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RESUMO

PESTANA, Katia Nogueira, M. Sc., Universidade Federal de Vigosa, julho de
2010. Caracterizacao fenotipica e molecular da resisténcia do
cafeeiro Hibrido de Timor UFV 443-03 a Hemileia vastatrix.
Orientador: Ney Sussumu Sakiyama. Coorientadoras: Eveline Teixeira
Caixeta e Eunize Maciel Zambolim.

Com o intuito de dar suporte aos programas de melhoramento do
cafeeiro que visam a obtencdo de cultivares resistentes a ferrugem (Hemileia
vastatrix), neste trabalho objetivou-se estudar a heranca da resisténcia do
Hibrido de Timor UFV 443-03 e identificar marcadores moleculares ligados
aos genes caracterizados. Para o estudo de heranca foram avaliadas trés
populagdes originadas do cruzamento entre o progenitor resistente Hibrido
de Timor UFV 443-03 e o cultivar suscetivel Catuai Amarelo (UFV 2148-57).
Dessas plantas analisadas, 243 correspondem a uma populacdo F,, 114 a
retrocruzamento suscetivel (RCs) e 87 a retrocruzamento resistente (RCr). A
inoculacao foi realizada com a suspensao de esporos (2 mg/mL) do isolado
da Raca | de H. vastatrix, em discos foliares, com trés repeticées para as
populacdes Fo> e RCs e duas para RCr. As plantas do Catuai Amarelo UFV
2148-57 foram suscetiveis em todas as inoculagées, enquanto o Hibrido de
Timor UFV 443-03, a planta F1 e as plantas do RCr foram resistentes. Pela
analise de segregacao das populagdes F», obtiveram-se duas hipbteses
significativas: uma de que a resisténcia do cafeeiro Hibrido de Timor UFV
443-03 a H. vastatrix era governada por dois genes dominantes e
independentes (15:1; P = 63,10) e a outra de que era conferida por trés
genes, sendo dois dominantes e um recessivo (61:3; P = 8,87). Plantas do
RCs foram utilizadas para a confirmacdo dos padrdes de segregacado e
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segregaram na proporcao de 3:1 (P = 74,56), o que era esperado para dois
e para trés genes. Esse resultado indicou que a resisténcia desse Hibrido de
Timor é condicionada por dois genes dominantes independentes ou trés
genes independentes (dois dominantes e um recessivo). Como a heranca
encontrada foi oligogénica (dois ou trés genes), para a confirmacédo e
identificacdo de marcadores moleculares ligados aos genes, estes foram
tratados como QTL e, entao, localizados em mapa genético de ligacao. Para
isso, os individuos da populacédo F, foram analisados com um total de 110
marcadores moleculares. Como 16 marcadores apresentaram distorcdo da
razdo de segregacao mendeliana esperada, o mapa foi construido com 94
marcadores (62 AFLP, 28 SSR e 4 RAPD). Considerando um LOD score
minimo de 3 e maxima recombinacdo de 40%, os marcadores ficaram
agrupados em 11 grupos de ligacao, cobrindo uma distancia de 964,31 cM
do genoma, e 13 marcadores ndao se ligaram a nenhum dos grupos
formados. O maior intervalo entre dois marcadores foi de 32,1 cM, e 68,57%
dos marcadores ndo excederam 20 cM. A caracterizacao e identificacdo de
QTLs foram realizadas com o auxilio de metodologias de marca simples e
intervalo simples. Pela metodologia da marca simples foi possivel identificar
cinco marcadores associados aos QTLs pelos métodos da ANOVA,
regressdo e maxima verossimilhanca. Esses QTLs foram confirmados pela
metodologia de intervalo simples por meio da regressdo e maxima
verossimilhanca. Dois QTLs foram identificados, um deles no grupo de
ligacdo 2 a 0 cM do marcador 21a, explicando 9,6% da variacao fenotipica.
O outro ficou localizado no grupo de ligagdo 3 a 13 cM do marcador 43a,
explicando 9,3% da variacdo fenotipica. Esses dois QTLs confirmam, em
ndamero e posicao, que a resisténcia do cafeeiro Hibrido de Timor UFV 443-
03 a H. vastatrix € governada por dois genes dominantes e independentes,
mostrando, assim, a importancia da gendémica para a identificacdo destes
genes. Cabe salientar que as informacgdes deste trabalho sédo inéditas para o
caso do cafeeiro e podem ser uteis em programas de melhoramento
baseado em selecdo assistida e na clonagem posicional do gene de
resisténcia a ferrugem. Assim, os dados deste estudo deverdo fornecer
subsidios para futuros trabalhos de melhoramento visando a obtencédo de
populacées mais resistentes e produtivas.
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ABSTRACT

PESTANA, Katia Nogueira, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, July,
2010. Phenotypic and molecular characterization of the resistance
of coffee Hibrido de Timor of the Hemileia vastatrix. Adviser: Ney
Sussumu Sakiyama. Co-Advisers: Eveline Teixeira Caixeta and Eunize
Maciel Zambolim.

In order to support the breeding programs coffee that to aim to obtain
cultivars resistant to rust (Hemileia vastatrix), this work aimed to study the
resistance inheritance of Hibrido de Timor UFV 443-03 and identify molecular
markers linked characterized genes. To study the inheritance were evaluated
three populations originated from cross the Hibrido de Timor UFV 443-03
resistant parent and Catuai Amarelo (UFV 2148-57) susceptible
cultivar. These plants analyzed, 243 correspond to an F» population of 114
susceptible backcrossing (BCs) and 87 resistant backcrossing (BCr).
Inoculation was performed with a spore suspension (2mg/mL) isolated from
the Race | of H. vastatrix in leaf discs, with three replicates for the F, and
RCs, and two for RCr. Plants of the Catuai Amarelo UFV 2148-57 were
susceptible in all inoculations, while the Hibrido de Timor UFV 443-03, the
plant F; and the BCr plants were resistant. Segregation analysis of F»
populations obtained two significant cases, the resistance of a coffee Hibrido
de Timor UFV 443-03 the H. vastatrix was governed by two independent and
dominant genes (15:1, P = 63.10) and the other three genes is conferred by
two dominant and one recessive (61:3, P = 8.87). Plants of the BCs were
used to confirm the segregation patterns, which segregated in a rate of 3:1 (P
= 74.56), expected segregation for two and three genes. This result
demonstrate that the resistance of the Hibrido de Timor is conditioned by two
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dominant independent genes or three independent genes (two dominant and
one recessive). As was found oligogenic inheritance (two or three genes), for
confirmation and identification of molecular markers linked to genes, they
were treated as QTL, and then located in link genetic map. For this, subjects
in the F, population were analyzed with a total of 110 molecular markers. As
16 markers showed distortion of Mendelian segregation expected rate, the
map was constructed with 94 markers (62 AFLP, 28 SSR and 4
RAPD). Whereas a LOD score minimum of three and of 40% recombination
maximum, the markers were grouped into 11 linkage groups covering a
distance 964.31 cM of the genome, with 13 markers not in any of the linkage
groups formed. The longest interval between two markers was 32.1 cM and
68.57% of the markers did not exceed 20 cM. The characterization and
identification of QTLs were performed by simple mark and simple interval
methods. Methodology of the simple mark was possible to identify markers
five associated with QTLs by the methods of ANOVA, regression and
maximum likelihood. These QTLs were confirmed by simple interval
methodology by means of regression and maximum likelihood. Two QTLs
were identified in a 2 linkage group the 0 cM marker 21a, explaining 9.6% of
the phenotypic variation. The other was located in 3 linkage group to 13 cM
marker 43a, explaining 9.3% of the phenotypic variation. These two QTLs
confirm the number and position in the coffee resistance Hibrido de Timor
UFV 443-03 H. vastatrix is governed by two independent and dominant
genes, thus demonstrating the importance of genomics to identify them. It
should be noted that the information obtained in this study are unique to
coffee, which may be useful in breeding programs based on assisted
selection and positional cloning of the gene for rust resistance. So, should
provide support for future breeding populations to obtain more productive and

resistance.
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1. INTRODUCAO

O Brasil € o maior produtor de café do mundo, com destaque para o
Estado de Minas Gerais, que produz 19,6 milhdes de sacas de café
beneficiado/ano (68,08%) (CONAB, 2009). As duas principais espécies de
cafeeiro cultivadas no mundo sédo Coffea arabica L. (café arabica) e C.
canephora Pierre ex A. Froehner (café robusta) (FAZUOLI, 2006),
contribuindo com 73,1% e 26,9% da produgdo mundial, respectivamente
(CONAB, 2009).

Coffea arabica é uma espécie tetraploide, com 90% de
autofecundacdo, enquanto as demais espécies sao diploides,
autoincompativeis e de fecundacado cruzada (FAZUOLI, 2006). A maior
limitacdo do cafeeiro € a ferrugem, doenca causada pelo fungo biotrofico
Hemileia vastatrix Berk. et Br. Os maiores indices de dano da doencga séo
verificados nos anos de alta produgéo, com perdas que podem chegar a 35-
50%, dependendo das condi¢des climaticas (ZAMBOLIM et al.,, 1999; Van
der VOSSEN, 2001; SILVA et al., 2006). A forma de controle ideal dessa
doenca é a obtencéo de variedades resistentes, por ser método mais barato
e causar menor impacto ao meio ambiente.

Uma das principais fontes de resisténcia utilizadas nos programas de
melhoramento de C. arabica visando a obtencao de variedades resistentes a
H. vastatrix tem sido o Hibrido de Timor (HT). Esse hibrido foi encontrado
pela primeira vez em 1912 na llha de Timor, em plantacdes de C. arabica cv.
Typica (BETTENCOURT, 1973). O HT é resultante do cruzamento natural
entre C. arabica e C. canephora. Por ser tetrapldide, cruza-se facilmente
com as cultivares de C. arabica, favorecendo, assim, a transferéncia de sua
resisténcia (CARVALHO et al.,, 1989). A partir de 1960, varias progénies
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resultantes do Hibrido de Timor foram distribuidas para diversos paises
cafeicultores. Com o intuito de desenvolver variedades resistentes, o
Departamento de Fitopatologia da Universidade Federal de Vigosa (UFV),
juntamente com o Programa Integrado de Pesquisa Agropecudria do Estado
de Minas Gerais (PIPAEMG), implantou em 1972 um valioso banco de
germoplasma, unico no mundo, com diversos acessos resultantes do Hibrido
de Timor (PEREIRA, 1995; CAIXETA et al., 2003). Esse banco tem sido
mantido pela Universidade Federal de Vicosa (UFV) e pela Empresa de
Pesquisa Agropecuéria de Minas Gerais (EPAMIG) antiga PIPAEMG.

Nos diversos acessos de Hibrido de Timor existentes e disponiveis
nos bancos de germoplasma, ja foram identificados cinco genes, cujas
formas alélicas dominantes que conferem resisténcia a H. vastatrix sao (Sy
5, 6, 7, 8, 9) (BETTENCOURT et al., 1992). No entanto, poucos acessos
desse hibrido foram estudados. O conhecimento e caracterizacdo da
resisténcia dos acessos de Hibrido de Timor sdo de grande utilidade para a
introgressao e eficiente utilizacdo dos genes de resisténcia nos programas
de melhoramento. Outra estratégia que pode auxiliar no melhoramento é a
identificacdo de marcadores moleculares associados aos genes de
resisténcia. Uma vez detectados, esses marcadores podem ser utilizados
para selecdo precoce de gendtipos resistentes, reduzindo o tempo
necessario para o desenvolvimento de grandes populagdes, e para estimar
parametros usados na selecdo indireta (CAIXETA et al., 2009), além de
servirem de fontes para clonagem de genes de resisténcia.

Com o intuito de dar suporte aos programas de melhoramento do
cafeeiro, neste trabalho objetivou-se estudar a heranca da resisténcia do
Hibrido de Timor UFV 443-03, bem como identificar marcadores moleculares

ligados aos genes caracterizados.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Ferrugem do cafeeiro

A principal doenca do cafeeiro é a ferrugem, causada pelo fungo
biotréfico Hemileia vastatrix Berk. et Br. A doenca foi constatada pela
primeira vez no Brasil em 1970, no Estado da Bahia, e disseminou-se
rapidamente por todas as regides cafeeira do Pais e, em seguida, pelos
paises produtores de café das Américas do Sul, Central e do Norte
(CHAVES et al.,, 1970; CARDOSO, 1986; CARVALHO, 1988).

O fungo ataca principalmente as folhas e raramente os frutos,
podendo causar a queda precoce de folhas e a seca de ramos, que reduz a
producéo e vida util da lavoura (ZAMBOLIM et al., 1997). Os anos de alta
producdo apresentam os maiores indices da doenca, e as perdas podem
chegar a 35-50%, dependendo das condigbes climéaticas (ZAMBOLIM et al.,
1999; Van der VOSSEN, 2001; SILVA et al., 2006).

Os sintomas e sinais da doenca sao observados na face inferior das
folhas, iniciando-se com manchas pequenas, de 1 a 3 mm de didmetro, e
coloragdo amarelo-palida, que pode atingir 2 a 3 cm. Essa coloracdo pode
evoluir para amarelo-alaranjado com aspecto pulverulento devido a
producédo de ureddsporos. A ferrugem pode ocasionar queda prematura de
folhas, prejudicando o desenvolvimento das plantas jovens e
comprometendo a producao das adultas (MATIELLO et al., 2002; FAZUOLI
et al., 2007).

O controle da ferrugem pode ser realizado por medidas quimicas e
genéticas. O controle quimico com uso de fungicidas, além de aumentar os

custos de producao, causa impactos ambientais (ZAMBOLIM et al., 1999;



MATIELLO et al.,, 2002; MOREIRA et al., 2002; ZAMBOLIM et al., 2002;
ZAMBOLIM et al., 2005). Assim, a melhor op¢ao de controle da doenca é o
desenvolvimento de cultivares resistentes, devido ao seu baixo custo, a sua
eficiéncia, a facilidade de sua implantagcdo e aos menores danos ao meio
ambiente (BETTENCOURT; Carvalho, 1968; ZAMBOLIM et al, 2003;
WALLER et al., 2007). No entanto, o desenvolvimento de cultivares de
cafeeiros com resisténcia duravel representa um desafio, devido ao
surgimento e alternéncia de racas do patégeno, assim como a ocorréncia de
ragcas complexas que ilustram o potencial evolutivo da populagdo de H.
vastatrix (CABRAL et al., 2009; MAIA, 2009; VARZEA; MARQUES, 2005).

2.2. Genética e melhoramento do cafeeiro

Coffea arabica é uma espécie tetraploide, com 90% de
autofecundacdo, enquanto as demais espécies sao diploides,
autoincompativeis e de fecundacao cruzada. Ha duas excec¢des, que séo as
espécies diploides, C. heterocalyx e C. sp. moloundou, que sao espécies
autocompativeis (FAZUOLI, 2006). Coffea arabica apresenta limitada
variabilidade genética decorrente dos fatores evolutivos da espécie, quais
sejam: pequeno numero de acessos introduzidos no Brasil e tipo de
reproducdo autdbgama, fatores que favorecem a manutencdo da
uniformidade genética (MALUF et al.,, 2001). J& as espécies diploides
possuem limitacdes relacionadas aos cruzamentos controlados (PAILLARD
et al., 1996).

O melhoramento do cafeeiro é realizado por varios ciclos de
autofecundacdo e, ou, retrocruzamento, dependendo da espécie, o que
torna o processo bastante demorado. A manipulacdo assistida por
marcadores moleculares visa tornar mais eficiente a transferéncia de fatores
genéticos (CAIXETA et al., 2009), diminuindo o tempo necessario para a
obtencéao de linhagens melhoradas.

Marcadores moleculares ligados a genes de resisténcia a doencas
facilitam a introgressdao desses genes em cultivares comerciais (ALZATE-
MARIN et al., 2001), sendo ferramentas Uteis para detectar variacbes no
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genoma e, assim, aumentar o poder da analise genética das plantas
(CAIXETA et al., 2009). Os marcadores moleculares passaram a representar
complementos importantes para os programas de melhoramento, por
facilitarem a localizagdo e mapeamento de QTLs e a clonagem de genes

com base em mapas genéticos.

2.2.1. Melhoramento para resisténcia a Hemileia vastatrix

O conhecimento das racas fisiologicas e de H. vastatrix € fundamental
para o melhoramento de plantas visando a resisténcia a doencas. Até o
momento, foram identificadas 45 ragas fisioldgicas de H. vastatrix (VARZEA;
MARQUES, 2005), sendo a raga Il a de maior distribuicAo nos paises
cafeicultores, seguida pela raca | (VARZEA; MARQUES, 2005).

No Brasil j& foram identificadas 15 racas de H. vastatrix (1, Il, lll, VII, X,
X, XV, XVI, XVII, XXI, XXII, XX, XXIV, XXV ou XXXI e XXXVII)
(ZAMBOLIM et al., 2005; CABRAL et al., 2009;). A raca XXXVII, com amplo
espectro de viruléncia (v2567.9), foi identificada recentemente por Cabral et
al. (2009).

Em cafeeiro, nove genes (Sy1, Sp2, Su3, Sv4, Sub5, SH6, Su7, Su8 e
S9) foram identificados conferindo resisténcia a diversas racas de H.
vastatrix. Esses genes sao dominantes/recessivos, aparentemente
independentes (MAYNE, 1936; NORONHA-WAGNER; BETTENCOURT,
1967; BETTENCOURT; NORONHA-WAGNER, 1971; BETTENCOURT et
al., 1980; BETTENCOURT; RODRIGUES, 1988).

Em C. arabica, quatro genes dominantes Su1, Sy 2, Sy 4 e Sy 5,
simples ou associados, conferem resisténcia a algumas racas fisioldgicas de
H. vastatrix (NORONHA-WAGNER,; BETTENCOURT, 1967;
BETTENCOURT; NORONHA-WAGNER, 1971), enquanto em C. canephora
estao presentes os genes Sy 6, Sy 7, Sy 8 e Sy 9 (BETTENCOURT et al.,
1980). Além desses genes, admite-se haver outros ainda nao identificados.

Com o intuito de obter variedades resistentes a H. vastatrix, varios
programas de melhoramento tém sido desenvolvidos nos principais paises
cafeicultores (CARVALHO; FAZUOLI, 1993). No Brasil, destacam-se os
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trabalhos do Instituto Agronémico de Campinas (IAC), do Instituto
Agronbmico do Parana e os desenvolvidos pelo Departamento de
Fitopatologia da UFV juntamente com a EPAMIG (Empresa de Pesquisa
Agropecuaria de Minas Gerais) (Pereira, 1995).

No pais, um dos enfoques tem sido dado ao estudo de populacdes
derivadas de Hibrido de Timor, considerado como principal fonte de
resisténcia a pragas e doencas, principalmente a ferrugem do cafeeiro
(BETTENCOURT; LOPES, 1976; BETTENCOURT, 1981; PEREIRA, 1995).
Esse hibrido foi encontrado pela primeira vez em 1912 na llha de Timor, em
plantacées de C. arabica cv. Typica (BETTENCOURT, 1973). O Hibrido de
Timor é resultante do cruzamento natural entre C. arabica e C. canephora.
Esse hibrido possui fenotipo de C. arabica, é tetraploide, autofértil (RIJO,
1974; CARVALHO et al., 1989) e se cruza facilmente com as cultivares de C.
arabica, favorecendo, assim, a transferéncia de sua resisténcia (CARVALHO
et al., 1989).

Acessos derivados de Hibrido de Timor possuem cinco genes
dominantes, Sy5, Sy 6, Sy 7, Sy 8 € Sy 9, que condicionam, sozinhos ou
associados, os espectros de resisténcia (BETTENCOURT et al., 1980;
BETTENCOURT et al., 1992). Os genes Sy6 a Sy9 sao provenientes de C.
canephora, enquanto o S5, de C. arabica. Os genes dessas plantas podem
ser suplantados, total ou parcialmente, pelas racas de H. vastatrix com
diferentes combinacdées de genes de viruléncia v5, v6, v7, v8 e V9
(BETTENCOURT; RODRIGUES, 1988).

2.3. Heranca da resisténcia

Determinar o nimero de genes relacionados a resisténcia, assim
como caracterizar sua heranca, é essencial para o0s programas de
melhoramento voltados para resisténcia a doencas.

Estudos de heranga de resisténcia do cafeeiro a ferrugem tém
mostrado que a resisténcia é governada por um Ou Poucos genes com
formas alélicas dominantes e, ou, recessivos, determinando o padrao de
resisténcia. Kukhang et al. (1993), trabalhando com uma populacdo F»

6



resultante do cruzamento entre S.1934 (portadora do gene Sy3) e ABS,
observaram a segregacao mendeliana classica 3:1, indicando que a heranca
da resisténcia a raca |l de H. vastatrix era governada por um unico gene
dominante (Sp3). Em outro trabalho, foram avaliadas populagbes F2
resultantes de sete combinacdes de hibridacdes dos Hibridos de Timor (UFV
445-46, UFV 442-105, UFV 377-1, UFV 334-19, UFV 446-8 e UFV 443-03)
com as cultivares Catuai e Mundo Novo (H 419, H 430, H 447, H 464, H 469,
H 484 e H 421), inoculadas com as ragas Il e XXV de H. vastatrix (PEREIRA,
1995). A segregacdo encontrada foi de 63:1 (irés genes dominantes e
independentes) em todas as populacbes, com excecdo da H 421; nesta
populacado, observou-se um padrao de segregacdo para um Unico gene
dominante (3:1).

Diante da complexidade de resisténcia das populagdes derivadas do
Hibrido de Timor a H. vastatrix, outros trabalhos surgiram, com o objetivo de
caracterizar a heranga da resisténcia em novas populagoes.

A heranga da resisténcia do Hibrido de Timor UFV 427-15 a raga Il de
H. vastatrix, caracterizada como monogénica (CAIXETA et al., 2003), foi
confirmada nas populagées F, RCr e RCs, resultantes do cruzamento entre
‘Catuai Amarelo’ UFV 2143-236 (IAC 30) e Hibrido de Timor UFV 427-15
(BRITO et al., 2010). Dois genes dominantes e um recessivo governando o
padrao de resisténcia a Hemileia vastatrix foram verificados por Oliveira et
al. (2004) em populagéo F; resultante do cruzamento entre Hibrido de Timor
UFV 440-10 e Catuai Amarelo UFV 2154-344 inoculada com a raca Il desse
patégeno.

Entretanto, resultados obtidos com uma populagdo F, oriunda do
cruzamento entre o Hibrido de Timor UFV 443-03 e a cv. Catuai Amarelo
UFV 2148-57 inoculada com a raca Il e o patétipo 001 de H. vastatrix
revelaram um padrdo de segregacao esperado para dois genes dominantes
e independentes; esse padrao de heranga foi confirmado em populagdes Fo,
RCr e RCs (CAPUCHO et al., 2009).



2.4. Mapeamento genético

O desenvolvimento de mapas genéticos € considerado uma das
aplicagbes de maior impacto da tecnologia de marcadores moleculares,
potencialmente, no melhoramento de plantas. A localizacdo e mapeamento
de QTLs e a clonagem de genes com base em mapas genéticos passaram a
representar complementos importantes para os programas de melhoramento
(LEE, 1995).

A construcado de um mapa de ligacdo envolve basicamente a
aplicagdo das técnicas de biologia molecular aos conceitos originais de
heranca genética demonstrados por Mendel. Dois requisitos basicos sao
necessarios para a construcdo do mapa: a reproducao sexuada com
producdo de descendéncia e uma fonte de marcadores moleculares com
comportamento mendeliano. As etapas envolvidas incluem desenvolvimento
de populagbes segregantes adequadas, analises moleculares e a utilizagao
de diversas técnicas de analise estatistica e computacional para a estimacao
de ligacao e distancia entre os marcadores (FERREIRA; GRATAPAGLIA,
1998).

Os primeiros mapas genéticos foram baseados em marcadores
morfoldgicos e citologicos. No inicio da década de 1960, foram descobertos
os marcadores bioquimicos (isoenzimas), cuja limitagdo, relacionada ao
baixo niumero de locos detectados, ndo permitia boa cobertura do genoma.
Com o aparecimento dos marcadores de DNA, a partir da década de 1980
0s mapas genéticos de algumas espécies foram amplamente saturados
(CARNEIRO; VIEIRA, 2002).

Atualmente, com a disponibilidade de marcadores moleculares
altamente polimérficos, cuja heranca ndo sofre influéncia ambiental, aliada
aos meétodos estatisticos complexos, tem sido possivel a construgdo de
mapas de ligagdo para a maioria das espécies vegetais de interesse
agronémico (GALE et al., 1990).

A construcao de um mapa genético de qualidade requer a selecao
apropriada da populagdo, de forma que os genitores sejam contrastantes
para a caracteristica de interesse. Além disso, deve-se levar em conta a
distancia genética entre os individuos que separam as linhagens a serem
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examinadas, uma vez que, quanto mais prdéximas as espécies, menor o
polimorfismo entre elas. Assim, a escolha de linhagens sem ancestral
comum, ou mesmo 0 uso de cruzamentos interespecificos para espécies de
autofecundacéo, tem sido utilizada para permitir ou otimizar o processo de
andlise de marcadores (BONIERBALE et al., 1988; TANKSLEY et al., 1988).
No entanto, para os marcadores moleculares altamente polimorficos,
baseados em sitios de microssatélites, ndo ha a necessidade de
cruzamentos distantes para maximizar o polimorfismo, o que torna qualquer
cruzamento potencialmente informativo no mapeamento genético
(FERREIRA; GRATTAPAGLIA, 1998).

Outro requisito é a determinacao do tipo de populacao a ser utilizado
na analise e mapeamento de QTLs, como F,, Retrocruzamento, RILs
(Recombinant Inbred Lines), entre outros (FERREIRA et al., 1994; NAGATA
et al., 2002; ZHUANG et al., 2002), sendo necessario que os locos estejam
em desequilibrio de ligacdo (TANKSLEY, 1993). Esse desequilibrio de
ligacédo entre os locos segregantes € atribuido a ligacao fisica entre os locos
e originado do desequilibrio gamético de ligacao, decorrente, por sua vez, da
reducado na frequéncia de recombinacdo entre genes situados em regides
préximas ao longo de determinado cromossomo (COELHO, 2000). A
informacdo genética é maximizada com a utilizagdo de populacdes
segregantes do tipo F,, obtidas pela autofecundacao de individuos Fy. Os
individuos F, apresentam o dobro de informagao genética esperada em
individuos provenientes de retrocruzamento. As populagdes com sucessivas
autofecundacdes, como as RILs, possuem menor desequilibrio de ligacao
em relacdo ao encontrado nas geragdes F», devido a maior probabilidade de
recombinacao meidtica (BURR; BURR, 1991; TANKSLEY et al., 1993).

A genotipagem dos individuos que compdem a populagcao segregante
também € mais um requisito basico, devendo ser considerados o tipo de
marcador genético, o numero de locos que podem ser detectados pelo
marcador, o grau de polimorfismo entre acessos e dentro deles e as
caracteristicas de dominancia (MALIEPAARD et al.,, 1997; JOSHI et al.,
1999).

O grau de cobertura do genoma e a densidade do mapa a ser
construido sdo funcbes diretas do numero de marcadores, do tamanho
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populacional e do nimero de recombinantes. E importante considerar
também o contetdo informativo dos marcadores de natureza codominante
em relacdo aos marcadores dominantes, além de aspectos como custo,
tempo necessdario para a realizagdo das avaliacbes e dificuldades na
execucao de cada técnica.

Outro ponto importante € a analise estatistica da cossegregagcao do
marcador. O esperado é que se obtenha um padrao mendeliano com relacao
a populacao e tipo de marcador. No entanto, a ocorréncia de distorcdo da
segregacao mendeliana pode comprometer as premissas assumidas na
andlise estatistica, afetando o célculo da distancia e a ordem dos
marcadores nos grupos de ligacdao (BENTOLILA et al., 1992; FERREIRA,
1993; FERREIRA et al., 1994). As segregacdes esperadas quando se utiliza
marcador codominante para populagcdo Fz, retrocruzamento e RlLs sédo de
1:2:1, 1:1 e 1:1, respectivamente, enquanto para marcador dominante as
proporcoes sao de 3:1, 1:1 e 1:1, respectivamente.

Complicacdes advindas da poliploidia podem dificultar o mapeamento
genético de espécies, devido ao grande numero de grupos de ligacao e a
deteccao de locos multiplos por um Unico marcador, entre outros fatores
(O'DONOUGHUE et al., 1995).

2.5. Mapeamento de QTLs (Quantitative Trait Loci)

Uma das aplicagbes de maior importancia dos mapas genéticos é a
localizagdo de genes que controlam caracteristicas de importancia
econ6mica, como producdo de graos, altura da planta, teor de proteina e
resisténcia a doencas, entre outras, e que resultam da acdo cumulativa de
um conjunto de genes. Essas caracteristicas sdo denominadas poligénicas,
quantitativas ou de herangca complexa, e os locos que as controlam sao
chamados de QTLs, ou seja, locos controladores de caracteristicas
quantitativas (TANKSLEY, 1993). Muitos locos estao envolvidos no controle
genético da variagdo quantitativa de uma caracteristica, denominados
poligenes, cuja composi¢cdo ainda ndo € bem conhecida. Sdo “genes

menores”, de pequeno efeito sobre determinada caracteristica, ao contrario
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dos oligogenes, definidos como “genes maiores”, que exercem grande efeito
sobre a caracteristica (CRUZ; SCHUSTER, 2008), embora a distingcao entre
poligenes e oligogenes nao seja tao simples (GELDERMANN, 1975).

O mapeamento de QTLs possibilita mensurar o numero de locos
quantitativos envolvidos na heranca complexa, bem como sua localizacao
cromossdmica (FERREIRA; GRATTAPAGLIA, 1996).

As grandes regides englobadas pelo QTL, a baixa densidade de
marcadores € 0 pequeno numero de genitores recombinantes utilizados
dificultam a identificagdo dos genes responsaveis pelo QTL (HANSEN et al.,
2008). Uma vez detectados os genes, a selecao dos individuos pode ser
feita com base na genotipagem do marcador, sem a necessidade de avaliar
o fendtipo da caracteristica, por meio da selecdo assistida por marcadores
(SAM) (SOUZA et al., 2001).

O conhecimento do numero e efeitos dos QTLs pode propiciar aos
melhoristas o0 controle genético das caracteristicas ndo estudadas,
permitindo a elaboracdo de estratégias de selecdo mais eficientes
(SCHUSTER; CRUZ, 2004). No entanto, a capacidade de deteccdo dos
QTLs depende de uma série de fatores, como: magnitude do seu efeito
sobre a caracteristica, tamanho da populacdo segregante avaliada,
frequéncia de recombinacdo entre o marcador e o QTL, numero de
marcadores utilizados no mapeamento e herdabilidade da caracteristica em
estudo. Quanto maior o efeito do QTL, o tamanho da populagédo e a
herdabilidade da caracteristica e quanto mais préximo o marcador estiver do
QTL, mais facil sera sua deteccdo (FERREIRA; GRATAPAGLIA, 1998;
LANZA et al., 2000).

O mapeamento de QTLs baseia-se em testes de associagdo entre
marcadores moleculares e dados fenotipicos, por meio de varios métodos
estatisticos. Para isso, deve-se envolver a fenotipagem e genotipagem para
permitir boa precisdo na identificagdo do QTL, uma vez que fatores
genéticos e ambientais afetam a expressao final do feno6tipo (FERREIRA;
GRATTAPAGLIA, 1996).

Entre os testes utilizados para a detecgdo de QTLs estdo os modelos
lineares ou 0 mapeamento por marca simples (regressao linear, analise de
variancia e razao de verossimilhanca), com os quais se analisam, de forma
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separada, as diferencas entre os valores fenotipicos médios de cada
marcador. Esses métodos tém como vantagem economia de tempo e de
recursos na analise dos marcadores. No entanto, ha grande dificuldade em
detectar um QTL quando a distancia entre ele e o marcador € grande.
Embora essa andlise seja eficiente para a deteccéo de ligagdo entre o loco
marcador e o QTL, ela é pouco eficiente na determinacao de efeitos
individuais dos QTLs (TANKSLEY, 1993; LIU, 1998; CRUZ; SCHUSTER,
2008). A alternativa para aumentar o poder de deteccado das associacdes e
estimar a posicdo e efeito dos QTLs foi proposta por Lander e Botstein
(1989), por meio do mapeamento por intervalo. Para a utilizacdo desse
método, é preciso dispor, antes da analise, de associagdo com o QTL e do
mapa de ligagdo dos marcadores. O mapeamento por intervalo tem como
vantagem a possibilidade de verificacdo da presenca de QTL em varias
posicbes dentro de um intervalo flanqueado por dois marcadores
moleculares, utilizando-se a metodologia de analise de regressdo e maxima
verossimilhancga, para estimar a frequéncia de recombinantes e a magnitude
do efeito do QTL no intervalo entre dois marcadores ligados (LYNCH,;
WALSH, 1998). No entanto, uma desvantagem desse método é que 0s
QTLs fora do intervalo sao ignorados (BEARZOT]I, 2000).

Outro método é a deteccao de QTLs por meio do intervalo composto,
que considera os QTLs fora do intervalo em questdo por um modelo de
regressao linear multipla. A vantagem € maior resolugdo no mapeamento,
permitindo o uso de dados obtidos em varios ambientes, para se avaliarem
os efeitos de QTLs x ambientes (ZENG, 1994).

2.6. Marcadores moleculares

O desenvolvimento de marcadores moleculares impulsionou a
pesquisa genética, propiciando a deteccao de polimorfismos de DNA com
comportamento mendeliano, passivel de ser utilizado em diferentes areas da
genética e do melhoramento de plantas (FERREIRA; GRATTAPAGLIA,
1998). O surgimento da técnica de PCR (Polymerase Chain Reaction) tornou

possivel aliar o poder de informacao gerada por marcadores moleculares a
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rapidez do processo de genotipagem (MULLIS; FALOONA, 1987).

Ha, atualmente, grande variedade de marcadores moleculares
disponiveis, entre eles os microssatélites e os AFLPs (BRUNELLI et al.,
2002).

2.6.1 Marcadores microssatélites (SSR)

Os genomas eucariotos sdo densamente povoados por sequéncias
simples repetidas, que consistem de um a seis nucleotideos repetidos em
tandem, altamente polimérficos. Essas sequéncias, denominadas
microssatélites ou SSR (Simple Sequence Repeats), estdo distribuidas
aleatoriamente ao longo do genoma. As sequéncias que flanqueiam essas
regidbes sdo conservadas dentro da mesma espécie, permitindo que se
construam primers que amplifiquem via PCR o mesmo loco em todos os
individuos da espécie (CAIXETA et al., 2009).

A amplificacdo do DNA é feita por PCR, utilizando-se primers
especificos (20 a 30 bases) nas regides que flanqueiam o SSR. Os
marcadores microssatélites sao altamente informativos, permitindo detectar
o polimorfismo molecular com grande eficacia. Cada segmento amplificado
de tamanho diferente representa um alelo diferente do mesmo loco
(FERREIRA; GRATTAPAGLIA, 1998). Os SSR S&o marcadores
codominantes e multialélicos, o que facilita a sua obtengdo mesmo com
pouca quantidade de DNA (FERREIRA; GRATTAPAGLIA, 1996; McCOUCH
et al.,, 1997). Em funcdo da sua natureza altamente informativa, combinada
com a especificidade e rapidez da tecnologia da PCR, esses marcadores
tém sido amplamente utilizados em estudos de mapeamento genético
(BRUNELLI et al., 2002).

A construcao e saturacdo de mapas de ligagdo com marcadores
codominantes permitem a distingdo entre gendtipos homozigotos e
heterozigotos. Esses marcadores podem ser usados como ancoras para
combinar mapas de ligacado obtidos em diferentes locais ou com diferentes
populacdes, gerando assim um mapa genético que melhor represente a
estrutura e organizacdo dos diferentes grupos de ligacao (KIJAS et al., 1997).

13



2.6.2. Marcadores AFLP

Os marcadores AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism)
aliam a especificidade dos sitios de restricdo do RFLP as facilidades de
amplificagdo da PCR, apresentando-se como ferramenta util na
caracterizacao de genomas e no mapeamento genético (VOS et al., 1995).
Em espécies com bastante variabilidade, pode-se obter grande numero de
marcadores com apenas uma combinac¢ao de primers.

A técnica de AFLP envolve as seguintes etapas: digestdo do DNA
gendmico com enzimas de restricdo, sendo uma de corte raro (sitio de
restricdo 6 pb) e outra de corte frequente (sitio de restricdo com 4 pb);
ligacdo a adaptadores especificos com sequéncias conhecidas; amplificacdo
seletiva por PCR com oligonucleotideos especificos (sequéncia
complementar a do adaptador, seguida de sequéncia especifica do sitio de
restricdo da enzima e de uma extensdo de nucleotideos seletivos na
extremidade 3’); e separagdo dos fragmentos em géis de poliacrilamida
desnaturante. As enzimas de restricdo comumente utilizadas sdo EcoRl e
MSel, capazes de clivar o DNA gendmico da planta, originando numero
extremamente elevado de fragmentos. Em razdo da baixa concentracéo,
esses fragmentos ndo podem ser detectados diretamente por eletroforese,
sendo necessaria a etapa de PCR para amplificagdo (CAIXETA et al., 2009).

Entre as vantagens do AFLP estdo a detecgdo de maior nimero de
locos e ampla cobertura do genoma (LOPES et al., 2002), revelando grande
variabilidade genética, sem a necessidade de informacdo prévia de
sequéncia. Além disso, apresenta maior reprodutibilidade, robustez e poder
discriminatério, quando comparado ao RAPD e RFLP (VANEECHOUTTE,
1996). As desvantagens incluem o alto custo e a necessidade de DNA de
elevada pureza, além de vérias etapas envolvidas na obtencdo dos
resultados.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Local de experimentacao e material genético

Os experimentos foram realizados em casa de vegetacdo e no
Laboratério de Biotecnologia do Cafeeiro (Biocafé), localizado no Instituto de
Biotecnologia Aplicada a Agropecuaria (Bioagro), da Universidade Federal
de Vicosa (UFV).

Para o estudo da heranca da resisténcia do cafeeiro a H. vastatrix foram
utilizadas populacdes derivadas do cruzamento entre o Hibrido de Timor UFV
443-03 (progenitor resistente) e Catuai Amarelo IAC 64 (UFV 2148-57)
(progenitor suscetivel), obtidas por Pereira (1995). Para se obter a populagéo F»,
a planta F1, denominada H-511-1, foi autofecundada em condicdes controladas.
Além disso, foi feito o retrocruzamento com o Hibrido de Timor UFV 443-03 e
com o Catuai Amarelo UFV 2148-57, para obtencdo dos retrocruzamentos
resistente (RCr) e suscetivel (RCs), respectivamente.

Para a construcdo do mapa genético e identificacdo de marcadores
moleculares ligados aos genes/QTLs envolvidos na resisténcia, utilizaram-se
apenas informagdes da populacao Fo.

As plantas de todas as populacbes foram mantidas em viveiro e,
posteriormente, transplantadas em campo. Todos os tratos -culturais

recomendados, com excecao do controle da ferrugem, foram realizados.
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3.2. Heranca da resisténcia do cafeeiro Hibrido de Timor UFV 443-03 a
raca | de Hemileia vastatrix

3.2.1. Analise fenotipica dos cafeeiros

Os ureddésporos da raca |, armazenados na micoteca do
BioCafé/BIOAGRO/UFV, foram multiplicados de acordo com a metodologia
descrita por Capucho et al. (2009).

Um total de 448 plantas, sendo 247 correspondentes a populacao F»,
114 RCs e 87 RCr, bem como os progenitores e a planta F¢, foram
inoculadas com a raga | de H. vastatrix, usando-se a estratégia de discos
foliares descrita por Eskes (1982).

A inoculacédo foi realizada utilizando-se 20 pL de suspensdo de
esporos com viabilidade acima de 30%, na concentracdo de 2,0 mg mL™.
Foram realizadas trés repeticoes das plantas, que corresponderam a
inoculacbes em épocas diferentes, das populacbes F. e RCs; e duas
repeticdbes da RCr. Em cada planta das diferentes populacées e em cada
repeticdo, foram usados 16 discos de folhas, de 1,5 cm de diametro, que
constituiram as unidades amostrais; e quatro discos de cada planta nao
foram inoculados, servindo como controle. Ap6s a inoculacdo, os discos
foram colocados sobre uma tela de néilon e espuma saturada com agua no
interior de um gerbox (caixa plastica de 11x11x3 cm) desinfetado, seguindo-
se a metodologia descrita por Capucho et al. (2009).

A avaliacao de resisténcia/suscetibilidade foi iniciada no momento em
que o progenitor suscetivel Catuai Amarelo UFV 2148-57 iniciou a
esporulacdo, em torno dos 25 dias ap6s a inoculagao (dpi). A avaliagéo
seguiu a escala de Tamayo et al. (1995), que se baseia na auséncia ou
presenca de uredosporos. De acordo com essa escala, sdo consideradas a
resisténcia, notas 1 a 3; a auséncia de sintomas, nota 1; as lesdes cloréticas
pequenas, nota 2; e as lesdes cloréticas grandes sem esporulacao, nota 3. A
suscetibilidade (notas 4 a 6) é atribuida a lesdes cloréticas grandes com
poucos ureddsporos, ocupando menos de 25% da area da lesao (nota 4),
lesbes com esporulagdo ocupando de 25 a 50% da area (nota 5) e lesdes
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com esporulacao ocupando mais de 50% da area com ureddsporos (nota 6).
No estudo de heranca, as plantas que obtiveram notas de 1 a 3 (auséncia de
esporulacdo) foram consideradas resistentes e de 4 a 6 (presenca de

esporulacéo), suscetiveis.

3.2.2. Analise estatistica

A fim de verificar a segregacdo fenotipica para resisténcia/
suscetibilidade das plantas da populacdo F» e RCs, foi utilizado o teste qui-
quadrado (x?), com o auxilio do programa Genes (CRUZ, 2008a). Para a
populacao F, foram testadas as proporcoes fenotipicas esperadas para um
gene (3:1 e 1:3), dois genes (15:1, 13:3, 7:9, 9:7, 3:13 e 1:15) e trés genes
(63:1, 61:3, 55:9, 37:27, 27:37, 9:55, 3:61, 1:63, 57:7, 51:13, 49:15, 43:21,
25:39 e 19:45), significativos a 5% de probabilidade, conforme Tabela 1. Nas
populacdes de retrocruzamento foram testadas as proporcdes de 1:1, 3:1 e

7:1, para um, dois e trés genes, respectivamente.

3.3. Marcadores moleculares

3.3.1. Extracao do DNA

A extracao de DNA dos progenitores (Hibrido de Timor UFV 443-03 e
Catuai Amarelo UFV 2148-57), da planta F1 H 511-1 e das 247 plantas da
populacdo F, foi realizada por Capucho (2008), utilizando a metodologia
descrita por Diniz et al. (2005).

A concentracdo do DNA foi verificada em espectrofotbmetro (Smart
Spec™ 3000- BioRad) e sua qualidade verificada em gel de agarose 1%,
corado com brometo de etidio (10 mg/mL) e fotodocumentado em Eagle-eye
I ™ (Stratagene). As amostras de DNA foram diluidas para uma

concentragao final de 25 ng/uL.
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Tabela 1 - Proporcdes fenotipicas esperadas para um, dois e trés genes
envolvidos na caracteristica em uma populacéo F»

N°de genes Proporcéao
Um gene dominante 3:1
Um gene recessivo 1:3
Dois genes dominantes 15:1
Um gene dominante e outro recessivo 13:3
Dois genes recessivos 7:9
Dois genes dominantes complementares 9:7
Um gene dominante e outro recessivo complementares 3:13
Dois genes recessivos complementares 1:15
Trés genes dominantes 63:1
Dois genes dominantes e um recessivo 61:3
Um gene dominante e dois recessivos 55:9
Trés genes recessivos 37:27
Trés genes dominantes complementares 27:37
Dois genes dominantes e um recessivo complementares 9:55
Um gene dominante e dois recessivos complementares 3:61
Trés genes recessivos complementares 1:63
Um gene dominante independente e dois dominantes 577
complementares '
Um gene dominante independente e um dominante e outro 5113
recessivo complementares
Um gene dominante independente e dois recessivos 49:15
complementares
Um gene recessivo independente e dois dominantes 43:21
complementares
Um gene recessivo independente e um dominante e outro 5539
recessivo complementares
Um gene recessivo independente e dois recessivos 19:45

complementares

3.3.2. Marcadores SSR

Em trabalho preliminar no laboratério, 150 primers SSR foram
testados nos dois progenitores da populagdo F.. Dos marcadores
polimoérficos, 10 foram, neste trabalho, analisados em todos os individuos da
populacao F».

A reacao de PCR foi realizada com 50 ng de DNA, 1 U de Tag DNA
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polimerase, tampao 1X da enzima, 1 mM de MgCl,, 150 uM de cada dNTP e
0,1 uM de cada primer, completando o volume para 20 uL com agua milli-Q
estéril. A amplificacao foi realizada com o auxilio dos termocicladores PTC-
200 (MJ Research) e Veriti (Applied Biosystems). Apds desnaturacéao inicial
a 94 °C por 2 min, foram realizados 10 ciclos de fouchdown PCR, a 94 °C
por 30 seg, temperatura de anelamento decrescendo 1 °C a cada ciclo (de
66 °C até 57 °C), durante 30 seg, e extensado a 72 °C por 30 seg, seguidos
por mais 30 ciclos de desnaturagdo a 94 °C, anelamento a 57 °C e extensao
a 72 °C, com 30 seg cada etapa. A extensao final foi realizada a 72 °C, por 8
min.

A deteccao do polimorfismo dos marcadores SSR foi realizada em gel
de poliacrilamida desnaturante 6%, corado com nitrato de prata, conforme
protocolo descrito por Brito et al. (2010).

3.3.3. Marcadores AFLP

A técnica de AFLP foi realizada conforme descrito por Brito et al.
(2010), com algumas modificagdes. Os DNAs dos genitores (Hibrido de
Timor UFV 443-03 e Catuai Amarelo UFV 2148-57) e dos individuos F»
resultantes desse cruzamento foram digeridos com as enzimas de restricao
EcoRI e Msel, por 8 h, a 37 °C. Os fragmentos gerados foram ligados aos
adaptadores especificos, utilizando-se a enzima T4 DNA ligase, por 14 h, a 4
°C. O material digerido e ligado foi diluido 1:10 em TE pH 8,0 e armazenado
a -20 °C. A amplificagcdo pré-seletiva foi realizada com a utilizagdo de
primers complementares aos adaptadores, contendo um nucleotideo
adicional (N) na extremidade 3’. O produto pré-amplificado foi diluido 1:40
em TE pH 8,0 e armazenado a -20 °C. Para a reagao de amplificagéo, foram
utilizadas 17 combinag¢des de primers seletivos resultantes de EcoRl e Msel
(E-CAG/M-TGC; E-CAT/M-AGT; E-CCT/M-ATA; E-CCC/M-AGC; E-
CCC/MAGA; E-CGA/M-ACA; E-CGG/M-ACG; E-CGT/M-TCT; E-CGA/M-
TCC; E-CGC/M-ATA; E-CGT/M-ATC; E-CTG/M-AAT; E-CTG/M-TAC; E-
CTT/M-TGC; E-CTC/M-AGT; E-CTC/M-AAG; e E-CTT/MTCG). Ao produto
amplificado foram adicionados 8 uL de formamida (formamida 98%, EDTA
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pH 8,0 10 mM, xylene cyanol 1 mg/mL e bromophenol blue 1 mg/mL). O
polimorfismo dos marcadores foi observado em gel de poliacrilamida
desnaturante (6%), corado com prata.

3.4. Construcao do mapa de ligacao

O mapa foi construido com base nos dados de genotipagem da
populacdo F», com os marcadores SSR e AFLP obtidos neste trabalho, bem
como os previamente gerados por Capucho (2008). No total foram utilizadas
17 combinagdes de primers AFLP, 31 primers SSR, quatro RAPD e um
primer CARF. Este ultimo amplifica uma regido de 400 pb de um potencial
gene de resisténcia a doencgas. Esse marcador foi desenvolvido a partir de
sequéncia minerada do Projeto Brasileiro do Genoma Café e corresponde a
uma por¢do do gene de resisténcia com anotagdo “gi|24459841|
emb|CAC82597.1| disease resistance-like protein” de C. arabica
(ALVARENGA, 2007).

Os dados foram analisados com o auxilio do programa GQMOL
(CRUZ, 2008b), que permite a analise conjunta de marcadores segregando
na proporcao esperada para dominante (3:1) e codominante (1: 2: 1) numa
populacdo F.. Todos os marcadores foram codificados para serem
analisados por meio do programa GQMOL. Assim, aos marcadores
dominantes em aproximacao (bandas provenientes do progenitor resistente
— Hibrido de Timor UFV 443-03) foram atribuidos 4 para a presenca e 2 para
a auséncia da banda. Nos marcadores dominantes em repulsdo
(provenientes do progenitor suscetivel Catuai UFV 2148-57), as codificagcdes
foram 3 e 0 para a presenca e auséncia da banda, respectivamente. Os
marcadores codominantes foram codificados como 1 para o heterozigoto, 0
para bandas provenientes do progenitor resistente e 2 para bandas
provenientes do progenitor suscetivel.

A segregagao em cada marcador foi avaliada por meio do teste qui-
quadrado %2 (p = 0,05, GL 1), usando-se a correcdo de Bonferroni (nivel
critico de significaAncia que reduz a probabilidade de rejeicdo de uma
hipobtese verdadeira, ou seja, erro tipo | — rejeitar Hyo quando esta é
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verdadeira). As hipbéteses de segregacao mendeliana foram de 3:1 e 1:2:1,
para cada um dos marcadores dominantes e codominantes,
respectivamente. Os marcadores que apresentaram distorcao de
segregacao nao foram considerados na construgdo do mapa.

Os grupos de ligacao foram formados e ordenados utilizando-se LOD
score minimo de 3,0 e maxima recombinacdo de 40%. As frequéncias de
recombinacdo estimadas foram convertidas em distancia genética
(centiMorgans — cM). O LOD igual a 3 significa que a verossimilhancga
considerando o valor estimado de r € de 1.000 vezes maior do que a
verossimilhanca considerando auséncia de ligacao
(r=0,5).

3.5. Mapeamento de QTLs associados a resisténcia do cafeeiro a

ferrugem

A identificacdo de QTLs associados a resisténcia do cafeeiro a H.
vastatrix, raca |, foi realizada com o auxilio do programa GQMOL (CRUZ,
2008b). Utilizou-se o método de marca simples, por meio da analise de
variancia, regressao linear e maxima verossimilhanca. Visando aumentar o
poder de deteccédo das associagcdes e estimar o efeito e posicdo dos QTLs,
foram realizados, também, analises de mapeamento por intervalo simples
associado a andlise de regressédo e maxima verossimilhanca.

Para o mapeamento por marca simples pela ANOVA e regressao
linear, foram considerados significativos os marcadores com probabilidade
inferior a 1% pelo teste F e para maxima verossimilhanga, marcadores com
LOD superior a 2,9 e maxima frequéncia de recombinacao de 20 cM.

Para intervalo simples, foram verificados os possiveis QTLs segundo
a metodologia descrita por Lander e Botstein (1989). Para a analise de
regressao, o coeficiente de determinacdo do QTL corresponde ao pico de
maior significancia estatistica do QTL, sendo adotado um valor de LOD
score superior a 3. A posicao do possivel QTL foi declarada quando os valores
de LOD excederam os valores criticos de corte em cada grupo de ligacao.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Heranca da resisténcia do cafeeiro Hibrido de Timor UFV 443-03 a
raca | de Hemileia vastatrix

Os resultados da analise fenotipica indicaram que o Hibrido de Timor
UFV 443-03, a planta F; e as plantas do RCr foram resistentes a raca | de H.
vastarix. As plantas de cafeeiro Catuai Amarelo UFV 2148-57 foram suscetiveis
araca | de H. vastarix em todas as inoculagées. Esses resultados evidenciam a
presenca de gene(s) dominante(s) envolvido(s) na resisténcia do cafeeiro a
ferrugem. Entre as plantas avaliadas na populagcédo F», 226 foram resistentes
(93%) e 17 suscetiveis (7%). Na populacao oriunda do RCs, verificaram-se 84
plantas resistentes (73,7%) e 30 suscetiveis (26,3%).

Com base nos dados fenotipicos encontrados na populagéao F», foram
testadas 22 hipoteses de segregacao esperada para um, dois e trés genes
(Tabela 2). Considerando o nivel de significancia de 5%, duas proporcoes
foram significativas, sendo uma delas esperada para dois genes dominantes
e independentes (15:1; P = 63,09%) e a outra, para trés genes, sendo dois
dominantes e um recessivo (61:3; P = 8,87%).

Para confirmar a hipétese de segregacao na populacédo F» de dois ou
trés genes envolvidos na resisténcia do cafeeiro Hibrido de Timor UFV 443-03
araca | de H. vastatrix, utilizou-se a populagéo de retrocruzamento suscetivel, a
qual segregou na proporcao de 3:1 (P = 74,56%) (Tabela 3), segregacao
esperada para dois e trés genes. Esse resultado mostrou que a resisténcia
desse Hibrido de Timor € condicionada por dois genes dominantes
independentes ou trés genes independentes, sendo dois dominantes e um

recessivo.
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Com esses dados nao foi possivel confirmar a presenca ou auséncia
do gene recessivo na resisténcia genética do Hibrido de Timor UFV 443-03 a
raca | de H. vastatrix, sendo necessaria a andlise genbmica para tal
confirmagéo , o que é comentado mais adiante.

Heranga oligogénica também foi detectada nesse mesmo Hibrido de
Timor quando inoculado com outras racas de H. vastatrix. Capucho et al.
(2009) encontraram dois genes dominantes e independentes, conferindo a
resisténcia do Hibrido de Timor UFV 443-3 a raca Il e ao patétipo 001 de H.

vastatrix.

Tabela 2 - Hipbteses de segregacao esperadas para um, dois e trés genes
envolvidos na resisténcia do cafeeiro Hibrido de Timor UFV 443-
03 aracga | de H. vastatrix na populacéo F»

Proporcao  Proporcao

P:Z:t(; rdgaao esperada observada x2 Proba:tz;ldade
R S R S
3:1 182 61 226 17 42,01 0,00
1:3 61 182 226 17 599,35 0,00
15:1 228 15 226 17 0,23 ns 63,09
13:3 197 46 226 17 22,04 0,00
79 106 137 226 17 239,55 0,00
9:7 137 106 226 17 133,39 0,00
3:13 46 197 226 17 879,47 0,00
1:5 41 202 226 17 1019,56 0,00
63:1 239 4 226 17 46,64 0,00
61:3 232 11 226 17 2,90 ns 8,87
55:9 209 34 226 17 10,04 0,15
37:27 140 103 226 17 123,39 0,00
27:37 103 140 226 17 257,28 0,00
9:55 34 209 226 17 1253,06 0,00
3:61 11 232 226 17 4242,29 0,00
1:63 4 239 226 17 13210,32 0,00
577 216 27 226 17 3,87 4,90
51:13 194 49 226 17 26,62 0,00
49:15 186 57 226 17 36,60 0,00
43:21 163 80 226 17 73,46 0,00
25:39 95 148 226 17 297,03 0,00
19:45 72 171 226 17 466,69 0,00

R - resistente; S - suscetivel; x° - qui-quadrado; ns - nao significativo a 5% de probabilidade.
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Em outros acessos de Hibrido de Timor inoculados com outras racas,
observou-se que a resisténcia era governada por um ou trés genes
dominantes. Pereira (1995), trabalhando com sete acessos de Hibrido de
Timor com as ragas Il e XXV, verificou que em seis deles a heranca era
governada por trés genes dominantes e independentes e em apenas um por
um gene dominante. Brito et al. (2010) encontraram um gene dominante
conferindo a resisténcia ao Hibrido de Timor UFV427-15 a raca Il de H.

vastatrix.

Tabela 3 - Proporcdo esperada e observada para dois e trés genes
responsaveis pela resisténcia a H. vastatrix, nos progenitores,
Fi, populacdo F,, retrocruzamento resistente (RCr) e
retrocruzamento suscetivel (RCs)

~ Proporcao Proporcao 2 - o
Populacao essera da observada X Probabilidade %
R S R S

UFV 443-03 1 0 1 0 - -

UFV 2148-57 0 1 0 1 - -

F, 1 0 1 0 - -

RCr' 1 0 87 0 0,00 100,00

Fs 152 1 226 17 0,04 63,10

RCs? 3% 1 84 30 0,10 74,56

Fs 61° 3 226 17 2,90 8,87

a
! Retrocruzamento resistente;ID ? Retrocruzamento suscetivel; proporgao esperada para dois
genes (15:1, na geracao F2), proporgao esperada para trés genes (61:3, na geragéo F2); ab

proporcao esperada para dois e trés genes no retrocruzamento suscetivel. R - plantas
resistentes; S - Suscetiveis; e x? - qui-quadrado.

4.2. Mapeamento genético visando a localizacao dos genes associados
a resisténcia a Hemileia vastatrix

Como néo foi possivel afirmar que a resisténcia do Hibrido de Timor
UFV 443-03 a raca | de H. vastatrix é controlada por dois ou trés genes
(caracteristica oligogénica), optou-se pela estratégia de localizagdo dos
genes em mapa genético de ligagdo para confirmar o nimero (posicao) e
identificar marcadores moleculares ligados a esses genes. A mesma
populacédo F» do estudo de herancga foi utilizada na construgdo do mapa de
ligacao.
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Com as 17 combinacdes de primers AFLP utilizadas foram obtidas 74
bandas polimérficas, com média de 4,35 bandas polimoérficas/primer. Em outros
trabalhos realizados em cafeeiros também foi detectado baixo polimorfismo de
marcadores moleculares AFLP. Ky et al. (2000) analisaram 30 combinacgdes de
AFLP em diferentes espécies de café (Coffea sp.), obtendo média de 6,4
bandas polimérficas/primer. Pearl et al. (2004), utilizando 128 combina¢des de
AFLP, numa populagdo F, resultante de Catimor vs. Hibrido Mokka,
encontraram 1,34 banda polimérfica/primer. Brito et al. (2010) detectaram
apenas 1,10 banda polimoérfica/primer em uma populacao F», resultante de
Catuai vs. Hibrido de Timor. Para C. canephora, a média de bandas
polimorficas/primer AFLP encontrada foi de 16,17 (LASHERMES et al., 2001), o
que pode ser explicado por sua maior variabilidade genética em comparagcéao
com cafeeiros da espécie C. arabica estudados neste trabalho.

Baixo nivel de polimorfismo também tem sido encontrado em outros
marcadores moleculares. Teixeira-Cabral et al. (2004), trabalhando com RAPD
em uma populacdo de retrocruzamento derivada de Hibrido de Timor,
obtiveram 1,18 banda polimérfica/primer. Lashermes et al. (2001) analisaram
90 primers de RAPD em C. canephora e encontraram apenas 11
polimorfismos, resultando em uma banda polimérfica/primer. Resultado similar
foi obtido por Oliveira et al. (2007), que encontraram 1,3 banda
polimérfica/primer RAPD analisada em populagdo de retrocruzamento
resultante de Catuai Amarelo e Hibrido de Timor. Capucho (2008), trabalhando
com 286 primers SSR, obteve 7,34% de polimorfismo em uma populacdo F»
resultante do cruzamento entre Catuai Amarelo UFV 2148-57 e Hibrido de
Timor UFV 443-03.

Neste trabalho, além dos marcadores AFLP, foram usados marcadores
SSR, RAPD e um marcador primer especifico desenvolvido por Alvarenga
(2007). Os dados de genotipagem dos marcadores RAPD e 21 SSR nas
plantas da populacdo de mapeamento foram obtidos por Capucho (2008).
Outros 10 marcadores SSR foram genotipados neste trabalho. Obtiveram-se
110 marcadores polimoérficos (Tabela 4), dos quais 86 segregaram como
dominantes e 24 como codominantes. Dos 86 marcadores dominantes, sete
foram SSR, quatro de RAPD, 74 de AFLP e um primer especifico. Os 24
marcadores codominantes foram SSR.
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A segregacéo dos marcadores de acordo com a proporcao esperada
para marcador dominante (3:1) e codominante (1:2:1) foi verificada pelo
teste do qui-quadrado com o uso da correcao de Bonferroni (P< 0,05) e pode
ser visualizada na Tabela 5. Dezesseis marcadores apresentaram distorcao
na razdao de segregacdo, sendo 15 marcadores dominantes e um
codominante, correspondendo a 14,54% de distorcdo. Dos marcadores
dominantes distorcidos, 12 foram AFLP (16,21% do total de marcadores
AFLP analisados), dois SSR e um primer especifico. Dos dominantes
distorcidos, cinco (trés AFLP, um SSR e um CARF) correspondem a
marcadores em fase de aproximagdo, ou seja, alelo proveniente do
progenitor resistente Hibrido de Timor UFV 443-03, e 10 (nove AFLP e um
SSR) em fase de repulséao, isto €, alelo proveniente do progenitor suscetivel
Catuai Amarelo UFV 2148-57.
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Tabela 4 - Marcadores moleculares que apresentaram polimorfismo nos
progenitores (Hibrido de Timor UFV 443-03 e Catuai Amarelo
UFV 2148-57), os quais foram utilizados na populacéo F»

. N ° Tamanho Tipo de . N° Tamanho Tipo de
Primers marcador (pb) maFr)cador Primers marcador (pb) marcador
1a 440 AFLP 57 b 1100 AFLP
2a 400 AFLP E-CTT 58 a 1000 AFLP
3b 320 AFLP M-TGC 59 b 600 AFLP
M-AGT 5a 280 AFLP E-CCC 61 a 220 AFLP
6b 230 AFLP M-AGA 62 a 210 AFLP
7a 120 AFLP 63 a 420 AFLP
8b 60 AFLP E-CGA 64 a 210 AFLP
9b 180 AFLP M-ACA 65 a 140 AFLP
E-CAT 10a 150 AFLP 66 a 295 AFLP
M-AGC 11a 80 AFLP 67b 290 AFLP
E-CGC 12a 145 AFLP E-CGG 68 b 250 AFLP
M-ATA 13 b 142 AFLP M-ACG 69 b 190 AFLP
14a 400 AFLP 70 b 150 AFLP
M-ATA 16 a 210 AFLP 72b 260 AFLP
17Db 150 AFLP E-CTC 73 b 192 AFLP
E-CGT 18b 550 AFLP M-AAG 74a 90 AFLP
M-ATC 19a 545 AFLP EST-SSR023 75 a 207 SSR
20 a 222 AFLP EST-SSR067* 76 a 100 SSR
E-CTG 21a 670 AFLP SSR 45* 77 a 194 SSR
M-AAT 22b 380 AFLP SSR Ca 23* 78 a 259 SSR
23 a 118 AFLP OPA 14* 79 a 1300 RAPD
E-CCC 24 b 113 AFLP OPA 17* 80 a 860 RAPD
M-AGC 25a 95 AFLP EST-SSR025* 81 b 108 SSR
26 b 70 AFLP SSR 100* 82 b 157 SSR
27 a 290 AFLP OPA 1* 83 b 1450 RAPD
E-CTT 28 b 165 AFLP OPAB 9* 84 b 1150 RAPD
M-TCG 29 b 145 AFLP SSR70 85b 167-230 SSR
30b 800 AFLP CARF 005 86 a 400 Especifico
E-CAG 31b 300 AFLP EST-SSR 077 87 ab 151 SSR
M-TGC 32b 270 AFLP SSR Ca 018 88 ab 115 SSR
33b 115 AFLP SSR Ca 080 89 ab 250 SSR
34a 1100 AFLP EST-SSR 050 90 ab 129 SSR
35b 1000 AFLP EST-SSR 009 91 ab 160 SSR
E-CGT 36 a 300 AFLP EST-SSR069* 92 ab 101 SSR
M-TCT 37b 302 AFLP EST-SSR107* 93 ab 170 SSR
38b 280 AFLP EST-SSR046* 94 ab 119 SSR
39b 260 AFLP EST-SSR096* 95 ab 152 SSR
40 b 1400 AFLP EST-SSR032* 96 ab 109 SSR
41a 1300 AFLP EST-SSR061* 97 ab 155 SSR
42 a 1200 AFLP SSR 16 * 98 ab 140-146 SSR
43 a 800 AFLP EST-SSR001* 99 ab 180 SSR
44p 780 AFLP EST-SSR035* | 100 ab 139 SSR
E-CGA 45D 700 AFLP EST-SSR074* | 101 ab 259 SSR
M-TCC 46 b 600 AFLP EST-SSR062* | 102 ab 200 SSR
47 b 300 AFLP SSR 95 * 103 ab 352 SSR
48D 295 AFLP SSR 18 * 104 ab 132-166 SSR
49 a 190 AFLP SSR Ca 52 * 105 ab 129 SSR
50 a 180 AFLP SSR8* 106 ab 198 SSR
51 b 400 AFLP SSR 30 * 107 ab 220 SSR
52 a 235 AFLP EST-SSR 002 108 ab 184 SSR
E-CTG 53 b 230 AFLP EST-SSR 006 109 ab 227 SSR
M-TAC 54 b 214 AFLP EST-SSR 041 110 ab 176 SSR
55 a 212 AFLP
56 b 210 AFLP

* Marcadores obtidos por Capucho (2008); a - marcador com presenca no Hibrido de Timor
UFV 443-03; b - marcador com presenga no Catuai Amarelo UFV 2148-57;
e ab - marcador codominante.
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Tabela 5 - Teste de segregacdo mendeliana esperada (3:1 e 1:2:1, P<0,05
para nivel global segundo Bonferroni) para os marcadores
moleculares usados no mapeamento. Nas classes, o marcador
dominante em aproximacao recebeu o numero 4 para presenca
do alelo do progenitor resistente (Hibrido de Timor UFV 443-03)
e 2 para auséncia do alelo. Para marcador dominante em
repulsdo, o numero 3 representa a presenca do alelo do

progenitor suscetivel

(Catuai Amarelo UFV 2148-57) e 0

auséncia do alelo. Para marcador codominante, 0 significa
presenca do alelo do progenitor resistente, 1 heterozigoto e 2
presenca do alelo do suscetivel. O valor 9 significa dado perdido

Classes
Marcador 0 2 3 4 9 Hipoétese Qui- Probabilidade (%)
quadrado
la 49 197 1 3: 1 3.388 6.5691ns
2a 49 197 1 3: 1 3.388 6.5691 ns
3b 62 184 1 3: 1 0.005 94.1312ns
4b 67 179 1 3: 1 0.656 41.8037ns
5a 52 194 1 3: 1 1.957 16.1873ns
6b 57 189 1 3: 1 0.439 50.7594ns
7a 61 185 1 3: 1 0.005 94.1312ns
8b 68 178 1 3: 1 0.916 33.853 ns
9 61 184 2 3: 1 0.001 97.0576ns
10a 46 199 2 3: 1 5.063 2.4448 ns
1lla 119 126 2 3: 1 72.6 0.0 *
12a 48 198 1 3: 1 3.951 4.6837 ns
13b 80 166 1 3: 1 7.42 0.645 ns
1l4a 59 185 3 3: 1 0.087 76.7468ns
15b 65 179 3 3: 1 0.35 55.4268ns
16a 51 193 3 3: 1 2.186 13.9289ns
17b 54 190 3 3: 1 1.071 30.0711ns
18b 47 198 2 3: 1 4.42 3.5512 ns
19a 70 175 2 3: 1 1.667 19.6706ns
20a 63 183 1 3: 1 0.049 82.5199ns
21a 44 200 3 3: 1 6.317 1.1959 ns
22b 64 182 1 3: 1 0.136 71.2795ns
23a 78 168 1 3: 1 5.902 1.512 ns
24b 87 159 1 3: 1 14.0098 0.0174 *
252 54 192 1 3: 1 1.22 26.9456ns
26b 100 146 1 3: 1 32.136 0.0 *
27a 32 213 2 3: 1 18.624 0.0016 *
28b 78 168 1 3: 1 5.902 1.512 ns
29 80 166 1 3: 1 7.42 0.645 ns
30b 70 176 1 3: 1 1.566 21.0731ns
31b 66 180 1 3: 1 0.439 50.7594ns
32b 76 168 3 3: 1 4.918 2.6578 ns
33b 65 181 1 3: 1 0.266 60.631 ns
34a 53 193 1 3: 1 1.566 21.0731ns
35b 72 174 1 3: 1 2.39 12.2095ns
Continua...
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Tabela 5 - Cont.

Classes
Marcador 0 2 3 4 9 Hipétese Qui= Probabilidade (%)
quadrado
36a 55 191 1 3: 1 0.916 33.853 ns
37b 159 87 1 3: 1 206.098 0.0 *
38b 57 189 1 3: 1 0.439 50.7594ns
3% 50 196 1 3: 1 2.867 9.0402 ns
40b 26 220 1 3: 1 27.322 0.0 *
41a 38 208 1 3: 1 11.973 0.054 ns
42a 50 196 1 3: 1 2.867 9.0402 ns
43a 62 184 1 3: 1 0.005 94.1312ns
44b 14 232 1 3: 1 48.916 0.0 *
45b 60 186 1 3: 1 0.049 82.5199ns
46b 66 179 2 3: 1 0.491 48.3412ns
47b 87 159 1 3: 1 14.0098 0.0174 *
48b 66 180 1 3: 1 0.439 50.7594ns
49a 43 203 1 3: 1 7.42 0.645 ns
50a 56 190 1 3: 1 0.656 41.8037ns
51b 72 173 2 3: 1 2.516 11.2721ns
52a 33 213 1 3: 1 17.61 0.0027 *
53b 71 175 1 3: 1 1.957 16.1873ns
54b 91 155 1 3: 1 18.867 0.0014 *
55a 54 192 1 3: 1 1.22 26.9456ns
56b 59 187 1 3: 1 0.136 71.2795ns
57b 68 176 3 3: 1 1.071 30.0711ns
58a 48 196 3 3: 1 3.694 5.4609 ns
59b 77 169 1 3: 1 5.209 2.2475 ns
60a 73 173 1 3: 1 2.867 9.0402 ns
6la 59 182 6 3: 1 0.035 85.2482ns
62a 35 205 7 3: 1 13.889 0.0194 *
63a 55 187 5 3: 1 0.667 41.4216ns
64a 56 187 4 3: 1 0.495 48.1617ns
65a 39 204 4 3: 1 10.383 0.1272 ns
66a 55 186 6 3: 1 0.61 43.4803ns
67b 49 192 6 3: 1 2.801 9.4216 ns
68b 62 181 4 3: 1 0.034 85.3084ns
69b 57 167 23 3: 1 0.024 87.7371ns
70b 53 191 3 3: 1 1.399 23.6907ns
71a 73 154 20 3: 1 6.204 1.2745 ns
72b 67 98 82 3: 1 21.432 0.0004 *
73b 65 149 33 3: 1 3.296 6.9451 ns
74a 50 167 30 3: 1 0.444 50.5231ns
75a 65 181 1 3: 1 0.266 60.631 ns
76a 59 187 1 3: 1 0.136 71.2795ns
Continua...
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Tabela 5 - Cont.

Classes
Marcador 0 1 2 3 4 9 Hipétese Qui= Probabilidade (%)
quadrado

77a 78 167 2 3: 1 6.107 1.3461 ns
78a 172 71 4 3: 1 271.639 0.0 *
79a 53 193 1 3: 1 1.566 21.0731ns
80a 48 195 4 3: 1 3.568 5.8907 ns
81b 60 184 3 3: 1 0.022 88.2466ns
82b 99 146 2 3: 1 31.022 0.0 *
83b 74 168 5 3: 1 4.017 4.5056 ns
84b 62 183 2 3: 1 0.012 91.1889ns
85b 53 189 5 3: 1 1.24 26.5535ns
86a 24 218 5 3: 1 29.361 0.0 *

87 ab 55 121 69 2 1: 2: 1 1.637 44.1151ns
88 ab 67 114 65 1 1: 2: 1 1.35 50.926 ns
89 ab 56 126 64 1 1: 2: 1 0.667 71.6531ns
90 ab 57 147 42 1 1: 2: 1 11.195 0.3707 ns
91 ab 81 122 39 5 1: 2: 1 14.595 0.0677 ns
92 ab 52 128 65 2 1: 2: 1 1.873 39.1905ns
93 ab 82 111 52 2 1: 2: 1 9.506 0.8625 ns
94 ab 66 131 49 1 1: 2: 1 3.39 18.3577ns
95 ab 49 124 72 2 1: 2: 1 4.355 11.3319ns
96 ab 84 128 33 2 1: 2: 1 21.727 0.0019 *
97 ab 68 125 53 1 1: 2: 1 1.894 38.7843ns
98 ab 77 120 46 4 1: 2: 1 7.947 1.8812 ns
99 ab 79 104 63 1 1: 2: 1 7.951 1.8768 ns
100 ab 65 121 60 1 1: 2: 1 0.268 87.4462ns
101 ab 53 130 60 4 1: 2: 1 1.593 45.0996ns
102 ab 48 149 48 2 1: 2: 1 11.465 0.3238 ns
103 ab 49 136 59 3 1: 2: 1 4.033 13.3135ns
104 ab 60 131 47 9 1: 2: 1 3.84 14.6582ns
105 ab 65 133 48 1 1: 2: 1 3.976 13.6996ns
106 ab 54 124 67 2 1: 2: 1 1.416 49.2548ns
107 ab 59 121 63 4 1: 2: 1 0.136 93.4353ns
108 ab 51 129 61 6 1: 2: 1 2.029 36.2575ns
109 ab 36 127 72 12 1: 2: 1 12.566 0.1868 ns
110 ab 52 120 62 13 1: 2: 1 1.009 60.3944ns

* - Significativo para distorcdo, ou seja, marcadores que apresentaram distorcdo na
segregacao esperada; " - Nao significativo para distor¢ao, ou seja, segregou de acordo com
a proporgao esperada; a - marcador com presenca no Hibrido de Timor UFV 443-03; b -
marcador com presencga no Catuai Amarelo UFV 2148-57; e ab - marcador codominante.
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Em varios estudos tem sido verificada a distorcdo na razdo de
segregacao esperada para os marcadores analisados em populacdes de
mapeamento. A percentagem de distorcao dos marcadores depende da
espécie em estudo e do tipo de populacdo em que se utilizam o
mapeamento e o marcador. Para os marcadores RAPD utilizados no
mapeamento de cafeeiro, Oliveira et al. (2007), Teixeira-Cabral et al. (2004)
e Paillard et al. (1996) verificaram, respectivamente, 24,85%, 5,50% e
20,00% de distorcdo. Oliveira et al. (2007) utilizaram populacdo de
retrocruzamento derivada do cruzamento do Hibrido de Timor UFV 445-46 e
Catuai Amarelo IAC 30. Teixeira-Cabral et al. (2004) também utilizaram uma
populacao de retrocruzamento derivada de Hibrido de Timor (CIFC 2570) e
Mundo Novo IAC 464-18. Paillard et al. (1996) fizeram o mapeamento em
populacédo F; resultante de café robusta. Neste trabalho, ndo foi observada
distorcdo de segregacédo nos marcadores RAPD, no entanto apenas quatro
marcadores desse tipo foram analisados.

Em trabalhos com AFLP, Ky et al. (2000) e Pearl et al. (2004)
verificaram distorcdo na ordem de 30% e 25%, respectivamente. O primeiro
trabalho foi realizado com diferentes espécies de Coffea sp. e, o segundo,
com populagédo resultante de C. arabica (Hibrido Mokka vs. Catimor). A
distorcdo observada nestes trabalho foi inferior (16,21%) a encontrada nos
dois trabalhos citados.

Do total de 31 marcadores SSR utilizados, verificou-se distorcdo em 3
(9,68%), inferior ao encontrado por Capucho (2008). Esse autor utilizou
populacdo F, resultante do cruzamento de Hibrido de Timor UFV 443-03
com Catuai Amarelo UFV 2148-57 e verificou 12% de distorcao na razédo de
segregacao esperada para os marcadores SSR.

Segundo Liu (1998) e Yao et al. (1999), marcadores com distorcao
afetam os testes estatisticos e podem gerar falsos-positivos no
mapeamento. Xu (2008) demonstrou em seus trabalhos que apenas um loco
com distorcdo pode ser interferido na qualidade do mapa e prejudicar a
deteccao de QTLs, com efeito de dominancia, mas nem sempre pode afetar
os QTLs com efeitos aditivos. No entanto, Wang et al. (2005) descobriram
que em regides do genoma com intensa distorcdo de segregacao € mais
provavel nao se detectarem QTLs. Yao et al. (1999) e Bearzoti (2000)
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sugeriram o descarte de locos com distorcdo para ndo comprometer a
qualidade do mapa. Por isso, neste estudo foram retirados os marcadores
com segregacao distorcida para a construgcdo do mapa genético de ligacao.
O mapa foi, portanto, construido com 94 marcadores, sendo 62 AFLP
(65,96%), 28 SSR (29,79%) e quatro RAPD (4,25%). Foram formados 11
grupos de ligagao (GL), contendo 81 marcadores e cobrindo a distancia de
964,31 cM do genoma (Figura 1). Treze marcadores (oito provenientes de
AFLP, quatro de SSR e um de RAPD) nao se ligaram a nenhum dos GL
formados. O mapa construido neste trabalho corresponde ao nimero béasico de
cromossomos da espécie de cafeeiro.

A distancia entre dois marcadores consecutivos variou de 0 (isto é,
dois marcadores que cossegregam completamente ligados) a 32,10 cM. Os
tamanhos individuais dos grupos de ligacao variaram de 9 (GL 7) a 246,30
(GL 3) cM. A maior parte dos intervalos (68,57%) nao excedeu
20 cM. Dentro de cada grupo, a distancia média variou de 5,29 cM (GL 5) a
26,83 cM (GL 9). E para todos os grupos de ligacao a distancia média entre
dois marcadores foi de 13,77 cM.

A distancia média obtida entre marcadores foi superior a encontrada em
outros trabalhos de mapeamento em cafeeiros. Oliveira et al. (2007) e Teixeira-
Cabral et al. (2004) utilizando populagbes derivadas de Hibrido de Timor,
encontraram  distdncia média em torno de 75 cM. J& em
C. canephora, Lashermes et al. (2001) e Paillard et al. (1996) encontraram
distancia média entre dois marcadores de 6,5 e 10 cM, respectivamente. Pearl
et al. (2004), em populacao resultante de C. arabica (Catimor vs. Hibrido
Mokka), encontraram o valor de 10,2 cM.

Apesar de a distancia média entre marcadores ter sido superior neste
trabalho, a maior parte dos intervalos ficou abaixo de 20 cM. Portanto, essa
média mais alta foi dada por alguns poucos marcadores que ficaram
distanciados acima de 30 cM de outro. Dessa forma, o mapa de ligacdo
construido, apesar de apresentar algumas regiées pouco saturadas, pode ser
utilizado para identificacdo de QTLs. Vinte centimorgans correspodem ao valor
de recombinacdo maximo utilizado na maioria dos modelos estatisticos para
mapeamento de QTL.

Por meio de analise de simulagdo, Bhering e Cruz (2008) verificaram
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que o tamanho 6timo de populagbes de irmados completos, completamente
informativa, € de 200 individuos. Em 2008, Good-God, trabalhando com
familia de meios-irmaos por analise de simulacdo, concluiu que nao sao
recomendaveis populacdes com 50 e 100 individuos mesmo com alto nivel
de informatividade e que com 200 individuos € possivel obter mapas com
certa fidelidade desde que o numero de alelos segregando na populagao-
base seja igual a 4 ou maior, a semelhanca do que ocorre em populagdes de
irmaos-completos para acasalamentos entre genitores completamente
informativos. Cruz (2006) concluiu que, em populagdes F,, é inviavel a
utilizacdo de amostras pequenas, como 50 individuos, mesmo com alto nivel
de saturacao, sugerindo que amostras com tamanho minimo de 100, 150 e
200 individuos podem ser utilizadas para recuperacao completa do genoma.
Em populagdes RILs, Silva (2005), trabalhando com amostras de tamanhos 100,
154 e 500 individuos, concluiu que, quanto maior o tamanho da populacao,
maior a precisao na estimativa de distancia entre marcas adjacentes.

Uma vantagem do mapa de ligacdo obtido neste estudo em relacdo aos
outros publicados para cafeeiros € o numero de individuos analisados na
populacao (247 plantas de populacao F»). Portanto, a analise de populacdes F»
com o minimo de 200 individuos pode gerar mapa de ligagdo genético mais
acurado. Além disso, neste trabalho foram usados marcadores SSR que, por
serem locos-especificos, podem ser utilizados como ancoras na integracao de
mapas de cafeeiro. Pode-se observar na Figura 1 que, com exceg¢ao dos
grupos de ligacédo 5, 8 e 10, todos os demais possuem marcadores SSR. A
integracdo de mapas tem sido proposta como alternativa para saturagéo de
mapas geneéticos.
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4.3. Mapeamento de QTLs associados a resisténcia do cafeeiro a

ferrugem

Os genes, previamente identificados no estudo de heranca e
envolvidos na resisténcia ao cafeeiro, foram tratados como QTLs
(Quantitative Trait loci), com o objetivo de localiza-los no mapa genético e
identificar marcadores a eles ligados. Para isso, foram tomados os dados
fenotipicos de cada planta da populacao F», considerando-se a nota média
das trés repeticées de inoculagao.

A associacdo entre os 94 marcadores nao distorcidos usados na
construcdo do mapa genético de ligacao e os dados fenotipicos foi testada
por meio de analises de marca simples. Para a confirmacdo dos possiveis
QTLs associados aos marcadores moleculares, utilizou-se o método de
mapeamento por intervalo simples. Essa analise foi efetuada apenas com os
marcadores dominantes. A analise conjunta de marcadores dominantes e
codominantes ndo foi possivel devido a inexisténcia de programas

estatisticos que realizem essa analise.

4.3.1. Marca simples

Analise de variancia (ANOVA)

De acordo com esta analise, foi possivel identificar cinco marcadores
moleculares (12a, 21a, 43a, 61a e 98ab), com efeito significativo (P < 0,01)
pelo teste F (Tabela 6), ligados a resisténcia a ferrugem do cafeeiro. Trés
desses marcadores estédo localizados no grupo de ligagéo 2 e outros trés no
grupo de ligacao 3.

O maior efeito significativo foi verificado para o marcador 43a, com
maior valor de F. Embora seja possivel estimar o efeito da associacdo do
marcador ao QTL, esse método é pouco eficiente por ndo determinar a sua

posicdo em relacdo ao marcador analisado.
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Tabela 6 - Marcadores moleculares associados a QTLs para resisténcia do
cafeeiro a ferrugem, identificados por marca simples por meio da
analise de variancia (P<0,01)

Analise de variancia

Marcador F Prob (F) Grupo de ligacao
12a 6,78 0,0098** 2
21a 9,27 0,0026** 2
43a 12,40 0,0005** 3
61a 10,16 0,0016** 3
98ab 6,86 0,0013** 2

** Significancia pelo teste F, probabilidade (P<0,01); a - marcadores dominantes em fase de
aproximagdo; e ab - marcador codominante.

Diante disso, ndao se pode afirmar que a maior significancia pelo teste
F apresentada pelo marcador 43a corresponde, de fato, a um QTL de maior
efeito para resisténcia a ferrugem, podendo ser resultado da proximidade
desse marcador a um QTL de menor efeito. Vale salientar que os efeitos dos
marcadores tendem a ser sempre menores que o efeito verdadeiro do QTL
(BROMAN, 2001).

Os marcadores dominantes identificados associados ao QTL estao
em fase de aproximagao, indicando, assim, que eles estdo associados aos
genes de resisténcia presentes no progenitor resistente Hibrido de Timor
UFV 443-03.

Regressao linear

Esta analise mostrou significancia para os mesmos marcadores
detectados pelo método da ANOVA e maior significancia também para o
marcador 43a (Tabela 7).

Por meio deste método estatistico foi possivel estimar a proporcéo da
variacao fenotipica da resisténcia a ferrugem explicada pelo marcador, que
variou de 2,70% (marcador 12a) a 5,415% (marcador 98ab). Esse valor
explicado pelo R? dessa anélise pode ser afetado pela herdabilidade da

caracteristica e pela distdncia do marcador ao QTL.
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Tabela 7 - Marcadores moleculares associados a QTLs para resisténcia do
cafeeiro a ferrugem, identificados por marca simples, por meio
da analise de regressao (P<0,01)

Analise de regressao

Marcador

F Prob (F) R%(%) Grupo de ligacdo
12a 6,78 0,0098** 2,7033 2
21a 9,27 0,0026** 3,6902 2
43a 12,40 0,0005** 4,8335 3
61a 10,16 0,0016** 4,0759 3
98ab 6,86 0,0013** 5,415 2

** SignificAncia pelo teste F de probabilidade (P<0,01); R? - coeficiente de determinacéo;
a: marcadores dominantes em fase de aproximagéo; e ab: marcador codominante.

Segundo Cruz e Schuster (2008), a probabilidade de encontrar um
QTL depende tanto do seu efeito quanto da proximidade em que ele se
encontra do marcador. Diante disso, as associacbes detectadas pelo
marcador por essa metodologia podem ser atribuidas a QTLs de grandes
efeitos distantes do marcador, ou de pequenos efeitos, porém proximos do
marcador.

Portanto, é fundamental a utilizacdo de metodologias que permitam
analisar o efeito do marcador molecular com o QTL, pela metodologia da
maxima verossimilhanca.

Maxima verossimilhanca

No método de marca simples usando a maxima verossimilhanca,
considerou-se valor de LOD acima de 2,9 e maxima recombinacdo de 20
cM. Os QTLs identificados pela analise de variancia e regressdo foram
também identificados nessa analise (Tabela 8).

O valor 3 para LOD significa que a verossimilhanga considerando o
valor estimado de r € 1.000 vezes maior do que a verossimilhanga
considerando a auséncia de ligagéo (r = 0,5).
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Tabela 8 - Marcadores moleculares associados a QTLs para resisténcia do
cafeeiro a ferrugem identificados por marca simples, por meio da
analise de maxima verossimilhanca (LOD>2,9)

Marcador LOD Max r Grupo de
ligacao
12a 2,983 16 2
21a 4,347 14 2
43a 3,099 13 3
61a 2,932 15,5 3
98ab 12,362 13,5 2

r - frequéncia de recombinacao (distancia do marcador ao QTL); LOD - logaritmo da razéo
entre a probabilidade de dois locos estarem ligados e a probabilidade de ndo estarem ligados;
a - marcadores dominantes em fase de aproximagao; e ab - marcador codominante.

Quanto maior o valor de LOD, maior a ligacdo entre o marcador e a
caracteristica, e isso é atribuido a probabilidade de existéncia do QTL com a
probabilidade de que nenhum QTL exista em determinada posicao no mapa
de ligagédo. Assim, verificaram-se marcadores com valor de LOD variando de
2,932 (marcador 61a) a 12,362 (marcador 98ab). A recombinacédo associada
ao LOD maximo obtida variou de 13 a 15,5 cM, esses valores correspondem
a disténcia entre o marcador e o QTL.

As Figuras 2, 3, 4, 5 e 6 expressam a porcentagem de recombinacao
entre o marcador e o possivel QTL com os valores de LOD correspondentes
a associacao entre eles. O pico do grafico mostra a distancia do marcador
ao QTL. Pode-se verificar que os marcadores 12a, 21a, 43a, 61a e 98ab se
encontram a 16, 14, 13, 155 e 13,5 cM de distancia do QTL,

respectivamente.
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Com base nas trés metodologias estatisticas (ANOVA, regressao e
maxima verossimilhanga), identificaram-se, portanto, cinco marcadores
moleculares associado a resisténcia do cafeeiro a ferrugem (Tabela 9),
sendo trés localizados no GL2 e dois no GL3. Observa-se, pelo mapa
genético (Figura 3), que os marcadores identificados em cada GL estao
ligados, ou seja, localizados na mesma regidao do mapa.

Tabela 9 - Resumo das analises por marca simples pelo método da ANOVA,
regresséo e maxima verossimilhanga dos marcadores
moleculares associados a resisténcia do cafeeiro Hibrido de Timor
UFV.443-03 a raca | de H. vastatrix

Marcador F  Prob(F) R%*%) LOD r Grupo de
max ligacao
12a 6,78 0,0098** 2,7033 2,983 16 2
21a 9,27 0,0026** 3,6902 4,347 14 2
43a 12,40 0,0005** 4,8335 3,099 13 3
61a 10,16 0,0016** 4,0759 2,932 155 3
98ab 6,86 0,0013** 5415 12,362 13,5 2

** Significancia pelo teste F (P<0,01); R? - coeficiente de determinacao; e r — frequéncia de
recombinagéo.

42



O marcador 98ab (SSR-16) também foi identificado por Capucho
(2008) como associado a resisténcia do Hibrido de Timor UFV 443-03 a raga
Il e ao Patétipo 001 de H. vastatrix. Esses dados sugerem que um dos
genes que conferem a resisténcia desse Hibrido de Timor a raga Il e ao
patétipo 001 de H. vastatrix pode ser o mesmo ou estar bem préximo (em
bloco) ao gene que confere resisténcia a raca | desse patdgeno. Esse
marcador pode ser, portanto, eficientemente utilizado em programas de
melhoramento baseados em selecdo assistida por marcadores para
identificar plantas resistentes as trés ragas de H. vastatrix.

4.3.2. Intervalo simples

Visando aumentar o poder de detec¢do das associagdes e estimar o
efeito e a posicdo dos QTLs, utilizou-se também a metodologia de
mapeamento por intervalo simples.

Para a realizacdo do mapeamento de QTLs por esse método, é
preciso dispor antes do mapa de ligacdo dos marcadores moleculares
(CRUZ; SHUSTER, 2008). Como neste estudo s6 foram utilizados os
marcadores dominantes, construiu-se um novo mapa de ligacao apenas com

esse tipo de marcador (Figura 7).

Método baseado em analise de regressao

Por meio desta metodologia foi possivel identificar dois QTLs (Tabela
10), um localizado no grupo de ligacao 2 a distancia de 0 cM do marcador
21a e o outro no grupo de ligacdo 3 a 13,01 cM do marcador 43a. Esses
dados confirmam a posicdo de dois QTLs nas duas regides onde foram
detectados QTLs significativos pelo método de marca simples. O QTL
encontrado no grupo de ligacéo 2 explicou 9,6% da variacao fenotipica, € o
encontrado no grupo de ligacao 3 explicou 9,3% dessa variagao.
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Figura 7 - Mapa de ligagao construido com marcadores dominantes, utilizado
na identificacao de QTLs pelo mapeamento por intervalo simples

Tabela 10 - Marcadores moleculares associados a QTLs para resisténcia do
cafeeiro a ferrugem, identificados por intervalo simples por meio
da andlise de regressao (LOD>3)

GL Marcador  Posicdao cM LR LOD R?
2 21a 0 25204 5472 9,6
3 43a 13,01 24,495 5,318 9,3

GL - grupo de ligagdo; LR - razdo de verossimilhanga; LOD - logaritmo da base 10;
e R? - coeficiente de determinacéo da regressao.

Segundo Lander e Botstein (1989), o maior pico apresentado pelo
gréfico indica a posicao do QTL em cada intervalo significativo. Assim, para
a identificacdo de QTLs pelo Método Baseado em Andlise de Regressao,
admitiu-se um ponto de corte com valor de LOD superior a 3, verificado pelo
maior pico apresentado pelo grafico da Figura 8. Nessa figura, podem-se
observar dois picos apresentados pelo grafico, sendo considerado apenas o

44



maior, indicando possivel distancia do QTL a 0 cM dos marcadores 21a e

13r. Resultado similar a esse foi verificado no marcador 43a (Figura 9),

considerando-se também o maior pico, indicando distancia a 13,01 cM do

QTL.
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Figura 8 - Figura com dois picos possiveis para identificacdo de QTLs, no entanto
foi considerado o maior pico que indica posigdo do QTL a 0 cM do
marcador 21a.
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Figura 9 - Figura com dois picos possiveis para identificacdo de QTLs, em
que se considerou 0 maior, que indica que o QTL esté localizado
a 13,01 cM do marcador 43a.
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Método baseado em maxima verossimilhanca

Segundo Cruz e Shuster (2008), a hipétese da presenca de um QTL
no intervalo é testada pela razdo de maxima verossimilhanca (LR). Para
isso, utilizou-se essa metodologia associada aos valores de LOD para
identificar e confirmar os QTLs encontrados na metodologia baseada em
analise de regressao. Foi possivel identificar um QTL no grupo de ligacao 2
(Tabela 11).

Nesse grupo de ligacéo, foi possivel encontrar um QTL a 0 cM dos
marcadores 21a e 13r. No grupo de ligacdo 3, nao foi possivel identificar o
QTL, devido a grande distancia entre os marcadores 43a e 19a (acima de 20
cM). Essa regido precisa ser mais saturada para que possam ser
identificados os marcadores que flanqueiam o QTL por essa metodologia.

Tabela 11 - Marcadores moleculares associados a QTLs para resisténcia do
cafeeiro a ferrugem identificados por intervalo simples, pela
andlise de maxima verossimilhanca (LOD>3)

Posicao

GL M1 M2
cM

LR LOD gmd Efeito |d/a|

a d
2 21a 13r 0 85,43 18,55 DP 0,264 -0,184 0,696

GL - grupo de ligacdo; LR - razdo de verossimilhanca; LOD - logaritmo da base 10;
gmd: grau médio de dominancia; e DP - dominancia parcial.

Pelo método da maxima verossimilhanca, foi possivel identificar o
intervalo correspondente ao QTL localizado no grupo de ligagédo 2 e seus
efeitos. A contribuicado dos alelos favoraveis para resisténcia a ferrugem
nesse grupo de ligacao foi efetiva. O efeito aditivo (a) foi 0,264, enquanto o
de dominancia (d), -0,184, indicando que o QTL nesse grupo de ligacao tem
dominéncia parcial.

Na Figura 10, pode-se verificar a posicao do QTL encontrado no
grupo de ligacao 2. O maior pico apresentado pelo grafico dessa figura
indica possivel posicao do marcador 21a a 0 cM do QTL.
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Figura 10 - Figura com picos possiveis para identificagdo de QTLs, considerando-se
0 maior, que indica que o QTL esta localizado a 0 cM do marcador 21a.

Os dados obtidos por meio de todas as metodologias estatisticas aqui
mencionadas permitiram a identificagdo de dois QTLs associados a
resisténcia do Hibrido de Timor UFV 443-03 a raca | de H. vastatrix. Esses
dois QTLs identificados provavelmente confirmam em nimero e posi¢cao que
a resisténcia do Hibrido de Timor UFV 443-03 é governada por dois genes
dominantes e independentes, descartando-se a hipbétese de trés genes (dois
dominantes independentes e um recessivo), ou seja, descarta a hipbétese da
presenca do gene recessivo, mostrando, assim, a importancia da genémica
para a identificacdo de genes.

Os marcadores associados aos QTLs identificados pelo método da
marca simples foram confirmados pelo método de intervalo. No entanto, no
método de intervalo o marcador 13r, que nao havia sido identificado pela
marca simples, foi encontrado associado ao QTL. Esse marcador esta em
repulsado e, provavelmente, ndo esta associado ao QTL de resisténcia e, sim,
ao seu alelo, mas foi detectado no intervalo por estar no mesmo ou proximo
ao loco do marcador 21a (Figura 8).

Cabe salientar que as informacdes obtidas neste trabalho sdo inéditas
para o cafeeiro, as quais podem ser uteis em programas de melhoramento
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baseado em selecdo assistida a partir dos marcadores moleculares que
flanqueiam os genes/QTLs e para clonagem posicional do gene de
resisténcia a ferrugem. Assim, tais informagdes deverao fornecer subsidios
para futuros trabalhos de melhoramento que visem obter popula¢cdes mais

resistentes e produtivas.
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5. CONCLUSOES

Pelo estudo de heranca nao foi possivel concluir que dois genes
dominantes e independentes ou trés genes, sendo dois dominantes e um
recessivo, conferem resisténcia ao cafeeiro Hibrido de Timor UFV 443-03 a
raca | de H. vastatrix.

Por meio de diferentes metodologias estatisticas, foi possivel detectar
dois QTLs associados a resisténcia do Hibrido de Timor UFV 443-03 a raca |
de H. vastatrix. Um esta localizado no grupo de ligacédo 2 e o outro no grupo
de ligacdo 3 do mapa genético construido. Esses QTLs, provavelmente,
correspondem aos dois genes identificados no estudo de herancga,
descartando-se a hipdtese de trés genes, ou seja, descarta a presencga do
gene recessivo conferindo resisténcia.

Foram detectados cinco marcadores moleculares ligados em
aproximagdo com os dois genes/QTLs caracterizados. No gene/QTL
localizado no GL2, foram identificados os marcadores 21 (AFLP E-CTG/M-
AATs70), 98 (SSR 16149) € 12 (AFLP E-CGC/M-ATA45), ficando o marcador
21 a 0 cM de distancia do gene. O outro gene/QTL, localizado no GL3, esta
ligado aos marcadores 61 (AFLP E-CCC/M-AGA22) € 43 (AFLP E-CGA/M-
TCCgoo), de forma que o gene/QTL esta localizado a 13,01 cM do marcador
43.

Os marcadores moleculares identificados no trabalho como ligados
aos genes/QTLs para resisténcia a ferrugem podem ser Uteis na selegéao
assistida por marcadores nos programas de melhoramento do cafeeiro. Além
disso, eles podem ser utilizados para iniciar o mapeamento de alta resolucéo
nas regides onde foram detectados os QTLs, visando a futura clonagem
desses genes de resisténcia.
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