a tradicional selecdo baseada apenas ers fdsmbtipicos. Em vista disso, 0s
objetivos deste trabalho foram verificar a capatedpreditiva da GWS em predizer
os valores gendmicos dos cafeeiros para resistarfeilaugem, bem como comparar
os marcadores identificados pela GWS com os ideadibs associados a resisténcia
a trés isolados dél. vastatrix (racas | e Il e pat6tipo 001), por meio do mapa
genético de ligacdo deoffea arabicaPara isso, foram utilizados 245 individugs F
resultantes do cruzamento da cv. suscetivel Calmaielo IAC 64 (UFV 2148-57)

e da fonte de resisténcia ao Hibrido de Timor UBS-83, genotipados com 137 (74
AFLP, 58 SSR, 4 RAPD e Jrimerespecifico) marcadores moleculares. As
estimativas dos parametros genéticos foram obwilBLASSO. A capacidade
preditiva (CP) foi medida utilizando todos os iridivos da populacdo como
populacdo de treinamento e validacdo, como tamb@mdirdio aleatoriamente a
populacdo em 200 individuos para populacdo de trent e 45 individuos para
populacdo de validagdo. Para o primeiro caso, arn@P preditiva foi para o
patotipo 001 (0,78). No segundo caso, a maior GB papulacdo de validacao foi
para a raca | (0,49). Quando se utilizaram apesanarcadores de maiores efeitos
para cada isolado, a maior CP na populagdo deacdlidfoi para o patotipo 001
(0,49). Ainda foi possivel observar que as herdidiles estimadas a partir de
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marcadores moleculares para a resisténcia aosisttkglos foram inferiores as
herdabilidades baseadas em valores fenotipicas.desionstra maior predigcdo dos
valores gendmicos dos individuos na selecdo gemdmim comparacdo com a
selecéo fenotipica. A maioria dos marcadores ifieatios associados aos QTLS no
mapa genético de ligacao foi identificada tambéha @&VS, confirmando a acuracia
da metodologia utilizada. Além disso, a GWS peumjiredizer, com sucesso, 0S

valores gendémicos dos individuos.
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1.INTRODUCAO

Ao longo dos anos, varios métodos de melhorameatgiram com o
objetivo de otimizar o processo de selecdo de iddos que apresentam caracteres
de interesse agrondmico. Contudo, a estratégiadadilizada até hoje € a de
predizer o valor genético do individuo, baseado ieformacdes fenotipicas. No
entanto, com o desenvolvimento de marcadores malesue 0 avango em técnicas
de biologia molecular, surgiu a expectativa de igi@macdes genotipicas, uma vez
correlacionadas com caracteristicas fenotipicastdeesse, possam ser amplamente
utilizadas na identificacdo e selecdo de individwosn maiores valores genéticos
(RESENDE JR. et al., 2013)

Uma técnica proposta para acelerar o melhoramentétige a partir de
marcadores moleculares é a selecdo gendmica (@S3elecdo gendmica ampla
(Genome Wide Selection GWS), proposta por Meuwissen et al. (2001). Essa
técnica utiliza informacédo direta do DNA na sele@gméo exige conhecimento
prévio das posi¢cdes (mapa) dos QTLs (RESENDE, 2@@8)o0 no caso da selecéo
assistida por marcadores (SAM). Nos métodos trawiis de selecédo, o fenotipo é
utilizado para inferir sobre o efeito do genétida. GWS, o gendtipo é utilizado para
predizer o fenotipo a ser expresso nos candidasedegdo (POLAND et al., 2012;
RESENDE et al., 2012).

O modelo de predicéo do fendtipo via GWS é estallepreliminarmente,
com base em dados genotipicos e fenotipicos deidutdis pertencentes a uma
amostra da populacédo de sele¢cdo, conhecida comdagép de treinamento. Essa
populacdo é utilizada para estimar os parametroaattelo que serd posteriormente

utilizado para calcular os valores genémicos estosalos individuos candidatos a
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selecado, possuindo apenas os dados genotipicapudagao deve ser representativa
dos candidatos a selecdo (HEFFNER et al., 200@yedicao e a selecdo podem ser
realizadas na fase inicial do melhoramento de a$araicelerando, assim, o processo
de melhoramento genético (RESENDE, 2007).

Para a GWS, varios métodos tém sido propostosdiieem entre si pelo
tipo de suposicdo sobre o modelo genético assoeadmrater quantitativo. Entre
eles, pode-se citar o BLASSO (bayesian LASSO) (LBBA et al., 2011).

O meétodo BLASSO, de Park e Casella (2008), ajusta variancia separada
para cada marcador e forca os estimadores paracasm no caso do RR-BLUP.
No entanto, efetivamente permite que alguns estneadsejam identicamente iguais
a zero, realizando simultaneamente o procedimertshdinkage e selecdo de
covariaveis (De Los CAMPOS et al.,, 2009). SegunaseRde et al. (2010), o
LASSO é uma boa op¢do quando se usa numero limitadoarcadores, contudo o
melhor método é aquele que reflete melhor a naure#dgica do carater poligénico
em guestao, em termos de efeitos génicos.

A principal limitacdo da aplicacdo da selecdo ganaremC. arabicatem
sido o grande numero de marcadores necessariaslaBops de melhoramento Ge
arabica apresentam baixa taxa de polimorfismo, quanddsatkls com marcadores
moleculares (HERRERA et al., 2009; VIEIRA et aD1R; GELETA et al., 2012), o
que dificulta avancos no melhoramento moleculasaespécie.

Resende et al. (2010) relataram que as capacidadgsredizer os valores
genéticos dos individuos diminuem com o aumentaldoero de marcadores, além
de um numero 6timo. Isso foi demonstrado por Hrdgdeto et al. (2012) e
Cavalcanti et al. (2012), os quais provaram quen@emento no numero de
marcadores ndo aumenta linearmente a capacidadigvarela GWS.

Outro aspecto a ser considerado é o tipo de marcambbecular a ser
utilizado, uma vez que a GWS requer grande numerandrcadores genéticos
dispersos em todo o genoma de um organismo. O wd#genento de marcadores
moleculares tipo SNP$ingle Nucleotide Polymorphisjngermitiu a automacgéo do
processo de genotipagem, que passou a ser reakradarga escala. Apesar da
utilidade de marcadores SNP para a GWS, sua giilizaequer duas a trés vezes
maior densidade de marcadores do que SSR. Issoveeadeatureza bialélica dos
SNPs e multialélica dos SSR (SOLBERG et al., 2008) marcadores moleculares

do tipo SSR podem também ser usados na GWS, pemsepdominantes,
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multialélicos e apresentarem alta transferabilidaére individuos e espécies
(RESENDE, 2008).

Marcadores SSR foram utilizados em milho por HFngsbleto et al. (2012)
para estudos de selecdo gendmica ampla. Aléem dmadmes SSR, Cavalcanti et al.
(2012) utilizaram marcadores AFLP e ISSR para 8&elegendmica em cajueiro.
Marcadores dominantes tipo DArT foram utilizados emgalipto por Resende et al.
(2012). De acordo com Cavalcanti et al. (2012)psodsses marcadores podem ser
usados na GWS, desde que o modelo biométrico deguadamente estabelecido.
Em vista disso, utilizaram-se neste trabalho maresdmoleculares do tipo AFLP,
SSR, RAPD e RGA.

Assim, o0 objetivo deste trabalho foi avaliar a cigi@de preditiva da selecéo
gendmica ampla (GWS) em predizer os valores gem@mos individuos (GEBVS),
bem como comparar os marcadores moleculares de efaith gendmico via GWS
com os marcadores identificados associados a Qatssgs racas | e Il e o patotipo

001 deH. vastatrix em mapa genético de ligacao.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1. Material vegetal

Para este estudo, utilizou-se uma populacap denstituida por 245
individuos oriundos da autofecundacédo controladahitwido F H511-1. Este
hibrido originou-se do cruzamento da cv. suscetBatlai Amarelo IAC 64 (UFV
2148-57) e com o progenitor resistente Hibrido iteof (UFV 443-03).

2.2. Extracao de DNA

A extracdo do DNA dos progenitores e dos individdaspopulacao Foi

realizada de acordo com o protocolo descrito parz3st al. (2005).

2.3. Genotipagem da populacao

A genotipagem foi efetuada com 137 (74 AFLP, 58 S8RRAPD e 1

primer-especifico) marcadores moleculares nos progesit®reos 245 individuos da

populacao k
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2.3.1. Marcadores SSR

Inicialmente, foram efetuados testes de polimomdisdos primers SSR
utilizando o DNA dos genitores e de 10 individuaspopulacéo f Foram testados
373 pares derimers SSR de cafeeiro (COMBES et al., 2000; ROVELLI kt a
2000; BARUAH et al., 2003; COULIBALY et al., 2008JONCADA; MCCOUCH,
2004; PONCET et al., 2004; BHAT et al., 2005; HENDB! al., 2008; MISSIO et
al., 2009b; MISSIO et al., 2011). As reacOes de REL&N realizadas de acordo com
as metodologias descritas por Missio et al. (2002a)eteccdo do polimorfismo dos
marcadores foi realizada em gel de poliacrilamidandturante 6%, corado com
nitrato de prata, conforme protocolo descrito paitoBet al. (2010) e em
sequenciador automaticeBl 3130 x| Genetic Analyz€Applied BiosystemsPara
analise no sequenciador, um dgsimers do par que amplifica cada loco
microssatélite, dorward, foi marcado com um fluor6foro especifico (6-FAdLUI,
ou NED, amarelo, ou HEX, verde). As reacdes de P@rR cadgrimer foram
efetuadas separadamente, e a reacdo de trés dawdspecificos foi misturada
para analise, caracterizando um “falso multiplé&dda reacdo de PCR foi diluida na
propor¢cdo de 1:10, e 1 pL de cada reacdo diluiddrdosferido a uma placa
especifica para o sequenciador, contendo 6,8 plfodeamida HI-DI Applied
Biosystems e 0,2 pL do Rox- 500 (padrdo de pescecutsr marcado com
fluor6foro RED). A reacgédo foi desnaturada em terigiador a 95 °C, por 3 min. Em
seguida, as amostras foram eletroinjetadas no seiqaer, utilizando-se capilares
de silica de 50 cm de comprimento e 50 um de dr@dnpeeenchidos com polimero
POP 7, conforme recomendacao do fabricante. Oméaps foram analisados por

meio dosoftwareGeneMapper V4.1 Applied Biosystems

2.3.2. Marcadores AFLP

A técnica de AFLP foi realizada conforme descrito Bato et al. (2010),
com algumas modificacdes. Os DNAs dos progenit@tésido de Timor UFV 443-
03 e Catuai Amarelo UFV 2148-57) e dos individugs résultantes desse
cruzamento foram digeridos com as enzimas de ¢asfticoR| e Msel por 8 h, a 37

°C. Os fragmentos gerados foram ligados aos adaggsméspecificos, utilizando-se a
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enzimaT4 DNAligase por 14 h, a 4 °C. O material digerido edgé#oi diluido em
1:10 em TE pH 8,0 e armazenado a -20 °C. A amalifio pré-seletiva foi realizada
com primers complementares aos adaptadores, contendo um ridelecdicional
(N) na extremidade 3". O produto pré-amplificadiodituido em 1:40 em TE pH 8,0
e armazenado a -20 °C. Para a reagao de ampliicdo@iam utilizadas 17
combinagdes dprimersseletivos resultantes decoR| e Msel (E-CAG/M-TGC; E-
CAT/M-AGT; E-CCT/M-ATA; E-CCC/M-AGC; E-CCC/MAGA; EEGA/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/MAGT,; E-
CTC/M-AAG; e E-CTT/MTCG). Aos produtos amplificaddsram adicionados 8
uL de formamida (formamida 98%, EDTA pH 8,0, 10 milene cyanol mg/mL e
bromophenol blud mg/mL). O polimorfismo dos marcadores foi obsdovam gel

de poliacrilamida desnaturante (6%), corado conatoitde prata.

2.3.3. Marcadores RAPD

Conforme a metodologia descrita por Oliveira e{(2007), foram utilizados
quatroprimers RAPD da Operon Technologies (OPA 001, OPA 014, ARA e
OPAB 009). Cada reacdo de amplificacdo g@osners RAPD consistiu de um
volume total de 2%l, contendo os seguintes componentes: 25 ng de gdhwamico,
1 U de Taq DNA polimerase, 0,1 mM de cada dNTP ud)2de primer, 50 mM de
KCI, 10 mM de Tris HCI pH 8,3 e 2 mM de MgCI2 e olume final completado

com agua milli-Q estéril.

2.3.4. Marcador primer-especifico

O primer especifico CARF 005 foi utilizado de acordo cormetodologia
descrita por Alvarenga et al. (2011). Egmemer amplifica uma regido RGA
(Disease Resistance Gene Analdg 400 pb de um potencial gene de resisténcia a
doencgas. O CARF 005 foi desenvolvido a partir acspuéacia minerada do Projeto
Brasileiro do Genoma Café e corresponde a uma palg&@ene de resisténcia com
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anotacao “gi|24459841| emb|CAC8259diHease resistance-like protéime C.
arabica

2.4. Codificacdo dos marcadores

Dados de marcadores dominantes em aproximacam (pfeleniente do
progenitor resistente Hibrido de Timor UFV443-08)aim codificados -1 para a
presenca e 1 para a auséncia da banda. Nos masatliminantes em repulséo
(alelo proveniente do progenitor suscetivel Catdaiarelo UFV 2148-57), as
codificacdes foram 1 e -1 para a presenca e aaséadbanda, respectivamente. Os
marcadores codominantes foram codificados comorf paheterozigoto, -1 para
bandas provenientes do progenitor resistente erd pandas provenientes do

progenitor suscetivel.

2.5. Selecédo gendmica ampl&enome Wide Selection - GWS) — Lasso bayesiano
(BLASSO)

As analises de GWS para predizer os valores geon8ndos individuos
foram efetuadas primeiramente com todos os 24%inhahs da populacao, para
populacdo de treinamento e validacdo. Posterioenens individuos foram
sorteados, dividindo-se a populacdo em duas, ey dejtotal de 245 individuos,F
200 (77,50%) foram utilizados para populacdo dmdreento e 45 (22,5%) para
populacao de validacao.

Para populacao de treinamento (utilizando toddadigiduos ou dividindo a
populacdo), foram consideradas: a) a genotipagenod@s os marcadores e a
fenotipagem para resisténcia as racas | e Il e &atipa 001; b) a genotipagem
apenas dos marcadores de maior efeito e a fenetipatps trés isolados de.
vastatrix

Na populacédo de validacdo, as equacfes de prediogivalores gendmicos
dos individuos foram testadas primeiramente com stods marcadores e,
posteriormente, com os marcadores de maior efpdoa verificar a capacidade
preditiva da GWS.
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A capacidade preditiva é dada pela formu@ =rgzgh, em quer,;€ a
acuracia de selecdohé a raiz quadrada da herdabilidade individual (RHE3E JR.
et al.,, 2012). Como na validacao dos resultadoglar fenotipico é conhecido e a
capacidade preditiva da selecdo gendmica foi alaleo calcular a correlagcdo do
valor genético predito com o fendtipo observadoindsiduos.

As analises foram efetuadas moftware R (TEAM, 2012), por meio de
scriptsdisponiveis nsoftwareGENES (CRUZ, 2013).

Para predicdo dos efeitos dos marcadores, fozadii a implementacao
bayesiana do método LASSQeg@st Absolute Shrinkage and Selection Opejator
proposto por De Los Campos et al. (2009). Confodescrito por Almeida et al.
(2012), a implementacéo impde um produto de dedsglaxponenciais duplas como
distribuicdoa priori dos "p" coeficientes de regressao, de forma g@g|i) =

p
j=1

%exp (—AlB;1). Na distribuicdoa priori conjunta construida, a densidade
atribuida aos coeficientes de regressdo regulaszagor LASSO sera
7}’=1N (Bj110, ogr]?), resultando em variancias especificas para caeficiemte de
regressdo. Por sua vez, a distribuigd@riori para o parametro de escal‘%\seré
representada pon}’=1 exp(‘t]-2|7»), no qual o parametro de suavizagaaofluéncia o
ajuste dos coeficientes de regressao. Para esbndasdparametros, foi considerado
o método MCMC, gerando-se %18imulacdes conburn-in de 16, tendo sido os
parametros amostrados a cada cinco observacdeval@®s genbmicos foram
estimados conforme De Los Campos et al. (2009),taxa de erro aparente na
predicdo dos fendtipos dos individuos utilizadosapsaalidacdo foi calculada,
considerando-se notas e a classificacdo bindlisteate e suscetivel, de acordo com

a escala de notas.

2.6. Andlise fenotipica e mapeamento de QTLs assadds aH. vastarix

Os uredosporos das racas | e Il e do patétipo @H.dvastatrix foram
multiplicados e inoculados de acordo com a metodmldgscrita por Capucho et al.
(2009). A inoculacéao foi efetuada nos progenitoneshibrido ir e em todos os 245
individuos da populacaa.FA avaliacao da resisténcia/suscetibilidade fetieida de

acordo com Capucho et al. (2009), seguindo-seaaede Tamayo et al. (1995), que
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se baseia na auséncia ou presenca de uredosper@sol2lo com essa escala, sao
consideradas resistentes (notas 1 a 3); a auséacs&ntomas (nota 1), as lesdes
cloréticas pequenas (nota 2); e as lesdes closdfcandes, sem esporulacdo (nota
3). A suscetibilidade (notas 4 a 6) é atribuidaséés cloroticas grandes com poucos
uredosporos, ocupando menos de 25% da éarea faliata (4), lesbes com
esporulacdo ocupando de 25 a 50% da area (notalégbes com esporulagédo

ocupando mais de 50% da area com ureddésporosgnota
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Genotipagem dos marcadores

Inicialmente, foram analisados 373 parepdmers SSR nos progenitores e
em 10 individuos F da populacdo em estudo. Desses, 58 foram policodrfi
(15,55%), 271 monomorficos (72,65%) e 44 nao amcpliam(11,80%). A nédo
amplificacdo de alguns marcadores pode ser explipatiafalta de homologia de
alguns primers no genoma deC. arabicg por terem sido construidos pata
canephora Os 58 marcadores SSR polimorficos foram analsadm toda a
populacado f O baixo polimorfismo encontrado pode ser jusdific pelo fato de as
cultivares brasileiras da espé€learabicaserem bastante aparentadas. Setotaw et al.
(2013)observaram que apenas sete ancestrais camtnbeom 97,55% da base
genética das principais variedades plantadas nsilBEsse baixo polimorfismo tem
sido identificado em outros trabalhos e justificaoela base genética estreita
apresentada pela espédie arabicg tanto no Brasil quanto em outros paises
(HERRERA et al., 2009; VIEIRA et al., 2010; GELE®Aal., 2012).

Na genotipagem com marcadores AFLP, mais de um patinorfico foi
verificado em cada combinacdo g@eimer. Assim, das 17 combinacbes AFLP
utilizadas foram obtidas 74 bandas polimorficas, corédia de 4,35 bandas
polimorficasprimer. Esse baixo polimorfismo com marcadores AFLP tamlbeéi
observado por Brito et al. (2010), Ky et al. (206 earl et al. (2004), autores esses

que identificaram 1,10; 6,5; e 1,34 bandas poliroasfprimer, respectivamente.
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3.2. Capacidade preditiva da selecdo gendmica ampla

A capacidade preditiva (CP) em predizer os valogemomicos dos
individuos na selecdo com todos os 137 marcadotedos os 245 individuos da
populacdo fFcomo populagéo de treinamento e validagéo é apestena Tabela 1.
Observa-se, nessa tabela, que a maior CP (0,78af@ o patétipo 001. Esse
resultado pode ser justificado pelo fato de essdads apresentar maior
herdabilidade estimada por marcadores moleculanes, vez que a capacidade

preditiva € diretamente proporcional a raiz quaarda herdabilidaderjy = rgzgh)

(RESENDE JR. et al., 2012).

Tabela 1 - Capacidade preditiva da selecdo genoamygda utilizando os mesmos
individuos para populacdo de treinamento e valmgi@ta estimacao
dos valores gendmicos dos individuos da populag&elbcéo, para trés

isolados deH. vastatrixem C. arabica

Resisténcia ao

olado h3? h3 s N° individuos

Raca | 0,193918 0,51473 0,66 245

Raca Il 0,154665 0,523466 0,62 245
Pato6tipo 001 0,362894 0,500455 0,78 245

h2= herdabilidade estimada por meio dos marcadordecmlares;h? = herdabilidade da
caracteristica considerando dados fenotipicos elmedimento genético de analise de
geracOes P1, P2, F1 e [e2;;, = capacidade preditiva.

V9
Por meio da selecdo gendmica, observou-se que &adabilelades
(h?) estimadas a partir de marcadores molecularesapasisténcia aos trés isolados
foram inferiores as herdabilidadess) baseadas em valores fenotipicos. A menor
herdabilidade(h?)pode ser devida a natureza dos marcadores utilizages por
vezes nao correspondem aos genes causais da herangntidade de marcadores
utilizados ou, ainda, ao tamanho da populacéo el@sContudo, as herdabilidades
(h?) utilizadas para calcular a CP da selecéo gené(rgfgaz rgzgh) foram capazes
de identificar valores de capacidade preditiva @an@sisténcia aos trés isolados
superiores as herdabilidadéss)baseadas em valores fenotipicos. Isso demonstra
maior predicdo dos valores gendémicos dos individu@sselecdo gendmica, em

comparacao com a selecao fenotipica.
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Observou-se ainda que as maiores e as menores @R Ghtidas para a
resisténcia ao patotipo 001 e a raca Il, respeuevde. Apesar de aparentemente
baixos, os valores de capacidade preditiva obsesv@dira as caracteristicas de
resisténcia aos trés isolados foram superioresstsi@es por outros autores. Dada a
escassa disponibilidade até o momento de trab&ticasdo a selecdo gendmica em
café, torna-se dificultada a comparacdo dos parémefenéticos estimados. No
entanto, tém sido relatadas em outras culturamatstias de parametros inferiores as
obtidas neste trabalho e, mesmo assim, isso nasitienimpedimento para a selecéo
e melhoramento das respectivas espécies.

As capacidades preditivas observadas nos trésdaolapresentados na
Tabela 1 foram, assim, superiores as encontradaBripeche-Neto et al. (2012) em
milho e Cavalcanti et al. (2012) em cajueiro, paktodo RR-BLUP, utilizando uma
mesma populacdo, tanto para treinamento quanto \i@acdo com todos 0s
marcadores. Fritsche-Neto et al. (2012) utilizarama populacdo composta por 41
combinacdes hibridas e 80 SSR (214 alelos). Avddiasrios caracteres fenotipicos,
eles identificaram valores de CP variando de -@2861. Cavalcanti et al. (2012),
com 74 individuos e 238 (224 AFLP, 12 SSR e do&Rpmarcadores, verificaram
capacidade preditiva de 0,05 para peso da amémdazajeieiro. Baixa capacidade
preditiva também foi observada para duas caratitaigsde resisténcia a ferrugem
em pinheiro (RESENDE JR. et al., 2012). Eles idieatiam capacidade preditiva de
0,28 e 0,24 par&ust_bine Rust_gall_val respectivamente, com herdabilidade da
ordem de 0,21 e 0,12, utilizando 951 individuos 853.SNPs, pelo método
BLASSO. Esses autores relataram que a CP foi hmete correlacionada com a
herdabilidade da caracteristica e, ainda, que qanacteres de menor herdabilidade
menor sera a predicdo na GWS. No entanto, nedtallig para a raca Il, com
herdabilidade(h?)de 0,15, a CP foi de 0,62, com menor nimero deiithabs (245)

e marcadores (137).

Os resultados de andlise da selecdo gendémica aenplgue a populacda F

foi dividida em duas populacdes (200 individuosagaopulacdo de treinamento e 45

individuos para populacéo de validacdo), estdcsaptados na Tabela 2.

94



Tabela 2 - Capacidade preditiva da selecdo genbdmmpla com individuos
selecionados de forma aleatéria, para constituipogaulacdo de
treinamento e validacdo para estimacdo dos valgeséticos
gendmicos dos individuos da populacdo de selegda,tEs isolados

deH. vastatrixem C. arabica

Resisténcia Populacao de Populacao de
ao isolado treinamento () validago ¢25)
Raca | 0,66 0,49
Raca Il 0,68 0,16
Pato6tipo 001 0,81 0,38
N° de individuos 200 45

De acordo com a Tabela 2, pode-se observar que losevade CP da
populacao de treinamento foram poucos superiorgsréfecado na Tabela 1, em que
a populacdo de treinamento foi utilizada com todssindividuos da populacéo.
Contudo, a capacidade preditiva da populacdo dda¢alo foi inferior a observada
na populacdo de treinamento, o que de fato é igéstdl pelo numero (45) de
individuos inferior ao constatado na populacdo ménamento (200). Contudo,
analisando as Tabelas 1 e 2, ndo houve diferencaupciada entre os valores de CP
da populagédo de treinamento, o que possibilitaimfpie 0 nimero de individuos
utilizados nessa populacdo nao interferiu na anéksatistica. Contudo, necessita-se
de mais individuos na populacao de treinamentdigagd@io para que se tenha maior
precisdo das estimativas dos valores gendmicosirdidgiduos da populacdo de
selecéo.

Duas populacdes de eucalipto da empresa CENIBRA (id8ividuos) e
FIBRIA (920 individuos) foram utilizadas para séleggenémica ampla, avaliando
guatro caracteres, com 3.000 marcadores DAIT. Baranesmos caracteres, 0s
resultados de capacidade preditiva para a populdgd®ENIBRA foram de 0,51 a
0,60 e de 0,38 a 0,55 para a populacdo da FIBRIAahdo-se dados da populagéo
de validacdo (RESENDE et al., 2012).

Em geral, a selecdo dos individuos superiores pamenar-se de alto custo
se houver necessidade de genotipa-los com todosasadores disponiveis. Porém,
existe a possibilidade de utilizar apenas marcaddeemaiores efeitos para inferir

sobre os valores gendémicos de individuos superioegsizindo custo e tempo. A
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possibilidade de utilizar apenas os marcadores alerrafeito também foi efetuada
neste trabalho, de acordo com os resultados apagesma Tabela 3.

Tabela 3 - Capacidade preditiva da selecdo gendmmpla com individuos
selecionados de forma aleatdria, para constituipopulacdo de
treinamento e validacdo para estimacdo dos valgesético-
gendmicos dos individuos da populagédo de selegla,tpes isolados

de H. vastatrixem C. arabica. Selecionando marcadores de maior

efeito.
Resisténcia Populagéo de Populagéo de
; . 2 Co a2
ao isolado treinamento (I"y5) validagéo (ry5)
N° de individuos 200 45 N° marcadores

Raca | 0,50 0,42 10
Raca Il 0.49 0.37 10
Patotipo 001 0,66 0,49 6

Nessa tabela, pode-se verificar que houve poucac@ar dos valores de
capacidade preditiva na populacédo de treinamentoparada com as Tabelas 1 e 2.
Dessa forma, pode-se inferir que os marcadores a@eres efeitos podem ser
utilizados para prever os valores genémicos dasiohebs candidatos a selecéo, sem
haver a necessidade de genotipa-los com todos readoaes.

Comparando os resultados apresentados nas Tabel&spara a populagao
de validacdo, pode-se observar que para a rac&P doi um pouco inferior a
observada na Tabela 2, para todos os marcadoreguddo para a raca Il e o
patotipo 001 os resultados de CP, utilizando-seapenarcadores de maior efeito,
foi um pouco superior ao observado com os resultadostilizacdo de todos os
marcadores. Isso justifica 0 emprego de apenasavsanbres de maiores efeitos
para predizer os valores gendémicos de individugeersares. O uso de menor
namero de marcadores € de grande interesse parelhorista, uma vez que a
obtencdo da informagédo de individuos superiored dada com menor tempo e
custo.

O numero de marcadores que maximizaram a capacigeztitiva foi
verificado em milho e cajueiro, por Fritsche-Netoak (2012) e Cavalcanti et al.
(2012), respectivamente. Contudo, esses autoredirdim o total de marcadores

moleculares em varios grupos. A divisdo dos grdpodgada de forma sequencial,
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retirando-se da analise os marcadores de mentw aféiatingir o extremo de apenas
um marcador (de maior efeito), formando um subgrupo.

Para milho, Fritsche-Neto et al. (2012) relatarara fouve grande variacéo
entre os caracteres e o numero de marcas que raaxam a capacidade preditiva.
O numero de marcadores que maximizaram a CP vakkol a 50. Contudo, a
caracteristica que apresentou maior capacidadetipeed,68) foi a eficiéncia de
absorcdo com apenas cinco marcadores. Todaviaagreiro a maior capacidade
preditiva observada para peso de améndoa foi de 6pf@ 70 marcadores. De
acordo com Resende et al. (2010), as capacidadshtiyss diminuem com o
aumento no numero de marcadores, além de um nudtiero. Fritsche-Neto et al.
(2012) e Cavalcanti et al. (2012) relataram ainde, gquando foram consideradas
todas as marcas, as CP foram muito baixas, ou sefamento no numero de
marcadores ndo aumenta linearmente a capacidadigaesendo fundamental para
cada carater a ser selecionado estabelecer o nubtiento de marcadores que
maximizem a capacidade preditiva na populacéo ligagdo.

Resende Jr. et al. (2012) também identificarang pesisténcia a doenca em
pinheiro Rust_bine Rust_gall_vdl, que a capacidade preditiva maxima era atingida
com numero menor de marcadores (110 a 590) do @ue3c000 DArT, conforme
relatado anteriormente. Contudo, o numero otimandecadores que maximize a
capacidade preditiva na populacdo de validacadaiaerificado neste trabalho. No
entanto, os marcadores de maior efeito apresenté@m resultados, 0s quais
poderdo ser utilizados para selecionar individeestentes.

A capacidade da GWS em predizer os valores genordm®sndividuos foi
realizada por meio de um célculo denominado taxaeme na populacdo de
validacdo para as racas | e Il e o patétipo 00b€lEs 4, 5 e 6). Para todos os trés
isolados, observou-se que a taxa de erro em prenkzealores genémicos foi bem
maior quando se usaram as notas fenotipicas var@dadoa 6 do que quando foram
utilizadas as notas binarias resistentes (R) eetusts (S). Isso pode ser devido,
entre outros fatores, as dificuldades inerentepracesso de fenotipagem, uma vez
gue esta é subjetiva e dependente do grau de énpierido avaliador. Além disso,
na populacado Futilizada foram observados poucos individuos catas variando
de 4 a 6 e muitos individuos com notas variandd @ge 3, 0 que torna a média
viesada. Assim, a subtracdo da média dos valonestiigcos observados da

populacdo de validacdo pela média dos valores genémdos individuos preditos
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pela GWS resulta em constante de baixo valor. Essacteristica dificulta a
identificacdo dos individuos que apresentam noasmdas (4, 5 e 6) pela GWS,
como pode ser observado nas Tabelas 4, 5 e 6 paegas | e Il e o patotipo 001,
respectivamente. Apesar de tal fato, pode-se irdebire a possibilidade de praticar
a selecdo gendbmica ampla em individuos de interessando-se os marcadores de
maiores efeitos para trés isoladodHlevastatrix

Tabela 4 - Estimativa do valor gendmico do indiwighara a raca | dd. vastatrix
considerando-se apenas 0s marcadores de maiores.el@vidindo a
populacdo F em dois grupos, amostrados aleatoriamente, sendo o
primeiro grupo formado por 200 individuos para pagdio de
treinamento e o segundo por 45 individuos paralpg@a de validacéo.

Ind = individuo da populacag;H = fenotipico; e G = genotipico

Valores Notas

Marcador Efeito Ind. F G F G

E-CCC/M-AGA1 0,157: 22 3 4 R S
E-CGA/M-TCC/4 0,124( 49 3 4 R S
E-CTG/M-TAC5 0,175: 13 3 3 R R
E-CAG/M-TGC1 0,054 99 5 3 S R
E-CTG/M-AAT1 0,199¢ 20€ 3 3 R R
E-CGC/M-ATAL 0,0463¢ 16t 3 3 R R
SSRO03! -0,033( 20¢ 4 3 S R

SSROO! -0,053: 23¢ 4 3 S R

EST-SSR06 -0,133(C 111 4 3 S R
EST-SSR09 -0.183! 83 3 3 R R
20¢ 3 3 R R

112 3 3 R R

42 3 3 R R

53 3 3 R R

18 3 3 R R

22¢ 2 3 R R

11¢ 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

21¢F 4 3 S R

23€ 3 3 R R

Continua...
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Tabela 4 - Cont.

Valores Notas

Marcador Efeito Ind. F G F G
44 3 3 R R

177 3 3 R R

40 3 3 R R

1C 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

238 3 3 R R

217 2 3 R R

58 2 2 R R

Taxa de erro (% 40, 15,5

Tabela 5 - Estimativa do valor gendmico do indivighaoa a raca Il del. vastatrix
considerando-se apenas 0s marcadores de maioress.ef@ividindo a
populacdo F em dois grupos, amostrados aleatoriamente, sendo o
primeiro grupo formado por 200 individuos para papé@o de
treinamento e o segundo por 45 individuos para jpgaal de validacao.

Ind = individuo da populacag;H = fenotipico; e G = genotipico

Valores Notas
Marcador Efeito Ind F G F G
E-CTG/M-TAC5 0.205¢ 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-ATAL 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
47
19
44
141
13

233
111
177
58
208
112
53
209
26
63
215
121
83
229
194
14
49
201
221
18
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N

Taxa de erro (%

Tabela 6 - Estimativa do valor genémico do indivichara o patétipo 001 de.
vastatrix considerando-se apenas 0s marcadores de mai@iess.e
Dividindo a populacdo Fem dois grupos, amostrados aleatoriamente,
sendo o primeiro grupo formado por 200 individuosagaopulacéo de
treinamento e o segundo grupo por 45 individuos pepulacdo de

validacdo. Ind = individuo da populacaeg; F = fenotipico; e G =

genotipico.
Valores Notas

Marcador Efeito Ind. F G F G

E-CTG/M-AAT1 0,314: 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
SSRO016 0,2724 31 3 3 R R
E-CTC/M-AAG3 -0,0312 18 3 3 R R

101 2 3 R R

Continua...

100



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 .2 0

Diante dos resultados, pode-se inferir que é pekgivaticar a selecédo
gendbmica ampla em individuos de interesse, tomarsdmarcadores de maiores
efeitos para trés isolados Hevastatrix

Comparando os resultados de marcadores molecudar@saior efeito por

meio da técnica da GWS com os marcadores do maygaige de ligacdo associado
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aos QTLs (Capitulo 1) (Tabela 7), pode-se obsepasa a raca | que apenas o
marcador EST-SSRO050 identificado no mapa nao fontileado pela GWS.

Contudo, outros marcadores foram identificados pellecdo gendmica ampla.

Tabela 7 - Marcadores moleculares identificado®c@ados as racas | e Il e ao

patétipo 001 dél. vastatrixem mapa genético de ligagdo e pelo método

de selecdo gendmica ampla/BLASSO,

considerandoest®st 0s

individuos para populacéo de treinamento e valwlaca

Mapa de ligaca BLASSO
GL QTL Marcador GL Marcador
Raca
2 QTL1 E-CGC/M-ATA1 10 E-CGA/M-TCCA
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-ATAL1
NL E-CGG/M-ACG6
6 EST-SSR023
Raca |
2 QTL1 E-CTG/M-AAT 1 10 E-CCC/M-AGAL
10 QTL 2 E-CCC/M-AGA 1 10 E-CGA/M-TCC4
2 E-CTG/M-AAT1
3 E-CTG/M-TAC5
2 SSR0O16
2 E-CGC/M-ATA1
Patotipo00
2 QTL1 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-AGAL
2 SSR016
NL E-CGA/M-TCC5
NL EST-SSR002
1 E-CGA/M-TCC3
2 E-CGC/M-ATAL

GL- grupo de ligacdo; e NL- marcador molecular i§ado a nenhum dos GLs formados no mapa

genético de ligagao.

Para a raca Il, os dois marcadores identificados nespa genético foi

observado pela GWS. No entanto, outros marcadanéisém foram identificados. O

marcador SSR016, localizado no grupo de ligacag @lkesta muito préximo do E-
CTG/M-AAT1, como também o marcador E-CGA/M-TCC4é&estuito proximo do
marcador E-CCC/M-AGAL no GL10. Dos marcadores ifieatlos para o patétipo

001 em mapa genético de ligagdo, apenas o EST-8Skbfoi identificado pela
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GWS. Contudo, o marcador E-CTG/M-TACS5 esta proxarese marcador no GL3.
Em vista disso, os marcadores identificados polordes duas técnicas (mapa de
ligacdo e GWS) poderao ser utilizados com maiocipée para selecao precoce de

individuos superiores.
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4. CONCLUSAO

A andlise da populacao avaliada permitiu a estimag® valores genémicos
dos individuos, assim como predi¢do dos fenétigosesdisténcia.

Os marcadores de maiores efeitos selecionados peeenutilizados na
predicdo dos valores gendémicos dos individuos datok a selecdo, eliminando a
necessidade de genotipagem dos individuos com tsdogrcadores.

A maioria dos marcadores identificados associadms @TLS no mapa
genético de ligacdo foi identificada também pela $Wonfirmando a acuracia da

metodologia utilizada.
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