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RESUMO

CAPUCHO, Alexandre Sandri, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, fevereiro de
2008. Heran¢ca e mapeamento de QTLs da resisténcia do Hibrido de Timor a
ferrugem do cafeeiro. Orientador: Laércio Zambolim. Co-Orientadores: Eveline
Teixeira Caixeta e Eunize Maciel Zambolim.

Este trabalho teve como objetivos estudar a heranga da resisténcia do Hibrido de
Timor UFV 443-3 a Hemileia vastatrix e identificar QTLs associados a resisténcia a
ferrugem do cafeeiro. Para o estudo da heranca, foram utilizadas 246 plantas da
populagao F, originadas da autofecundacdo controlada do F; H 511-1, 115 plantas do
retrocruzamento suscetivel (RCs) e 87 do retrocruzamento resistente (RCg), derivados
de cruzamentos do F; com o genotipo Catuai Amarelo IAC 64 (UFV 2148-57) e o
Hibrido de Timor UFV 443-3, respectivamente. Essas plantas foram inoculadas com a
raca Il de H. vastatrix e um isolado coletado de Coffea arabica ‘Oeiras’, de raga
desconhecida, denominado patotipo 001, ambos isolados de lesdes monopustulares.
Para os dois patotipos, o Catuai Amarelo UFV 2148-57 foi suscetivel, enquanto que o
Hibrido de Timor UFV 443-3, a F, e as plantas do RCr foram resistentes. As plantas F»,
quando inoculadas com a raga II, apresentaram duas segregacdes significativas pelo
teste Qui-quadrado, 15:1 (P=24,92%) e 61:3 (P=87,27%). A heranga da resisténcia foi
confirmada pela inoculacao das plantas do RCg que segregaram na propor¢ao de 3:1
(P=17,83%), esperado para os dois genes, enquanto que a segregacdo 7:1, esperada para
trés genes, foi rejeitada. Estes dados sugerem que dois genes dominantes e
independentes conferem a resisténcia desse Hibrido de Timor a raga Il de H. vastatrix.
Resultados semelhantes foram obtidos com o patétipo 001, onde foi observada
segregacdo de 15:1 (P=92,13%) na F, e de 3:1 (P=78,78%) no RCs, demonstrando,
também, que dois genes dominantes e independentes controlam a resisténcia do Hibrido
de Timor a esse outro patotipo. Para a identificagdo de QTLs associados a resisténcia do
Hibrido de Timor UFV 443-3 a H. vastatrix, 286 marcadores moleculares (282 SSR ¢ 4
RAPD) foram analisados nos parentais. Os marcadores polimorficos (21 SSR e 4
RAPD) foram utilizados para amplificar o DNA das 246 plantas F, e construir o mapa
genético. Dos 25 marcadores analisados, dois nao se ligaram a nenhum dos seis grupos
de ligacdo formados pelos 23 marcadores restantes, que cobriram 277,90 ¢cM do
genoma. Trés QTLs foram identificados e designados como QTLHvI, QTLHv2 e
QTLHv3, que explicaram, respectivamente, 5,94%, 5,52% e 15,92% da variagdo
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fenotipica. Os valores de LOD e distancia entre as marcas e respectivos QTLs foram de
3,69 e 14 cM para o QTLHvI, 3,18 ¢ 0,5 cM para o QTLHv2 e 10,33 e 22 cM para o
QTLHv3. Este ¢ o primeiro relato da utilizagdo de marcadores SSR na identificacdo de
QTLs associados a resisténcia do cafeeiro a H. vastatrix. Esses QTLs poderdo ser
utilizados na selegdo assistida para a introgressao de genes de resisténcia do Hibrido de

Timor UFV 443-3 4 ferrugem nos gendtipos comerciais.

viii



ABSTRACT

CAPUCHO, Alexandre Sandri, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, February, 2008.
Inheritance and mapping of QTLs for resistance of Hibrido de Timor to the
coffee leaf rust. Adviser: Laércio Zambolim. Co-Advisers: Eveline Teixeira Caixeta
and Eunize Maciel Zambolim.

The objectives of this work were to study the resistance inheritance of the Hibrido
Timor UFV 443-3 to Hemileia vastatrix and identify QTLs associated with resistance to
coffee leaf rust. To study the inheritance we used a population of 246 individuals,
produced from the controlled self-pollinated F; H 511-1, 115 susceptible backcrossing
(BCs) plants, and 87 resistant backcrossing (BCg) plants, originated from the crossing
between F; with Catuai amarelo UFV 2148-57 and Hibrido de Timor UFV 443-3,
respectively. These populations were inoculated with the race II, and a non-
characterized field isolate, designated pathotype 001, both from a single pustule-isolate
of H. vastatrix. For both pathotypes, the Catuai amarelo UFV 2148-57 was susceptible,
while the Hibrido de Timor, the F;, and the BCy plants were resistant. The F, plants
inoculated with the race II showed two goodness of fit by the chi-square test, 15:1
(P=24.92%) and 61:3 (P=87.27%). The resistance inheritance was confirmed by the
inoculation of BCs plants which segregated in a rate of 3:1 (P=17.83%), expected for
the two genes, whereas the hypothesis of segregation 7:1, expected for three genes, was
rejected. These results demonstrate that two independent dominant genes are
responsible for the resistance of the Hibrido de Timor 443-3 to the race II of H.
vastatrix. Similar results were observed with the pathotype 001 showing a segregation
of 15:1 (P=92.13%) in the F,, and 3:1 (P=78.78%) in the BCs. These data indicate that
two independent dominant genes, also, control the resistance of the Hibrido de Timor to
this pathotype. To identify QTLs associated with the resistance of the Hibrido de Timor
UFV 443-3 to coffee leaf rust we tested 286 molecular markers (282 SSR and 4 RAPD)
in the parental genotypes. Those polymorphic markers (21 SSR and 4 RAPD) were used
to screening the 246 F, plants and to construct the linkage map. Among the 25 analyzed
markers, two did not match to any of the six linkage groups formed by the 23 remaining
markers, covering 277.90cM of the genome. Three QTLs were identified, QTLHvI,
QTLHv2 and QTLHv3, that explain, 5.94%, 5.52% and 15.92% of the phenotypic
variation respectively. The LOD score and the recombination frequency between the

marker and respective QTLs were 3.69 and 14cM to the QTLHv/, 3.18 and 0.5¢M to



the QTLAHv2, and 10.33 and 22cM to the QTLHv3. This is the first report of SSR
markers in the identification of QTLs associated to the coffee tree resistance to H.
vastatrix. These QTLs could be used in the assisted selection for introgression of genes
for resistance from the Hibrido de Timor UFV 443-3 to coffee leaf rust into commercial

genotypes.



INTRODUCAO GERAL

1-O CAFEEIRO

Segundo os historiadores, os primeiros povos a fazer uso do café¢ foram os
Arabes, em meados do século XV. Todavia, os Holandeses foram os primeiros europeus
que o cultivaram na Indonésia, a partir de 1690. Em 1706 foi enviado ao Jardim
Botanico de Amsterdd um exemplar desse cafeeiro. Da Holanda, sementes e mudas
foram enviadas em 1718 para o Suriname, de onde outras sementes foram levadas em
1722 para a Guiana, e de onde vieram as primeiras sementes ¢ mudas para o Estado do
Para pelas maos de Francisco de Melo Palheta em 1727 (Carvalho, 1993).

Mudas e sementes do Para foram enviadas ao Rio de Janeiro, e de um tnico
cafeeiro que sobreviveu foi originado os primeiros cafezais desse Estado, e
posteriormente de lavouras dos Estados de Sdo Paulo e Minas Gerais (Carvalho, 1993).
Dessa forma, os cafezais brasileiros sdo resultantes de uma progénie de um s6 cafeeiro,
Coffea arabica, Café Arabica, também conhecido por Nacional, Criolo ou Tipica. Esse
material apresenta uniformidade e variabilidade genética, pelo fato historico, mas
também pela caracteristica autdgama da espécie (Carvalho, 1993).

Pesquisas realizadas em Campinas-SP indicaram que os cultivares de C. arabica
sdo autocompativeis, sendo a taxa de fecundagdo cruzada natural na ordem de 10%
(Carvalho & Krug, 1949). Foi verificado ainda que os insetos € o vento sdo os principais
agentes de fecundagdo cruzada (Carvalho & Monaco, 1962; Carvalho & Krug, 1949).

Andlises citologicas revelaram que 11 ¢ o nimero bésico de cromossomos do
género Coffea. Apenas a espécie C. arabica ¢ tetrapléide com 44 cromossomos,
enquanto cerca de outras 100 espécies sdo diploides com 22 cromossomos (Pinto-
Maglio, 2006).

As duas espécies de café exploradas comercialmente no Brasil sdo C. arabica
(café arabica) e C. canephora (café robusta), representando, respectivamente, 70 e 30%
da produgdo nacional (Matiello, 1998). Historicamente, o Brasil ocupa a posi¢do de
maior produtor e exportador de café no mercado internacional. Em 2006, a producao
brasileira atingiu 42,5 milhdes de sacas de café beneficiados, representando cerca de
30% da produ¢do mundial (Conab, 2007).

A espécie cafeeira comercialmente mais importante no mundo ¢ C. arabica,

sendo o Brasil o seu maior produtor, e Minas Gerais o responsavel por



aproximadamente 51% da producdo nacional (Conab, 2007). A principal vantagem do
cultivo da espécie C. arabica ¢ a superioridade, mundialmente conhecida, na qualidade
de sua bebida, comparada a de outras espécies de café. Porém, a susceptibilidade dessa
espécie a doengas representa uma grande desvantagem. Dentre as doengas que infectam
C. arabica, a ferrugem do cafeeiro desde a sua constatagdo no Brasil em 1970, constitui
a principal doenca da cultura, ocasionando perdas na ordem de 30%, dependendo das

condi¢des ambientais (Zambolim ef al., 1999; Kushalappa & Eskes, 1989).

2-A FERRUGEM DO CAFEEIRO

Os principais danos causados pela ferrugem ¢ fung¢do da queda precoce das
folhas e seca dos ramos que, em conseqiiéncia, reduz a producdo de frutos no ano
seguinte. Em todos os relatos sobre os danos causados pela ferrugem, existe correlagdo
negativa entre a intensidade de ataque num ano e a producdo do ano seguinte
(Zambolim et al., 1999; Matiello, 1998).

A ferrugem do cafeeiro tem como agente causal o fungo Hemileia vastatrix
Berk. et Br., pertencente a ordem Uredinales e familia Pucciniaceae, um parasita
biotréfico exclusivo do género Coffea. Esse patdgeno do grupo das ferrugens produz os
estagios de urédia, télia e basidio, mas somente uredosporos dicaridticos sdo
responsaveis pela doenca. Nao se conhece até o presente a fungdo dos basididsporos
produzidos nos basidios. A ferrugem do cafeeiro foi descrita em 1869 por Berkeley e
Broome, proximo ao lago Vitoria, no Leste Africano (Silva et al., 2006). O fungo se
desenvolve a partir da superficie abaxial foliar do cafeeiro pela germinagdo de
uredosporos na presenga de dgua e temperatura favoravel (18-24°C), em 6-8 horas,
podendo emitir de um a trés tubos germinativos. Na extremidade do tubo germinativo
ocorre a formacao de um apressorio sobre um estdmato, dando origem, em seguida, a
hifa (peg) de penetragdo, a qual, apos atravessar o ostiolo do estdmato, diferencia-se em
vesicula sub-estomatica (Guzzo, 2004). O desenvolvimento subseqiliente da hifa de
infecgdo na camara sub-estomatica leva a colonizacdo das células subsidiarias ¢ do
mesofilo foliar do cafeeiro, com a formagdo de micélio intercelular e, em seguida, de
haustérios (Zambolim et al., 2002). Em cafeeiros susceptiveis, a colonizacdo do
mesofilo acaba dando origem aos soros uredospoéricos, que esporulam na forma de

buqué através dos estomatos (Silva et al., 2006; Rijo & Rodrigues Jr., 1978).



Os sintomas da doenca sao observados na face inferior das folhas, onde surgem
manchas de coloracdo amarelo-palida, evoluindo para lesdes de coloracdo amarelo-
alaranjada de aspecto pulverulento (uredosporos), caracteristica da doenga, podendo
coalescer com outras lesdes. Na face superior das folhas observam-se manchas
cloréticas amarelas, correspondendo aos limites da pustula na face inferior, que,
posteriormente, necrosam e causam a queda da folha infectada (Zambolim ef al., 1999).

A principal medida de controle da ferrugem ¢ o método quimico,
preventivamente com fungicidas protetores, sendo os clpricos os mais efetivos, ou pelo
emprego de fungicidas sistémicos via foliar e/ou solo, formulados em associacdo com
inseticidas sistémicos ou separadamente. O controle pode também ser realizado por
pulveriza¢des com sulfato de cobre associado a micronutrientes (Calda Vigosa).

Apesar da eficiéncia dos fungicidas no controle da doenga, o uso de cultivares
resistentes constitui a medida mais importante de controle, por ser efetiva e econdmica,
além de preservar o ambiente (Zambolim et al., 1999). Porém, o continuo surgimento de
racas fisiologicas do patdgeno tem suplantado a resisténcia de alguns cultivares antes
considerados resistentes, € a durabilidade da resisténcia das cultivares atuais é dificil de
ser prevista (Varzea et al., 2002). Este autor relata que alguns anos apos a introdugao e
o cultivo em larga escala, na India, um cultivar da populagio Catimor (‘Caturra’ x
“Hibrido de Timor CIFC 832/1”), comegou a mostrar suscetibilidade a ferrugem.
Estudos posteriores revelaram tratar-se de novas ragas com capacidade para infectar
toda a populagdo de Catimor existente no CIFC-Centro de Investigacdo das Ferrugens
do Cafeeiro, Oeiras, Portugal.

A obtengdo de cultivares de cafeeiros com resisténcia durdvel a ferrugem tem
sido dificultada pela grande variabilidade genética das populagdes de H. vastatrix,
caracteristica muito comum a maioria dos patégenos biotroficos, especialmente os
causadores de ferrugens (Varzea & Marques, 2005). Os primeiros estudos sobre a
especializagdo fisiologica deste fungo foram realizados por Mayne na India (1942,
1939, 1936, 1935, 1932), quando foram identificadas quatro ragas fisiologicas do
patogeno, denominadas de strains 1, 2, 3 e 4. Posteriormente, apds a criagdo do CIFC,
foram identificadas, em 1955, 32 racas fisioldgicas de H. vastatrix, de amostras
coletadas de varios paises (Varzea et al., 2002; 2001). Devido a alta variabilidade,
atualmente, esse nimero passou para 45 racas de H. vastatrix (Varzea & Marques,
2005). E possivel que este niimero ainda seja maior que 45 ragas, se considerarem que a

prospeccao de variabilidade nao ¢ realizada na maioria dos paises produtores de café.



No Brasil, em todas as populagdes coletadas a partir de uredosporos nas
diferentes regides cafeeiras, enviadas para o CIFC em 1971, foi diferenciada, a
principio, apenas a raca II. A predominancia da raga II foi atribuida a homogeneidade
genética apresentada pelas cultivares comerciais de café arabica e a ampla distribuicao e
susceptibilidade dessas cultivares a esta raca (Zambolim et al., 2005). Entretanto, em
1975 foram identificadas as racas I, II, IIl e XV (Ribeiro et al., 1975). Os ultimos
trabalhos brasileiros mostram ser 14 o nimero de ragas fisioldgicas de H. vastatrix
identificadas no Pais, racas I, II, III, VII, X, XIII, XV, XVI, XVII, XXI, XXII, XXIII,
XXIV, XXV ou XXXI, mantendo-se a raca Il como a mais amplamente distribuida
(Fazuoli et al., 2002; Cardoso & Silva, 1992; Cardoso, 1988, 1986; Ribeiro et al., 1975;
Chiacchio, 1973).

A caracterizacdo de ragas fisiologicas de H. vastatrix baseia-se na leitura das
expressOes fenotipicas em uma série de clones de cafeeiros diferenciadores de ragas
(Varzea et al., 2002). A formagao de novas racas fisiologicas de H. vastatrix parece
estar relacionada com a pressdo de selecdo exercida pelos genes de resisténcia do
hospedeiro, notadamente em areas onde se faz o uso de cultivares portadoras de genes
de resisténcia. A causa principal de variabilidade em H. vastatrix tem sido atribuida a
mutacgdes genéticas, uma vez que a fase sexual, assim como hospedeiros alternativos,
ainda ndo sdo conhecidos (Gongalves et al., 2002; Rodrigues et al., 2001; Varzea et al.,
2001; Vallejo & Muiioz, 1998; Cardoso, 1996; Eskes, 1980). Além disso, fendmenos de
heterocariose podem estar relacionados ao surgimento de ragas, a semelhanga do que

tem sido inferido para outras ferrugens, como Puccinia graminis f.sp. tritici (Varzea et

al., 2002).

3-GENES E FONTES DE RESISTENCIA A Hemileia vastatrix

Nove genes dominantes (Syl a Sp9), simples ou associados, foram identificados
condicionando a resisténcia de cafeeiros a H. vastatrix. Os genes Syl, Sp2, Sp4 e Sy5,
foram caracterizados em C. arabica provenientes da Etiopia (Bettencourt & Noronha-
Wagner, 1971; Noronha-Wagner & Bettencourt, 1967). O gene Sy3 foi caracterizado
em selegoes indianas denominadas S.288, S.333 e nas selecdes das séries B.A.,
derivados da espécie C. liberica (Bettencourt & Rodrigues, 1988; Bettencourt &
Noronha-Wagner, 1971; Bettencourt & Carvalho, 1968; Wagner & Bettencourt, 1965).



Os genes Sy6, Sy7, Su8 e Sy9, além do gene SyS, foram encontrados em derivados de
Hibrido do Timor (Bettencourt et al., 1992; Bettencourt et al., 1980; Bettencourt, 1973).

Além dos genes Sy ja identificados pelo CIFC, um ou mais genes, que ainda nao
foram suplantados por ragas fisioldgicas de H. vastatrix, podem estar presentes nos
genotipos do grupo fisioldégico A das populagdes de Hibrido de Timor (Eskes et al.,
1990; Bettencourt & Rodrigues, 1988). Os pesquisadores do CIFC classificaram os
cafeeiros em 40 grupos fisiologicos, de acordo com o espectro de reagdes apresentado
em relacdo a H. vastatrix, denominados arbitrariamente por letras dos alfabetos grego e
romano. Posteriormente, passaram a utilizar letras do alfabeto e niumeros (Bettencourt,
1981; Rodrigues Jr. et al., 1975; D’Oliveira & Rodrigues Jr., 1961). O grupo fisiologico
A ¢ representado por plantas que apresentam resisténcia vertical a todas as racas
conhecidas de H. vastatrix.

O Hibrido de Timor ¢ um hibrido provavelmente originado de um cruzamento
natural entre C. arabica e C. canephora (Bettencourt, 1973; Rodrigues & Bettencourt,
1965). O Hibrido de Timor foi provavelmente descoberto em 1927, numa lavoura do
cultivar de C. arabica, denominado Typica, estabelecida por volta de 1917/18, na Ilha
de Timor (Bettencourt, 1981). Neste cafeeiro nao foi observado quaisquer sintomas de
H. vastatrix no periodo de 1962 a 1975 (Gongalves et al., 1978).

Admite-se que as populacdes de Hibrido de Timor tenham a sua origem numa
unica planta (Rodrigues Jr. ef al., 2004; Gongalves et al., 1978). Sementes colhidas do
Hibrido de Timor, da planta supostamente original, de cerca de 9 m de altura € com bom
aspecto vegetativo, mas com baixa producdo, foram utilizadas pela Empresa Sociedade
Agricola Patria e Trabalho (S.A.P.T.), para o estabelecimento de pequenos cafezais. Em
face dos resultados obtidos nessas lavouras experimentais, sementes das melhores
plantas do Hibrido de Timor foram utilizadas, a partir de 1956, para a formagdo, em
larga escala, de novos cafezais por toda Ilha de Timor (Bettencourt, 1981).

Progénies do Hibrido de Timor chegaram a ocupar, em 1981, mais de 50% da
area antes ocupada por café ardbica em Timor. Esses cafeeiros apresentavam fenotipo
semelhante ao do ardbica, mas com acentuada heterogeneidade, porém com alta
resisténcia a H. vastatrix. Em 1955, sementes do Hibrido de Timor supostamente
original foram enviadas para o CIFC pela Junta de Exportacdo do Café, em Lisboa. No
CIFC foi realizada a selegdo e caracterizacdo de plantas resistentes a todas as ragas de
H. vastatrix conhecidas, e duas foram denominadas CIFC 832/1 e CIFC 832/2. Essas

plantas e derivados dos seus cruzamentos com as principais cultivares de C. arabica



foram introduzidas em quase todos os centros experimentais do cafeeiro do mundo,
inclusive no Brasil (Bettencourt, 1973).

Com a introducdo de plantas portadoras de genes de resisténcia a ferrugem, em
1970/71, iniciou-se as pesquisas de melhoramento genético do cafeeiro no Estado de
Minas Gerais, na UFV (Universidade Federal de Vigosa). No mesmo periodo foi criado
o PIPAEMG (Programa Integrado de Pesquisa Agropecudria de Minas Gerais), hoje
denominado EPAMIG (Empresa de Pesquisa Agropecuéaria de Minas Gerais), e desde
entdo essas institui¢cdes trabalham em parceria com o principal objetivo de desenvolver
cultivares de cafeeiros portadores de genes de resisténcia a ferrugem do cafeeiro
(Pereira et al., 2005).

Os acessos do Hibrido de Timor sdo as fontes de resisténcia mais utilizada nos
programas de melhoramento do Brasil. Essa fonte ¢ principalmente utilizada nos
programas de melhoramento da UFV/EPAMIG e do IAPAR (Instituto Agrondmico do
Parana), além do IAC (Instituto Agrondmico de Campinas). A descendéncia do Hibrido
de Timor constitui um valioso germoplasma, com grande variabilidade genética e
portador de genes de resisténcia contra, ndo s6 a H. vastatrix, como a outros patégenos,
como Colletotrichum kahawae, Pseudomonas syringae pv. garcae € Meloidogyne
exigua (Pereira et al., 2005; Rodrigues Jr. et al., 2004). No programa de melhoramento
do IAC, além de progénies do Hibrido de Timor, o cultivar Icatu e seus derivados, como
o Catucai sdo utilizados como fonte de resisténcia a H. vastatrix. O Icatl foi selecionado
a partir de 1950 e liberado comercialmente em 1992, e corresponde a um genotipo
derivado do cruzamento entre Coffea canephora (com nimero de cromossomos
duplicados) e C. arabica cv. Bourbon Vermelho, com dois retrocruzamentos para C.

arabica cv. Mundo Novo (Dechen et al., 2007).

4-ESTUDO DE HERANCA DA RESISTENCIA DO CAFEEIRO A
FERRUGEM

Para se fazer uso adequado do germoplasma em um programa de melhoramento
genético, ¢ importante que se conheca a relacdo genética entre as varias fontes de
resisténcia, estabelecendo primeiramente o modo de heranca de cada fonte. Se os
padrdes forem simples nas fontes, posteriormente, deve-se determinar se a resisténcia

nas diferentes fontes esta no mesmo ou em diferentes locos (Buss et al., 1989).



Os primeiros estudos de heranca da resisténcia de Coffea spp. a H. vastatrix
iniciaram em 1932, na India, quando os trabalhos de Mayne (1942, 1939, 1936, 1935,
1932) permitiram interpretar geneticamente a resisténcia de Coffea spp. a H. vastatrix.
Nesses trabalhos, foram relatadas quatro ragas, denominadas na época por strains,
responsaveis pela doenca em alguns gendtipos de café na India. Mais tarde, com a
criagdo do Centro de Investigagdo das Ferrugens do Cafeeiro (CIFC) em 1955, em
Portugal, outros pesquisadores caracterizaram, além de outras, as ragas I, I, IX e VII,
que correspondem as quatro racas identificadas por Mayne, denominadas strains 1, 2, 3
e 4, respectivamente (Fazuoli et al., 2005; Bettencourt & Noronha-Wagner, 1971;
Noronha-Wagner & Bettencourt, 1967).

Posteriormente, Kukhang ef al. (1993), estudando a heranca da resisténcia do
gene Sy3 a raca Il de H. vastatrix, na Indonésia, observaram em plantas F,, a cldssica
segregacdo mendeliana de 3:1 (3 plantas resistentes para 1 suscetivel), indicando a
presenca de um gene dominante condicionando a resisténcia do gene Sy3 a raga II. Este
mesmo gene foi estudado mais tarde, e foi observado a mesma segregacdo em uma
populacao F, derivada de C. liberica (Prakash et al., 2004).

Em estudos com a raga Il e XXV de H. vastatrix, observou-se, para ambas as
ragas, heranca monogénica na geracao F, do hibrido H 421, originada do Hibrido de
Timor UFV 427-15. Além disso, observaram, também para ambas as ragas, trés genes
dominantes e independentes governando a resisténcia nas geragdes F, dos hibridos H
419, H 430, H 447, H 464, H 469 ¢ H 484, resultantes do cruzamento das sclegOes de
Hibridos de Timor UFV 445-46, UFV 442-105, UFV 377-1, UFV 334-19, UFV 446-8,
UFV 443-3, respectivamente (Pereira, 1995). Em todas as populagdes foi realizado
inoculagdes nos respectivos retrocruzamentos resistente e suscetivel com o objetivo de
confirmar a segregagdo observada na geracao F,.

Mais tarde, Brito (2007) também estudou o Hibrido de Timor UFV 427-15. Da
mesma forma que Pereira (1995), foi observado heranga monogénica dominante quando
as populacdes F,, retrocruzamentos resistente e suscetivel foram inoculadas com a raca
Il de H. vastatrix.

Na literatura encontram-se outros trabalhos sobre a heranca da resisténcia a raga
IT de H. vastatrix em cafeeiros oriundos de cruzamento entre gendtipos suscetiveis e
acessos do Hibrido de Timor (HDT). Os trabalhos de Barbosa et al. (2005), Caixeta et
al. (2003) e Tedesco et al. (2000) observaram, na populacdo F,, que as fontes de
resisténcia HDT UFV 420-22, 427-15 e 376-2 apresentam heranca monogénica,



conferida por um gene dominante para a raga Il de H. vastatrix. Também em uma
populacdo F,, originada do cruzamento do Catuai Amarelo UFV 2154-344 com a fonte
de resisténcia HDT UFV 440-10, foi observado que dois genes dominantes ¢ um
recessivo de segregacao independente governam a resisténcia dessa fonte a raca I de H.
vastatrix (Oliveira et al., 2004). Também foi observado em duas populagdes F;
originadas de cruzamentos com o HDT UFV 440-22, que trés genes governam a
resisténcia desse Hibrido de Timor quando inoculadas com a raga Il de H. vastatrix. Na
populacdo derivada do HDT UFV 440-22 ¢ o Mundo Novo UFV 2190-100 foram
observados um gene dominante e dois recessivos independentes, enquanto na populagao
F, derivada do HDT UFV 440-22 e o Catuai UFV 2143-193 foram observados um gene
dominante e dois recessivos complementares, controlando a resisténcia (Barbosa et al.

2006; 2005).

5-MARCADORES MOLECULARES E MAPEAMENTO DE QTLs
ASSOCIADOS A RESISTENCIA A FITOPATOGENOS

Os marcadores de DNA surgiram devido a necessidade da deteccdo de
polimorfismo genético diretamente no DNA. Os marcadores de DNA exibem
neutralidade fenotipica, raramente exibem interacdes epistaticas ou pleiotropicas,
podendo ser detectados tanto em tecidos jovens como em adultos (Borém & Caixeta,
2006).

Os marcadores moleculares podem auxiliar o melhorista de café a minimizar o
problema do longo periodo necessario para a obtencao de linhagens melhoradas. O café
¢ uma cultura perene, de ciclo longo, onde o melhoramento ¢ efetuado utilizando vérios
ciclos de autofecundagdo e, ou, retrocruzamentos, sendo, portanto, um processo muito
demorado. Marcadores moleculares ligados a genes de resisténcia a doengas facilitariam
a piramidagao desses genes em cultivares comerciais (Alzate-Marin et al., 2001). Dessa
forma, as técnicas moleculares oferecem novas oportunidades para a manipulacdo dos
genes de resisténcia associados a Sele¢do Assistida por Marcadores (SAM) (Geffroy et
al., 1998).

Para disponibilizar a tecnologia da SAM, ¢ necessaria a identificacdo de
marcadores moleculares ligados aos genes de interesse. Para isso, ¢ preciso a

identificagdo de marcadores que revelem polimorfismo entre genitores contrastantes



para uma caracteristica, € que, portanto, segregarao na populagao F, proveniente do
cruzamento entre eles.

Vérios marcadores moleculares estdo disponiveis atualmente, entre eles os
microssatélites (Brunelli ez al., 2002; Chin et al., 1996; Yu et al., 1994).

Os genomas eucariotos sdao densamente povoados por seqiiéncias simples
repetidas, de 1 a 6 nucleotideos repetidos em tandem, altamente polimorficos,
denominadas de microssatélites ou SSR-Single Sequence Repeats (Caixeta et al., 2006).

Os SSRs sdo distribuidos de maneira aleatéria em genomas eucariotos (Caixeta
et al., 2006; Brunelli et al., 2002; Hearne et al., 1992). As seqiiéncias de DNA que
flanqueiam os microssatélites sao geralmente conservadas entre os individuos de uma
mesma espécie, permitindo a obtengao de primers especificos que amplificam, via PCR-
Polymerase Chain Reaction, fragmentos contendo o DNA repetitivo em todos os
gendtipos (Ferreira &  Grattapaglia, 1998). Quando os microssatélites sdo
individualmente amplificados, utilizando um par de primers complementares as
seqiiéncias que os flanqueiam, eles quase que invariavelmente mostram extensivo
polimorfismo para tamanho de bandas. A variagcdo do tamanho dos produtos de PCR ¢
uma conseqiiéncia da ocorréncia de diferentes nimeros de unidades repetitivas dentro
da estrutura do microssatélite (Cregan et al., 1999). Essa variacdo pode ter origem em
crossing-over desigual ou erro da DNA polimerase durante a replicacao (slippage).

Dessa forma, cada microssatélite, independente do elemento repetitivo, constitui
um loco genético altamente varidvel, multialélico, facilmente reprodutivel e de grande
conteudo informativo. Essa natureza altamente informativa, combinada com a
especificidade e rapidez da tecnologia da PCR favorecem a utilizagdo desses
marcadores em estudos de mapeamento de genes eucarioticos (Brunelli et al., 2002).

A maioria dos caracteres de importancia agrondémica, que sdo avaliados em
programas de melhoramento ¢ determinado por varios locos, tais caracteres sao
denominados quantitativos. Os locos genéticos que afetam um carater quantitativo sao
denominados de QTLs-Quantitative Trait Loci, podendo ser um Unico gene ou um
segmento do cromossomo (Falconer & Mackay, 1996).

O mapeamento de QTLs ¢ baseado em testes de ligacdo entre marcadores
moleculares e caracteristicas fenotipicas. A andlise mais simples utilizada na
identificacdo dessa associagdo ¢ o de Marca Simples. Essa andlise ndo requer a
constru¢do de mapas e apenas detecta associa¢do entre marcadores ¢ QTLs, sem

localizar sua posi¢ao no mapa (Edwards et al., 1987).



O mapeamento por Marca Simples ¢ utilizado para uma abordagem inicial no
mapeamento de QTLs e fornece a base para o desenvolvimento de outros métodos de
mapeamento mais complexos. Nesta andlise, a distribui¢do dos valores do fenotipo ¢
examinada separadamente, para cada loco marcador. Assim, cada teste de associagdo
fendtipo-marcador ¢ realizado independentemente da informagdo dos outros locos
marcadores. A estratégia de deteccdo ¢ baseada na comparagdo entre os valores médios
da caracteristica fenotipica associados aos diferentes genotipos marcadores. Uma
diferenca significativa entre as médias das classes genotipicas dos marcadores indica a
presenca de pelo menos um QTL associado ao marcador. Geralmente sdo utilizados os
métodos de Andlise de Variancia, de Regressdao e uma terceira possibilidade para
verificar se ha ligacdo entre QTL e marca, nesta andlise, ¢ pelo método de Maxima
Verossimilhanca. A vantagem desta analise ¢ a possibilidade de além de identificar
QTLs e estimar a sua posi¢cdo com relagdo ao marcador, ela fornece a estatistica do
LOD score, que facilita a interpretagdo do teste (Cruz & Silva, 2006; Lander &
Botstein, 1989).

Além desta, outras metodologias de identificacdo de QTLs podem ser
empregadas, as quais envolvem a analise de mapas de ligacdo, dentre elas destacam-se o
mapeamento por Intervalo Simples e por Intervalo Composto.

O mapeamento por Intervalo Simples aumenta o poder de deteccdo da
associacdo QTL-feno6tipo, através da estimativa da magnitude do efeito e a posi¢ao do
QTL no mapa genético. Esta metodologia ¢ baseada na segregacdo dos marcadores
utilizando a funcdo de Maxima Verossimilhanga para estimar a freqiiéncia de
recombinagdo e o efeito do QTL entre dois marcadores do mapa genético (Lander &
Botstein, 1989). E baseado na estimativa de probabilidades de um par de marcas
adjacentes flanquear um QTL, diferentemente do método de analise de Marcas Simples
que compara as médias fenotipicas de diferentes grupos alélicos dos marcadores.

O mapeamento por Intervalo Composto foi proposto por Jansen (1993) e Zeng
(1994). O método combina a andlise de Marcas Simples com a estatistica de Maxima
Verossimilhanga, permitindo que sejam estimados todos os pardmetros envolvidos na
analise, como a média, o efeito dos QTLs, a variancia e a distancia entre o0 QTL e os
marcadores, 0o que torna o mapeamento mais preciso (Lander & Botstein, 1989). A
desvantagem do método ¢ isolar o intervalo analisado do restante do genoma,
desconsiderando os efeitos de outros QTLs préximos ao QTL contido no intervalo

estudado.
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CAPITULO 1 - HERANCA DA RESISTENCIA DO HIBRIDO DE TIMOR A H.

vastatrix
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1-INTRODUCAO

A ferrugem, causada pelo fungo Hemileia vastatrix Berk. et Br., é considerada a
principal doeng¢a do cafeeiro, cujo controle pode ser realizado pela associagdo de
medidas de natureza quimica e genética (Zambolim et al., 1999). Apesar da eficiéncia
dos fungicidas cupricos e/ou sistémicos, o desenvolvimento de cultivares com
resisténcia genética ¢ economicamente a melhor alternativa para o controle da doenga
(Bettencourt & Carvalho, 1968).

A obtencao de cultivares geneticamente resistentes, visando diminuir os custos
de producao, tem sido um constante desafio para os melhoristas. Cultivares resistentes,
ao longo do tempo, podem tornar-se suscetiveis a novas racas do patdogeno que se
desenvolvem por meio de mutagdes genéticas, com potencial para suplantar a
resisténcia de determinados cafeeiros (Varzea et al., 2001; Cardoso, 1986).

Segundo o Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA, 2008),
existem cerca de 103 cultivares no Registro Nacional de Cultivares colocados a
disposicao dos produtores. Desse total, 41 cultivares apresenta resisténcia vertical e/ou
horizontal a H. vastatrix, sendo 26 derivadas de cruzamentos de cultivares suscetiveis
com acessos do Hibrido de Timor, listadas a seguir: Tupi IAC 1669-33, Obata TAC
1669-20 (Fazuoli et al., 2002), IAPAR 59, IPR 97, IPR 98, IPR 99, IPR 104, IPR 105,
IPR 107, IPR 108 (Sera et al., 2005), Oeiras MG 6851, Paraiso MG H 419-1, Araponga
MGI1 e MG2, Sacramento MG1, Catigud MG1 e MG2 ¢ Pau-Brasil MG1 (Pereira ef al.,
2005), além de Acaua, Canario, IBC-Palma-1 e 2, Sabia precoce, médio e tardio, e
Siriema 842.

Os acessos denominados Hibrido de Timor e as progénies derivadas do seu
cruzamento com outros cultivares, vém sendo estudados em diversas regides cafeeiras
do mundo como fonte de resisténcia a H. vastatrix (Varzea et al., 2002). O Hibrido de
Timor ¢ provavelmente um hibrido natural entre C. arabica e C. canephora
(Bettencourt, 1981; Bettencourt, 1973; Rodrigues & Bettencourt, 1965). Esse
germoplasma tem sido valioso para os programas de melhoramento, visando a obtengao
de resisténcia duravel a ferrugem. Além de alguns acessos como CIFC 832/1 e CIFC
832/2 se manterem resistentes a todas as racas conhecidas do patégeno até o momento,
eles sdo tetraploides e se hibridizam facilmente com as cultivares de C. arabica,
permitindo a transferéncia dos genes de resisténcia (Varzea & Marques, 2005; Carvalho

etal., 1989).

18



O conhecimento da heranga da resisténcia do Hibrido de Timor a H. vastatrix é
importante para fornecer um sélido entendimento da base genética da resisténcia nestes
acessos e direcionar o melhoramento genético do cafeeiro.

Os trabalhos de Mayne (1942, 1939, 1936, 1935, 1932) foram os primeiros
estudos de heranga que interpretaram geneticamente a resisténcia de Coffea spp. a H.
vastatrix. Nestes trabalhos, foram relatados quatro genes, responsaveis pela resisténcia
de alguns genotipos de café as racas de H. vastatrix predominantes na India
(Bettencourt & Noronha-Wagner, 1971; Noronha-Wagner & Bettencourt, 1967).

Poucos sdo os trabalhos encontrados na literatura estudando a heranca dos genes
de resisténcia nesse patossistema, que além de escassos sdo pouco informativos,
reforcando a importancia desse tipo de estudo. Dois trabalhos foram encontrados na
literatura sobre a heranca da resisténcia do gene Sy3 a H. vastatrix, em populagdes F,
derivadas de C. liberica (Prakash et al., 2004; Kukhang et al., 1993). O trabalho de
Pereira (1995), utilizando a raga Il e XXV de H. vastatrix, foi o primeiro estudo de
heranga dos genes que governam a resisténcia dos Hibridos de Timor UFV 445-46,
UFV 442-105, UFV 377-1, UFV 334-19, UFV 446-8 ¢ UFV 443-3. Existem outros
estudos sobre a heranga de genes existentes em derivados de Hibridos de Timor (Brito,
2007; Brito et al., 2007; Barbosa et al., 2005; Barbosa et al., 2004; Oliveira ef al., 2004;
Caixeta et al., 2003; Tedesco et al., 2000).

Assim, com o objetivo de aumentar as informagdes genéticas basicas sobre os
genes de resisténcia a ferrugem do cafeeiro existentes em acessos do Hibrido de Timor,
foi caracterizada a heranca da resisténcia a esta doenga no Hibrido de Timor UFV 443-
3. No patossistema Coffea-Hemileia vastatrix, este € o primeiro estudo de heranga em

que o in6culo utilizado foi derivado de lesdes monopustulares de H. vastatrix.

2-MATERIAL E METODOS

2.1-POPULACOES DE CAFEEIROS

O Hibrido de Timor UFV 443-3 foi autofecundado e as plantas originadas foram
utilizadas para confirmar a homozigose dos genes de resisténcia. Para a caracterizagao
da herancga da resisténcia do Hibrido de Timor UFV 443-3 a H. vastatrix, esta fonte de

resisténcia foi utilizada como genitor masculino no cruzamento com os gendtipos

suscetiveis Catuai Amarelo IAC 64 (UFV 2148-57) e Mundo Novo IAC 515-3 (UFV
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2164-193). As plantas F;, denominadas H 511-1 (UFV 2148-57 x UFV 443-3) e H 484-
1 (UFV 2164-193 x UFV 443-3), foram submetidas a autofecundagdes controladas para
obteng¢do da geragdo segregante F,. A planta F; H 511-1 foi retrocruzada com o Hibrido
de Timor UFV 443-3 e com o Catuai Amarelo UFV 2148-57. A descri¢do das plantas
estudadas encontra-se na Tabela 1.

Os cruzamentos para a obtengdo das plantas F; foram realizados por Pereira
(1995). O Hibrido de Timor UFV 443-3, os genotipos Catuai Amarelo UFV 2148-57 e
Mundo Novo UFV 2164-193, assim como os hibridos F;, se encontram no Campo de
Selecdo de Hibridos n° 8, da area experimental do Funddo do Departamento de
Fitopatologia da UFV. As mudas da autofecundagao controlada do Hibrido de Timor
UFV 443-3, dos retrocruzamentos e das geragdes F, foram produzidas em 2004/05 e

mantidas sob condi¢des de viveiro e, posteriormente, transplantadas no campo.

Tabela 1: Populacdes de cafeeiros avaliadas no estudo de heranga.

Descriciao Numero de plantas
Hibrido de Timor UFV 443-3 1
Catuai Amarelo UFV 2148-57? 1
Mundo Novo UFV 2164-193 ° 1
Planta F; H 511-1 (cruzamento 1) 1
Planta F| H 484-1 (cruzamento 2) 1
Hibrido de Timor UFV 443-3 autofecundado 50
F, do cruzamento 1 246
RCr do cruzamento 1 87
RCs do cruzamento 1 115
F, do cruzamento 2 240
Total de plantas 743

? - Genitor feminino no cruzamento com o Hibrido de Timor UFV 443-3,
denominado cruzamento 1, originando a planta F; H 511-1; P _ Genitor
feminino no cruzamento com o Hibrido de Timor UFV 443-3,
denominado cruzamento 2, originando a planta F; H 484-1.

2.2-OBTENCAO DOS ISOLADOS DE H. vastatrix

A racga Il de H. vastatrix foi caracterizada biologicamente em 1986 por Cardoso
e desde entdo estd sendo mantida pelo laboratorio BioCafé/UFV por inoculagdes
periddicas em mudas de Catuai Vermelho IAC 44. Um isolado, designado “patétipo
001, também foi utilizado no estudo de heranga. O patétipo 001 foi coletado de uma
lesdo monopustular, em lavoura comercial da cultivar Oeiras, na regido de Vigosa-MG.

Esse isolado foi selecionado por ser capaz de infectar o cultivar Oeiras, um derivado do
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cruzamento entre o Hibrido de Timor CIFC 832/1 com Caturra Vermelho CIFC 19/1,
além do cultivar Icatd Vermelho, um derivado do cruzamento entre C. canephora e C.
arabica. Estes genotipos foram langados comercialmente como resistentes a raca II de
H. vastatrix a cerca de 9 e 15 anos, respectivamente.

Para a obten¢do dos isolados monopustulares, as superficies abaxiais de folhas
do cafeeiro Catuai Vermelho IAC 44 foram inoculadas, separadamente, com
uredosporos da raca Il e do patotipo 001 de H. vastatrix. Imediatamente apos a
inoculagdo, as plantas foram transferidas para uma camara de nevoeiro sob condigdes
controladas (22°C e umidade relativa (UR)~90%), onde permaneceram por 48 horas.
Apos esse periodo, foram transferidas para uma camara com temperatura controlada de
22°C e fotoperiodo de 12 horas, onde permaneceram até a manifestagdo da doenca
(Zambolim & Chaves, 1974).

Uma pequena pustula da raca II e do patdtipo 001 foram transferidas,
separadamente, e imediatamente multiplicadas em Catuai Vermelho IAC 44, e mantidas
em compartimentos individualizados para evitar misturas (Figura 1). A metodologia
utilizada para a obtencdo de isolados monopustulares foi semelhante a descrita para
Puccinia psidii (Junghans, 2001), Puccinia tritici (Kolmer et al., 2007; Chaves &
Barcellos, 2006) e Uromyces appendiculatus (Faleiro, 1997). Ap6s a obtencao, os
uredosporos monopustulares foram inoculados nos clones diferenciadores de ragas de
H. vastatrix do BioCafé/UFV para confirmar a caracterizagao biologica do patdgeno.

A multiplicagdo dos uredosporos caracterizados foi realizada segundo a
metodologia descrita por Zambolim & Chaves (1974). Os uredosporos do patogeno
foram depositados, com auxilio de um pincel de pélo de camelo, em folhas jovens e
completamente desenvolvidas de cafeeiro Catuai Vermelho IAC 44. Em seguida, as
folhas foram aspergidas com 4agua destilada até obter-se um leve molhamento
superficial. As plantas foram mantidas no escuro, a 22°C e UR~90% por 48 horas, e em
seguida transferidas para uma camara de 22°C e fotoperiodo de 12 horas. Apds
abundante esporulacdo, os uredosporos foram coletados e acondicionados em ampolas
de vidro vedadas com algoddo. As ampolas foram colocadas dentro de um dessecador
contendo na parte inferior solu¢do de acido sulfurico, densidade de 1,8 e concentragao
de 32,6% (v/v), de modo a manter a umidade relativa em torno de 50% no ambiente

interno. O dessecador foi acondicionado em geladeira a 4°C.
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Figura 1: A - Lesdes monopustulares coletadas para
a multiplicagdo dos uredosporos. B - camara
individualizada utilizado para a multiplicacdo de
uredosporos de H. vastatrix utilizados no estudo.

2.3-INOCULACAO DAS PLANTAS

A caracterizagdo biologica de ragas foi determinada de acordo com a reagao de
resisténcia ou susceptibilidade manifestada nos clones diferenciadores de racas
mantidos pelo BioCafé¢/UFV (Quadro 1). A metodologia de disco de folhas, com duas
repeti¢des cada, foi utilizada para a caracterizagdo dos uredosporos, da raga II e do
patotipo 001 de H. vastatrix, utilizados no experimento (Tamayo et al., 1995).

Antes da inoculagdo das populagdes de cafeeiros, a viabilidade dos uredosporos
de H. vastatrix foi avaliada pelo teste de germinagdo em meio agar-agua 2%, utilizando
o método descrito por Zambolim & Chaves (1974). Somente os uredosporos com
viabilidade superior a 30% foram considerados adequados para os testes de inoculacgao.

Para a avaliagdo da resisténcia genética das plantas, foi utilizada a metodologia
de disco de folhas, por ser um método rapido na obtencao dos resultados, apesar do alto
gasto de inoculo (Tamayo et al., 1995). Para cada planta das populagdes foram
utilizados 16 discos de 1,5 cm de diametro de folhas. Cada disco foi inoculado na face
abaxial com uredosporos do patégeno, com o auxilio de pincel de pélo de camelo. Apos
a inoculacdo, os discos foram colocados sobre uma tela de nylon e espuma, saturada
com agua, no interior de um gerbox, e entdo atomizados com agua destilada. Os gerbox

contendo os discos de folhas foram fechados e mantidos na auséncia de luz durante 48
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horas a 22°C e, em seguida, transferidas para uma camara com condi¢des controladas de
temperatura e luminosidade (22°C, 12 horas de luz) (Tamayo et al., 1995). Como os
discos foram retirados de folhas colhidas nas populagdes mantidas em condi¢des de
campo, quatro de cada amostra, foram reservados sem inocular, como controle negativo,
a fim de eliminar falsos positivos. Os discos inoculados foram limpos com o auxilio de
algodao, 48 horas ap6s a inoculagao.

Durante a incubacgao, foi verificado, semanalmente, o nivel de 4gua no interior
dos gerbox. Apos cumprir o periodo latente dos controles positivos, progenitores
suscetiveis, entre 25 e 30 dias, foi iniciada a avaliagdo da resisténcia das populagdes de
acordo com a escala de notas proposta por Tamayo et al. (1995). As plantas das
populagdes inoculadas foram divididas em duas classes fenotipicas com base na
auséncia de uredosporos: (a) resistente, notas 1, 2 e 3; ou presenca de uredosporos: (b)
suscetiveis, notas 4, 5 ¢ 6. Nota 1: auséncia de sintomas; nota 2: lesdes clordticas
pequenas; nota 3: lesdes clordticas grandes, sem esporulagdo; nota 4: lesdes cloroticas
grandes com pequena esporulagdo, ocupando menos de 25% da éarea da lesdo com
uredosporos; nota 5: lesdes com esporulagao ocupando de 25 a 50% de sua area e nota

6: lesdes com esporulagdo ocupando mais de 50% de sua area (Figura 2).

Figura 2: indice de esporulagio proposta por
Tamayo et al. (1995) para avaliagdo da
resisténcia de cafeeiros a infeccdo por H.
vastatrix.
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Quadro 1: Ragas fisioldgicas de Hemileia vastatrix Berk et Br. identificadas no Brasil, com
seus respectivos genes de viruléncia e resisténcia. Adaptado de Varzea et al. (2005); Cardoso

(1986); Bettencourt (1981).
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Falta confirmar a caracterizagdo, pois apenas a raga XXXI infecta o diferenciador H 419/20, que
nao foi utilizado no trabalho de Cardoso (1986).
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2.4-ANALISE ESTATISTICA

A andlise da segregacdo fenotipica das plantas foi realizada por meio do teste
Qui-quadrado (y2), utilizando o programa GQMOL (Cruz, 2007). As diferentes
proporcdes fenotipicas foram analisadas, para um gene (3:1), dois genes (15:1 e 13:3) e
trés genes (63:1, 61:3, 55:9, 37:27, 57:7, 51:13, 49:15 e 43:21), procurando-se detectar
aquela que melhor explicasse as freqiiéncias de classes fenotipicas observadas.

As inoculagdes para a observacdo das segregacdes das populagdes foram
realizadas em periodos diferentes, sendo as repeticdes constituidas de cada periodo. A
unidade amostral foi constituida de 16 discos de folha para cada planta das populagdes.
Para as plantas originadas da autofecundagao controlada do Hibrido de Timor UFV 443-
3 foi realizada uma repeticdo. Para a populagdo F, originada do F; H 511-1 foram
realizadas trés repeti¢des. O mesmo numero de repetigdes realizados para a populacao
F, originado do F; H 484-1. Foi dois o numero de repeticdes realizados para a
populagao de retrocruzamento suscetivel, enquanto para o retrocruzamento resistente foi

realizada uma repeti¢do.

3-RESULTADOS E DISCUSSAO

A raca II e o patotipo 001 de H. vastatrix foram inoculados nos diferenciadores
de racas mantidos pelo BioCafé/UFV (Quadro 1), com o objetivo de caracterizar as
ragas fisioldgicas utilizadas no experimento. Os resultados obtidos confirmaram a raga
IT (v5) caracterizada por Cardoso (1986) como II, pelos sinais apresentados no
diferenciador do grupo fisioldgico E (Su5) e a auséncia de sinais nos diferenciadores
dos outros grupos fisiologicos. O patotipo 001, embora também caracterizado como
raca II, infectou os cultivares Oeiras e Icati Vermelho. A raca II caracterizada por
Cardoso (1986) ndo infecta esses cultivares. Esses resultados indicam que o patotipo
001 apresenta um ou mais genes de viruléncia ndo detectado(s) pelos diferenciadores de
racas do BioCafé/UFV. Como estes genétipos, langados como resistentes a raca I1 de H.
vastatrix, apresentam outro(s) gene(s) diferente(s) do Sy5 correspondente ao gene de
viruléncia v5 da raca II, ¢ possivel que este isolado seja uma raga nova de H. vastatrix.
A confirmagdo dessa hipotese necessita de estudos complementares e, portanto, este

isolado foi denominado de patétipo.
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A possibilidade da existéncia de novas racas de H. vastatrix coletadas de
derivados de Hibrido de Timor (HDT) tem sido relatada por pesquisadores do CIFC -
Centro de Investigacdo das Ferrugens do Cafeeiro. Nos ultimos anos, amostras
coletadas de derivados de HDT, como Catimor, Sarchimor € no cultivar Colémbia, tem
sido caracterizadas incorretamente como raga II (v5) (Varzea & Marques, 2005). Os
mesmos autores afirmam que apoOs a caracterizacdo inicial de 12 isolados como raca II,
coletados do cultivar Colombia (Su6), originado do HDT 1343, inoculagdes adicionais
confirmaram que esses isolados apresentavam outros genes de viruléncia (v5,? ou v5,7,?
ou v5,7,9,?).

Portanto, o patdtipo 001, embora caracterizado como raca II pela série
diferenciadora de ragas do BioCafé/UFV, pode apresentar gene(s) de viruléncia

adicional(is) (v5,?).

3.1-INOCULACOES COM A RACA II

Antes de iniciar o estudo de heranca, o Hibrido de Timor UFV 443-3 ¢ as 50
plantas derivadas da sua autofecundag@o controlada foram inoculadas com a raca II de
H. vastatrix. Todas as plantas foram resistentes (Tabela 2), o Hibrido de Timor
apresentou notas entre 1 e 2, enquanto as 50 plantas da autofecundagdo do Hibrido de
Timor UFV 443-3, entre 1 e 3. Estes resultados sugerem a possibilidade de que os genes
de resisténcia existentes neste gendtipo podem estar em homozigose, portanto, nos
testes de segregacdo do estudo de heranca realizados considerou-se a hipotese de
homozigose dos locos do progenitor resistente.

Os progenitores femininos Catuai Amarelo UFV 2148-57 ¢ Mundo Novo UFV
2164-193 mostraram-se susceptiveis quando inoculados com a raca Il de H. vastatrix,
apresentando pustulas com notas entre 5 e 6. Ambas as plantas F; avaliadas, H 511-1 e
H 484-1, foram resistentes apresentando notas entre 1 e 2 (Tabelas 2 e 5).

Para o cruzamento da fonte de resisténcia Hibrido de Timor UFV 443-3 com
Catuai Amarelo UFV 2148-57 foram avaliadas as reacdes da raca Il de H. vastatrix nas
plantas das geracdes F; e retrocruzamentos resistente e suscetivel (Tabelas 2 e 3).

Os hibridos F; e as 87 plantas do retrocruzamento resistente foram resistentes a
raca IT (3°=0,0; P=100%; Tabela 2). Esses resultados demonstram que um ou mais

genes de resisténcia existentes no Hibrido de Timor UFV 443-3 sdao dominantes.
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Na geracao F,, um total de 246 plantas foi analisado, sendo observada
resisténcia em 235 (95,5%) e susceptibilidade em 11 plantas (4,5%) (Tabela 4). Na
Tabela 3 encontram-se os testes das segregacdes, considerando diferentes proporgdes
fenotipicas para um, dois e trés genes. Os resultados obtidos pelo teste qui-quadrado
sugerem duas interpretacdes. Na primeira, a resisténcia ¢ governada por trés genes,
sendo dois dominantes e um recessivo, independentes, demonstrados pela segregacao de
61:3 (1°=0,02; P=87,27%). E na segunda, a resisténcia é governada por dois genes
dominantes e independentes, indicado pelo padrio de segregacdo de 15:1 (y°=1,33;
P=24,92%). Inicialmente acreditou-se que a segregacdo de 61:3 seria a mais adequada,
uma vez que, esta proporcao foi mais significativa pelo teste qui-quadrado (Tabela 3).

Para confirmar esses resultados, foi analisada a populacdo de retrocruzamento
suscetivel. Nesta populagdo foi inoculado um total de 115 plantas, sendo observada a
reacdo de resisténcia em 80 plantas (69,6%) e susceptibilidade em 35 (30,4%). Foram
testadas duas propor¢des fenotipicas 3:1 (3 plantas resistentes para 1 suscetivel),
esperado para dois genes dominantes e independentes; e 7:1 esperado para trés genes,
dois dominantes e um recessivo, independentes. Foi observada uma segregacgdo de 3:1
(x*=1,81; P=17,83%:; Tabela 2), enquanto a outra hipotese (7:1) foi rejeitada (Tabela 2).
Esses resultados demonstram que a segregagdo observada na populagao F, adequada
seria de 15:1 e ndo 61:3 como poderia ser considerado ao analisar apenas a segregacao
observada na geragdo F,. Portanto, a andlise genética, que incluiu as populagdes F», de
RCs e RCp, além dos progenitores e da planta F;, demonstrou que os genes presentes no
Hibrido de Timor UFV 443-3 s3ao dominantes e homozigotos, ¢ que dois genes
dominantes e independentes que conferem resisténcia a raca Il de H. vastatrix.

Para a outra populagdo originada do cruzamento do Hibrido de Timor UFV 443-
3 com Mundo Novo UFV 2164-193, um total de 240 plantas F; foi inoculado com a
raca Il de H. vastatrix. A resisténcia foi observada em 228 individuos (95%), enquanto
12 (5%) foram suscetiveis. Com esse resultado, as segregagdes de 61:3 (%°=0,05;
P=81,88%) e 15:1 (%*=0,64, P=42,37%) foram aceitas (Tabela 5). Nesta populac¢io nio

foram realizadas inoculagdes nos retrocruzamentos resistente ¢ suscetivel.
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Tabela 2: Segregacdo de resisténcia e suscetibilidade a raca II de H. vastatrix, nas
populacdes provenientes do cruzamento entre Catuai Amarelo UFV 2148-57 e o Hibrido
de Timor UFV 443-3.

Raca 11
~ Ne°. Proporc¢ao Proporc¢ao 2 Probabilidade
Populagao Plantas Observada Esperada X (%)
R S R S R S

UFV 443-3 1 0 1 0 1 0 - -
UFV 443-3 O 50 O 1 0 1 0 - -
UFV 2148-57 0 1 0 1 0 1 - -
F, H511-1 1 0 1 0 1 0 - -
RCR*® 87 0 1 0 1 0 0,00 100,00
F,(H511-1) 235 11 64,0 3 61° 3 0,02 87,27
RCg° 80 35 2.3 1 7°¢ 1 33,82 0,00
F,(H511-1) 235 11 21,4 1 15¢ 1 1,33 24,92
RCs" 80 35 273 1 349 1 1,81 17,83

® _ Retrocruzamento resistente; ” - Retrocruzamento suscetivel; - Hipotese de segregacio
de trés genes (61:3 na geragio F, e 7:1 no RCs). ® - Hipotese de segregagdo para dois
genes (15:1 na geracdo F, e 3:1 no RCs). R - Plantas resistentes, S - Suscetivelis, xz -
Valor de qui-quadrado.

Tabela 3: Teste de proporgdes fenotipicas em progénie F, de cafeeiros derivados da
autofecundagao controlada do F; H 511-1 (Catuai Amarelo UFV 2148-57 x Hibrido de
Timor UFV443-3), inoculadas com isolado monopustular da raca Il de H. vastatrix.

Proporcoes

N°. Plantas N°. Plantas

Testadas Observado Esperado Xz Probz(lgtl)l)ldade
R S R S R S

3 1 185 61 5529 0,00
15 1 231 15 1,33 24,92
13 3 200 46 32,92 0,00
63 1 242 4 13,53 0,02
61 3 234 12 0,02 87,27
55 9 235 11 211 35 1872 0,00
37 27 142 104 143,47 0,00
57 7 219 27 10,56 0,11
51 13 196 50 38,13 0,00
49 15 188 58 4931 0,00
43 21 165 81 89,62 0,00

R - Plantas resistentes, S - Suscetiveis, xz - Valor de qui-quadrado.
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Tabela 4: Plantas F, resistentes e suscetiveis a raca Il de Hemileia vastatrix. R - Planta
sem sinais do patogeno. S - Com sinais do patogeno. * - Plantas suscetiveis também
quando inoculados com o pat6tipo 001. R. II - Raga II de H. vastatrix.

F, RII| F, RN  F, RII F, RII F, RII| F, RII
1 R 42 R 83 R 124 R 165 R 206 R
2 R 43 R 84 R 125 R 166 R 207 R
3 R 44 R 85 R 126 R 167 R 208 R
4 R 45 R 86 R 127 R 168* S 209 R
5 R 46 R 87 R 128 R 169 R 210 R
6 R 47 R 88 R 129 R 170 R | 211*% S
7 R 48 R &9 R 130 R 171 R 212 R
8 R 49 R 90 R 131 R 172 R 213 R
9 R 50 R 91 R 132 R 173 R 214 R
10 R 51 R 92 R 133 R 174 R 215 R
11 R 52 R 93 R 134 R 175 R 216 R
12 R 53 R 94 R 135 R 176 R 217 R
13 R 54 R 95 R 136 R 177 R 218 R
14 R 55 R 96 R 137 R 178 R 219 R
15 R | 56% S 97 R 138 R 179 R 220 R
16 R 57 R | 98* S 139 R 180 R 221 R
17 R 58 R 99 R 140 R 181 R 222 R
18 R 59 R 100 R 141 R 182 R 223 R
19 R 60 R 101 R 142 R 183 S 224 R

20 R 61 R 102 R 143 R 184 R 225 R

21 R 62 R 103 R 144 R 185 R 226 R

22 R 63 R 104 R 145 R 186 R 227 R

23 R 64 R 105 S 146 R 187 R 228 R

24 R 65 R 106 R 147 R 188 R 229 R

25 R | 66% S 107 R 148 R 189 R 230 R

26 R 67 R 108 R 149 R 190 R 231 R

27 R 68 R 109 R 150 R 191 R 232 R

28 R 69 R 110 R 151 R 192 R 233 R

29 R 70 R 111 R 152 R 193 R 234 R
30 R 71 R 112 R 153 R 194 R 235 R
31 R 72 R 113 R 154* S 195 R 236 R
32 R 73 R 114 R 155 R 196 R 237 R
33 R 74 R 115 R 156 R 197 R 238 R
34 R 75 R 116 R 157 R 198 R 239 R
35 R 76 R 117 R 158 R 199 R 240 R
36 R 71 R 118 R 159* S 200 R 241 R
37 R 78 R 119 R 160 R 201 R 242 R
38 R 79 R 120 S 161 R 202 R 243 R

39* S 80 R 121 R 162 R 203 R 244 R

40 R 81 R 122 R 163 R 204 R 245 R

41 R 82 R 123 R 164 R 205 R 246 R
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Tabela 5: Segregacdo de resisténcia e suscetibilidade das populacdes de cafeeiros
provenientes do cruzamento entre Mundo novo 2164-193 e o Hibrido de Timor UFV
443-3, inoculados com a raca Il de H. vastatrix.

Raca 11
- N°. Proporcao Proporcao 2 Probabilidade
Populagao Plantas Obszrvgda EspI:araila X (%)
R S R S R S
UFV 2164-193 0 1 0 1 0 1 - -
Fi1 H 484-1 1 0 1 0 1 0 - -
F,(H 484-1) * 228 12 57 3 61 3 0,05 81,88

F,(H484-1) " 228 12 19 1 15 1 0,64 42,37
® _ Hipotese de segregacdo de trés genes (61:3 na geracdo F,). " - Hipotese de
segregacdo para dois genes (15:1 na geragdo F»). R - Plantas resistentes, S - Suscetiveis,
x?*- Valor de qui-quadrado.

3.2-INOCULACOES COM O PATOTIPO 001

Analisando as reagdes das plantas provenientes da autofecundacao do Hibrido de
Timor UFV 443-3 inoculadas com o patotipo 001 de H. vastatrix, foram observados,
para este isolado, que os genes de resisténcia deste progenitor também estdo em
homozigose. O genétipo Catuai Amarelo UFV 2148-57 mostrou-se suscetivel e o
Hibrido de Timor resistente.

A natureza da resisténcia do Hibrido de Timor UFV 443-3 foi determinada apos
a analise de segregacdo fenotipica das plantas das populagdes F, provenientes de
autofecundagdo controlada do F; H 511-1, e respectivos retrocruzamentos, derivados de
cruzamentos com o Hibrido de Timor UFV 443-3 e o Catuai Amarelo UFV 2148-57. A
planta F; H 511-1 avaliada foi resistente, apresentando notas entre 1 e 2 (Tabela 6).

Como as 87 plantas do retrocruzamento resistente (F; H 511-1 x Hibrido de
Timor UFV 443-3) nio apresentaram sinais do patogeno (x°=0,0; P=100%; Tabela 6), &
possivel sugerir que os genes que conferem reagdo de resisténcia do Hibrido de Timor

UFV 443-3 ao patotipo 001 de H. vastatrix sao dominantes.
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Tabela 6: Segregacao de resisténcia e suscetibilidade ao isolado monopustular do patétipo
001 de H. vastatrix, nas populacdes provenientes do cruzamento entre Catuai Amarelo
UFV 2148-57 e o Hibrido de Timor UFV443-3.

Patoétipo 001
~ N°. Propor¢ao Proporc¢ao 2 Probabilidade
Populagao Plantas Observada Esperada X (%)
R S R S R S

UFV 443-3 1 0 1 0 1 0 - -
UFV 443-3 O 50 0 1 0 1 0 - -
UFV 2148-57 0 1 0 1 0 1 - -
FiH511-1 1 0 1 0 1 0 - -
RCr? 87 0 1 0 1 0 0,00 100,00
F,(H 511-1) 231 15 154 1 15¢ 1 0,01 92,13
RCs® 85 30 2,8 1 3¢ 1 0,07 78,78
F,(H 511-1) 231 15 46,2 3 61¢ 3 1,09 29,54
RCs" 85 30 28 1 74 1 19,41 0,00

® _ Retrocruzamento resistente; ” - Retrocruzamento suscetivel; ¢ - Hipotese de segregacio
para dois genes (15:1 na geracdo F, e 3:1 no RCg); * - Hipotese de segregacio de trés genes
(61:3 na geracdo F, e 7:1 no RCs); R - Plantas Resistentes; S - Suscetiveis; xz - Valor de
qui-quadrado.

As 246 plantas F,, originadas da autofecunda¢do do F; H 511-1, foram
inoculadas com o patétipo 001 de H. vastatrix e 231 foram resistentes (93,9%),
enquanto 15 foram suscetiveis (6,1%) (Tabela 7). Com esses resultados, duas
segregacdes fenotipicas, também, foram significativas, 15:1 e 61:3 (Tabela 8). Para o
padrao de segregacdo de 15:1 foi obtido um valor de qui-quadrado muito baixo
(x*=0,01), ou seja, existe uma pequena diferenca entre os dados esperados e os
observados, com uma probabilidade (P=92,13%) bem superior da obtida para a razdo de
61:3. Para o padrio de segregagdo de 61:3 obteve-se um valor de qui-quadrado (%) de

1,09 com uma probabilidade de 29,54% (Tabela 8).
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Tabela 7: Plantas F, resistentes e suscetiveis ao patotipo 001 de Hemileia vastatrix. R -
Planta sem sinais do patégeno. S - Com sinais do patdgeno. * - Plantas suscetiveis
também quando inoculados com a raca Il de H. vastatrix. Pat. 1 - Patotipo 001 de H.

vastatrix.
Fz Pat. 1 Fz Pat. 1 Fz Pat. 1 Fz Pat. 1 Fz Pat. 1 Fz Pat. 1
1 R 42 R 83 R 124 R 165 R 206 R
2 R 43 R 84 R 125 R 166 R 207 R
3 R 44 R 85 R 126 R 167 R 208 R
4 R 45 R 86 R 127 R 168* S 209 R
5 R 46 R 87 R 128 R 169 R 210 R
6 R 47 R 88 R 129 R 170 R 211* S
7 R 48 R 89 R 130 R 171 R 212 R
8 R 49 R 90 R 131 R 172 R 213 R
9 R 50 R 91 S 132 R 173 R 214 R
10 R 51 S 92 R 133 R 174 R 215 R
11 R 52 R 93 R 134 R 175 R 216 R
12 S 53 R 94 R 135 R 176 R 217 R
13 R 54 R 95 R 136 R 177 R 218 R
14 R 55 R 96 R 137 R 178 R 219 R
15 R 56* S 97 R 138 R 179 R 220 R
16 R 57 R 98* S 139 R 180 R 221 R
17 R 58 R 99 R 140 R 181 R 222 R
18 R 59 R 100 R 141 R 182 R 223 R
19 R 60 R 101 R 142 R 183 R 224 R
20 R 61 R 102 R 143 R 184 R 225 R
21 R 62 R 103 R 144 R 185 R 226 R
22 S 63 R 104 R 145 R 186 R 227 R
23 R 64 R 105 R 146 R 187 R 228 R
24 R 65 R 106 R 147 R 188 R 229 R
25 R 66* S 107 R 148 R 189 R 230 R
26 R 67 R 108 R 149 R 190 R 231 S
27 R 68 R 109 R 150 R 191 R 232 R
28 R 69 R 110 R 151 R 192 R 233 R
29 R 70 R 111 R 152 R 193 R 234 R
30 R 71 R 112 R 153 R 194 R 235 R
31 R 72 R 113 R 154* S 195 R 236 R
32 R 73 R 114 R 155 R 196 R 237 R
33 R 74 R 115 R 156 R 197 R 238 R
34 R 75 R 116 R 157 R 198 R 239 R
35 R 76 R 117 R 158 R 199 S 240 R
36 R 77 R 118 R 159* S 200 R 241 R
37 R 78 R 119 R 160 R 201 R 242 R
38 R 79 R 120% S 161 R 202 R 243 R
39* S 80 R 121 R 162 R 203 R 244 R
40 R 81 R 122 R 163 R 204 R 245 R
41 R 82 R 123 R 164 R 205 R 246 R

w
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Tabela 8: Proporcoes fenotipicas em progénie F, de cafeeiros derivados da
autofecundagdo controlada do F; H 511-1 (Catuai Amarelo UFV 2148-57 x Hibrido de
Timor UFV443-3), inoculados com o isolado monopustular patétipo 001 de H.
vastatrix.

Proporcoes N°. Plantas N°. Plantas , Probabilidade

Testadas Observado Esperado X (%)
R S R S R S

3 1 185 62 46,88 0,00
15 1 231 15 0,01 92,13
13 3 200 46 25,85 0,00
9 7 138 108 141,72 0,00
63 1 242 4 32,89 0,00
61 3 231 15 234 12 1,09 29,54
55 9 211 35 12,91 0,03
37 27 142 104 131,37 0,00
57 7 219 27 30,71 0,00
51 13 196 50 41,22 0,00
49 15 188 58 79,64 0,00
43 21 165 81 46,88 0,00

R - Plantas resistentes, S - Suscetiveis, x> - Valor de qui-quadrado.

As plantas do retrocruzamento suscetivel foram inoculadas para confirmar os
resultados. Nesta populagio foi observada uma segregagdo de 3:1 (x’=0,07; P=78,78%;
Tabela 6), esperado para dois genes governando a reacao de resisténcia. A segregacao
7:1, esperada para trés genes, foi rejeitada (Tabela 6). Estes resultados confirmam os
resultados obtidos na inoculag¢do da populacio F,, demonstrando que a segregacgao 15:1
¢ mais adequada. Dessa forma, e com base nos dados obtidos, é possivel inferir que
existem dois genes dominantes e independentes controlando a reacao de resisténcia do

Hibrido de Timor UFV 443-3 ao pat6tipo 001 de H. vastatrix.
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CAPITULO 2 - MAPEAMENTO DE QTLs DO HIBRIDO DE TIMOR

ASSOCIADOS A RESISTENCIA A H. vastatrix
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1-INTRODUCAO

A resisténcia do cafeeiro a H. vastatrix tem sido atribuida a nove genes
dominantes (Syl a Sy9), simples ou em associacdo. Os genes Syl, Sy2, Sp4 e SyS5,
foram caracterizados em C. arabica (Bettencourt & Noronha-Wagner, 1971;
Bettencourt & Carvalho, 1968; Noronha-Wagner & Bettencourt, 1967). O gene Sp3,
supostamente derivado de selegdoes de C. liberica (Bettencourt & Rodrigues, 1988;
Bettencourt & Noronha-Wagner, 1971; Wagner & Bettencourt, 1965). Os genes Sy6,
Su7, Su8 e Sy9 foram identificados em derivados do Hibrido do Timor (Bettencourt et
al., 1992; Bettencourt et al., 1980) e em outros hibridos interespecificos tetraploides
(Bettencourt & Rodrigues, 1988; Rodrigues Jr. et al., 1975). A existéncia de outros
genes de resisténcia em derivados do Hibrido de Timor e em outros hibridos
interespecificos tem sido confirmada pela suplantacdo de resisténcia de alguns desses
cafeeiros em relagdo a novas ragas de H. vastatrix (Rodrigues et al., 2000). Além disso,
alguns autores tém referido a possivel existéncia de outros genes menores conferindo
resisténcia incompleta em derivados do Hibrido de Timor (Eskes et al., 1990, 1983).

Apenas os genes maiores identificados em cafeeiros tém sido utilizados em
programas de melhoramento visando a obtencdo de gendtipos resistentes a H. vastatrix.
Embora a base genética da resisténcia duradoura em plantas ndo seja ainda bem
compreendida (Johnson, 1981), frequentemente ela tem sido atribuida a genes menores.
Enquanto essa questdo ndo ¢ esclarecida a combinagdo da resisténcia vertical com a
horizontal pode resultar na resisténcia duravel.

A resisténcia vertical ¢ especifica a certas racas do patdogeno, completa e ¢é
considerada como oligogénica ou monogénica (qualitativa), por ser condicionada por
um ou poucos genes de efeito maior (Van der Plank, 1963). A resisténcia horizontal,
também conhecida como resisténcia quantitativa, atua sobre todas as racas do patdogeno
em maior ou menor grau e pode se manifestar em diferentes etapas da patogénese. A sua
caracteristica marcante ¢ a existéncia de um nivel gradual de resisténcia no hospedeiro
que pode variar 0 a 100% quanto a intensidade de doencga (Parlevliet, 1979). Este tipo
de resisténcia ¢ influenciado por inumeros fatores ambientais e pode ser governada por
varios genes de efeito menores (Van der Plank, 1963).

Uma das alternativas para combinar diferentes genes de resisténcia de efeito
maior (resisténcia vertical) e menor (resisténcia horizontal) em genétipos comerciais

seria a piramidacdo de genes. Piramidacdo pode ser definido como o acimulo ou
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introgressao de varios genes em um cultivar (Milach & Cruz, 1997). Entretanto,
acumular genes em um mesmo gendtipo ¢ uma tarefa dificil de ser realizada pelos
métodos tradicionais de melhoramento.

Uma ferramenta eficiente ¢ que pode auxiliar a piramidacao de genes, além de
outras estratégias de melhoramento genético visando resisténcia a doengas, ¢ o uso de
marcadores moleculares. Esses marcadores poderiam ser utilizados nos programas de
melhoramento para a sele¢do assistida por marcadores moleculares (SAM), a qual
possibilita inferir de forma répida e eficiente a presenga dos genes de resisténcia pela
presenga de marcadores moleculares nas progénies (Borém & Caixeta, 2006; Ferreira &
Grattapaglia, 1998). Outra vantagem ¢ que os marcadores nao sdo influenciados pelo
ambiente. A sele¢do podera ser realizada precocemente, diminuindo os esfor¢os e custos
com as avaliacdes de populagdes cafeeiras, além de reduzir o tamanho das populacdes a
cada geracdo e, conseqiientemente, o tempo necessario para a obtencdo de genotipos de
cafeeiros resistentes a H. vastatrix.

Nesse contexto, ¢ preciso, primeiramente, identificar marcadores moleculares
ligados aos genes maiores e menores associados a resisténcia a H. vastatrix. Isso pode
ser realizado detectando e mapeando QTLs (Quantitative Trait Loci) para a resisténcia a
esse patdgeno. A identificacdo de locos ligados a caracteristicas quantitativas ¢ uma
estratégia importante para conhecer melhor a genética de uma espécie. Por meio de
marcadores moleculares pode-se mapear QTLs e entender o nimero, a localizagdo no
genoma, ecfeito dos genes de resisténcia a doengas e a interagdo entre eles. Esses
conhecimentos poderiam facilitar os melhoristas na busca para resisténcia a doengas.

Diversos tipos de marcadores podem ser utilizados, destacando-se entre eles os
microssatélites ou SSR (Simple Sequence Repeats). Os SSR sdo altamente polimorficos,
co-dominantes e sdo distribuidas de maneira aleatéria em genomas de organismos
eucariotos (Caixeta et al., 2006). Tomadas em conjunto, essas caracteristicas favorecem
a utilizacdo desse marcador em estudos de mapeamento, principalmente no caso de C.
arabica que apresenta base genética muito estreita (Maluf et al., 2005; Pearl et al.,
2004; Carvalho & Fazuoli, 1993; Berthaud & Charrier, 1988).

Em espécies do género Coffea, poucos sao os trabalhos que mapearam
marcadores moleculares ligados aos genes de resisténcia a H. vastatrix (Brito, 2007;
Prakash et al., 2004). O trabalho de Prakash er al. (2004) foi realizado em uma
populacdo F, oriunda de C. liberica, constituida de 101 plantas e portadora do gene de

resisténcia Sy3. Os autores mapearam 21 marcas AFLP ligadas a este gene de
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resisténcia. Brito (2007) trabalhando com 160 plantas F,, tendo como um dos
progenitores o Hibrido de Timor 427-15, mapeou marcas AFLP ligadas a um gene de
resisténcia a raga Il de H. vastatrix.

A partir de primers microssatélites disponiveis na literatura e outros
desenvolvidos no BioCafé/UFV, objetivou-se mapear Locos de Caracteristica
Quantitativa (QTLs) associados a resisténcia do Hibrido de Timor UFV 443-3 a H.

vastatrix.

2-MATERIAL E METODOS

2.1-MATERIAL GENETICO E AVALIACAO DA DOENCA

Para a identificagao de QTLs associados a resisténcia do cafeeiro a H. vastatrix,
o Hibrido de Timor UFV 443-3, resistente, foi utilizado como progenitor masculino no
cruzamento com o gendtipo suscetivel Catuai Amarelo IAC 64 (UFV 2148-57). A
planta F; H 511-1 foi autofecundada para obtengdo da geracdo F, constituia de 246
plantas.

Os progenitores e as plantas da geragdo F, foram inoculados com a raga Il e o
patdtipo 001 de H. vastatrix. A metodologia de inoculagdo utilizada foi a de disco de
folhas (Tamayo et al., 1995). Apds a inoculacdo, os discos foram atomizados com agua
destilada. Gerbox contendo os discos das populacdes foram mantidos na auséncia de luz
durante 48 horas a 22°C e, em seguida, transferidos para uma cdmara com condig¢des
controladas de temperatura e luz (22°C, 12 horas de luz). Os discos inoculados foram
limpos com o auxilio de algodao 48 a 72 horas ap6s a inoculagdo.

A avalia¢do da doenga foi iniciada apos cumprir o periodo latente do controle
positivo (progenitor suscetivel) de acordo com uma escala de notas (Tamayo et al.,
1995). A severidade da doenga foi estimada com o auxilio desta escala de notas que
variou de 1 a 6. Nota 1: auséncia de sintomas; nota 2: lesdes clordticas pequenas; nota
3: lesoes clordticas grandes, sem esporulacao; nota 4: lesdes cloroticas grandes com
pequena esporulacdo, ocupando menos de 25% da area da lesdo com uredosporos; nota
5: lesdes com esporulagdo ocupando de 25 a 50% de sua area e nota 6: lesdes com

esporulacao ocupando mais de 50% de sua area.
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2.2-EXTRACAO E PURIFICACAO DE DNA

Foi realizada a extracdo do DNA gendmico dos progenitores, Hibrido de Timor
UFV 443-3 ¢ Catuai Amarelo UFV 2148-57, da planta F; H 511-1 e das 246 plantas da
populagao F,.

A extracdo de DNA seguiu a metodologia descrita por Diniz ef al. (2005), com
adaptacdes. Dois tampdes foram preparados, o primeiro denominado tampao de lise
(Sorbitol 0,35 M, Tris-HCI 0,10 M pH 8,0, EDTA 5 mM) e o segundo de extracdo
(NaCl 2 mM, CTAB 2%, Tris-HCI1 0,2 M, EDTA 0,05 M). Os dois tampdes foram
misturados e acrescidos de sarcosil (5%), bissulfito de sodio (1%), carvao ativo (0,1%) e
PVP-40 (2%). Apo6s esse preparo, 1,5 mL da solugdo de extragdo, pré-aquecido a 65°C,
foi adicionado dentro de cada tubo de 2 ml contendo 50 mg de tecido vegetal macerado
de cada amostra. A seguir, os tubos foram deixados em banho-maria a 65°C por 40 min.
As amostras foram centrifugadas por 5 minutos a 18704 g ¢ o sobrenadante transferido
para novos tubos, com a adicdo de 1 mL de cloroférmio-alcool isoamilico (24:1). Os
tubos foram agitados até completa homogeneizacdo e centrifugados por 5 minutos a
18704 g. O sobrenadante foi transferido para outro tubo com o mesmo volume de
isopropanol e mantido por 2 horas a -20°C. Apos este periodo o material foi
centrifugado por 20 minutos a 18704 g, o sobrenadante foi descartado e o pellet lavado
com etanol 70% e 95%. O pellet foi tratado com RNAse (10 mg/uL) apds ser secado e
ressuspendido em TE (Tris-HCI 10 mM pH 8,0, EDTA 0,1 mM pH 8,0). O DNA foi
precipitado com NaCl, incubado por 2 horas a -20°C recolhido por centrifugagao por 20
minutos a 18704 g. O sobrenadante foi descartado e ap6s tratamento com etanol 70% e
95%, foi ressuspenso em 200 pL de TE. A qualidade e quantidade do DNA foram
avaliados em espectrofotometro. O DNA foi diluido para a concentragdo de 25 ng/uL e

armazenado a -20°C até o uso.

2.3-AMPLIFICACAO DOS PRIMERS

Foram utilizados 282 primers SSR, sendo 158 disponibilizados na literatura, 109
desenvolvidos a partir de dados do Projeto Brasileiro do Genoma Café e 15 de
biblioteca gendmica enriquecida, estes dois ultimos desenvolvidos no Laboratorio
BioCafé/UFV (dados nao publicados). Além dos primers SSR, foram utilizados quatro
primers RAPD da Operon Technologies (OPA 1, OPA 14, OPA 17 ¢ OPAB 9).
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Os primers SSR da literatura foram desenvolvidos por meio de bibliotecas
genomicas de C. arabica cv. Caturra (Moncada & Mccouch, 2004; Combes et al., 2000;
Rovelli et al., 2000), bibliotecas genomicas de Hibrido de Timor (Baruah et al., 2003),
sequéncias de C. arabica e C. canephora depositados no GenBank (Poncet et al., 2004;
Coulibaly et al., 2003), além de ESTs de um hibrido entre C. canephora x C. congensis
(Bhat et al., 2005).

Um total de 286 primers SSR e RAPD foi utilizado para amplificar o genoma
dos progenitores da populagdo F,, Hibrido de Timor UFV 443-3 ¢ Catuai Amarelo UFV
2148-57. Todos os primers polimoérficos entre os progenitores foram utilizados para o
estudo de mapeamento de QTLs na populagao F».

A reagdo de amplificacdo com os primers SSR consistiu de 0,1 uM de cada
primer SSR (forward e reverse), 150 uM de cada dANTP, 1 U de Taq DNA polimerase,
50 ng de DNA gendmico, tampao (Tris-HCI 100 mM pH 8,3, KCI 500 mM), MgCl, 1,0
mM, e agua milli-Q estéril em quantidade suficiente para completar 20 pL para cada
reacdo. A amplificacio foi efetuada em termociclador modelo PTC-200, da MJ
Research, utilizando o procedimento de touchdown PCR. As condi¢des de amplificacio
foram as mesmas definidas por Rufino et al. (2005) e consistiram de dez ciclos de
desnaturagdo por 30 segundos a 94°C, anelamento por 30 segundos, reduzindo a
temperatura gradualmente de 1°C a cada ciclo, de 66 a 57°C e extensdo por 30 segundos
a 72°C. Em seguida, foram realizados outros 30 ciclos constituidos de desnaturagdo a
94°C por 30 segundos, anelamento a 57°C por 30 segundos e extensdo a 72°C por 30
segundos. A reagdo foi finalizada com uma extensdao de 72°C, por 8 minutos. Os
produtos resultantes da reacdo de PCR foram separados por eletroforese em gel de
poliacrilamida 6% desnaturante e visualizados por meio de coloracdo com nitrato de
prata.

Cada reacao de amplificacao dos primers RAPD consistiu de um volume total de
25 ul, contendo os seguintes componentes: 25 ng de DNA gendmico, 1 U de Tag DNA
polimerase, 0,1 mM de cada ANTP, 0,2 uM de primer, 50 mM de KCIl, 10 mM de Tris
HCI pH 8,3 ¢ 2 mM de MgCl, e o volume final completado com agua milli-Q estéril.
As condi¢des de amplificacdo consistiram de desnaturagdo a 95°C por 1 min, 39 ciclos
para amplificagdo (94°C por 15 segundos, 35°C por 30 segundos, 72°C por 60

segundos) ¢ uma extensdo final a 72°C por 7 minutos. Os produtos das reagdes de
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amplificacdo foram separados por eletroforese em géis de agarose 1,2%, corados com

brometo de etidio, visualizados sob luz ultravioleta e fotodocumentados.

2.4-ANALISE ESTATISTICA

A determinacdo da ordem dos marcadores moleculares nos grupos de ligagao do
mapa genético e suas distancias foram obtidas com o auxilio do programa GQMOL
(Cruz, 2007). O agrupamento dos marcadores foi feito adotando uma freqiiéncia de
recombinagdo maxima de 0,40 e um LOD score minimo de 3,0. Os valores obtidos pela
freqiiéncia de recombinacao foram apresentados em centiMorgan (cM).

As marcas com segregacdo distorcidas foram consideradas na construcdo do
mapa genético, porém, desconsideradas nas analises de identificacdo de QTLs.

O mesmo programa foi utilizado para detectar os QTLs associados a resisténcia
no Hibrido de Timor UFV 443-3 a raca II e ao patotipo 001 de H. vastatrix. Para isso,
dois testes estatisticos foram utilizados, Marca Simples e Intervalo Simples. No
primeiro foram utilizados trés métodos: Analise de Variancia, Anélise de Regressdo e
Maxima Verossimilhanga, todos a 5% de probabilidade. Para confirmar os QTLs foi
utilizada a andlise por Intervalo Simples associado ao Método de Maxima
Verossimilhanga (P<0,05). Somente foram considerados os QTLs significativos em
todos os testes estatisticos.

Para verificar o efeito fenotipico dos QTLs na severidade média da doenca, foi
realizado um teste de comparacdo de médias, Tukey ao nivel de 5% de probabilidade. A
severidade média da doenca para cada planta F, foi estimada pela nota média de trés
repeti¢des utilizando a escala de Tamayo et al. (1995). As andlises foram realizadas

com auxilio do programa ESTAT (UNESP-Jaboticabal, SP).

3-RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1-CONSTRUCAO DE MAPA GENETICO

A primeira etapa para o mapeamento genético foi selecionar marcadores
moleculares que apresentaram polimorfismo entre o Hibrido de Timor UFV 443-3 ¢ o
Catuai Amarelo UFV 2148-57. De um total de 286 primers avaliados, 21

microssatélites e 4 RAPD foram polimorficos nos progenitores (8,74%). O baixo
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polimorfismo obtido pode ser atribuido a base genética estreita de C. arabica (Maluf et
al., 2005; Pearl et al., 2004; Carvalho & Fazuoli, 1993; Berthaud & Charrier, 1988) ¢ ao
fato dos progenitores utilizados nesse estudo serem derivados de uma espécie comum.
O Hibrido de Timor apesar de ser um hibrido interespecifico, uma das espécies que o
originou ¢ o C. arabica. Além disso, tem sido mencionado na literatura que os acessos
de Hibrido de Timor estdo mais proximos geneticamente de C. arabica que a outra
espécie de origem, C. canephora (Moncada & McCouch, 2004). Estes autores
estudaram a diversidade genética de cafeeiros diploides e tetraploéides com marcadores
microssatélites. Seus resultados mostraram que a maior parte dos alelos de dois
Hibridos de Timor derivou de C. arabica. Uma de suas justificativas foi atribuida a
origem interespecifica desse hibrido entre C. arabica e C. canephora (Bettencourt,
1973; Rodrigues & Bettencourt, 1965), onde um ou mais retrocruzamentos com C.
arabica podem ter ocorrido, como também sugere Moreno (1989).

Em outro trabalho, Prakash et al. (2004) encontraram polimorfismo em 18,75%
dos primers, utilizando marcador AFLP. A populagdo F, utilizada por estes autores ¢
altamente contrastante, pois ¢ proveniente de cruzamento interespecifico, C. arabica
cultivar Matari e C. liberica, o que justifica o maior polimorfismo encontrado em seu
trabalho. Oliveira et al. (2007), trabalhando com uma populagdo de retrocruzamento
derivada de Hibrido de Timor e Catuai, utilizou marcadores RAPD para construir um
mapa genético e observou polimorfismo em 10,58% dos primers analisados.

Os 25 primers polimoérficos foram utilizados para amplificar o genoma de toda a
populagdo F,, constituida de 246 individuos (Tabela 1). A segregacdo dos marcadores
moleculares na populagio foi verificada utilizando o teste qui-quadrado (x%) a 5% de
probabilidade, com uso da corre¢do de Bonferroni. Esta analise, além de levar em
consideracdo os desvios entre os valores esperados e observados, também ¢ sensivel ao
nimero de individuos (Cruz & Silva, 2006). Estes autores recomendam utilizar a
correcao de Bonferroni quando se realizam testes conjuntos para varias marcas. Esta
corregdo estabelece um nivel critico de significancia que reduz a probabilidade de
rejeicdo de uma hipotese verdadeira. Assim, evita-se que se cometa o erro estatistico
Tipo I, ou seja, rejeitar a razdo de segregacdo observada quando esta ¢ verdadeira.
Portanto, para o experimento, a probabilidade apds a correcdo de Bonferroni foi dada
pela razdo entre a probabilidade individual (5%) e o nimero de testes, que corresponde
as 25 marcas utilizadas. Dessa forma, o valor de probabilidade do experimento com a

correcao de Bonferroni foi de 0,20%.
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Tabela 1: Primers SSR e RAPD polimorficos nos progenitores Hibrido de Timor UFV 443-3 e Catuai Amarelo UFV 2148-57.

Nome | N° Acesso Repeticao Tm °C | Tamanho (pb) Forward primer (5'>3') Reverse primer (5'>3") Referéncia
SSR 8 E8-3CTG (CA)14 60-55 198 CACTGGCATTAGAAAGCACC GGCAAAGTCAATGATGACTC Rovelli et al. (2000)
SSR 16 AJ250252 (GT)4/(GA)4/(GT)4/(GT)s | 60-55 140-146 ACCCGAAAGAAAGAACCAAG CCACACAACTCTCCTCATTC Combes et al. (2000)
SSR 18 AJ250254 (CA)15(CG)4CA 60-55 132-166 GGCTCGAGATATCTGTTTAG TTTAATGGGCATAGGGTCC Combes et al. (2000)
SSR 30 AJ308745 - 60-55 220 ATGGGGCCAACTTGAATATG CAGGGATCTATCTACTTCTCTTT | Poncet et al. (2004)
SSR 45 AJ308793 - 58 194 CTGAGCGCATGGAAGGAGTA GGAGACGCAGGTGGTAGAAG Poncet et al. (2004)

SSR 95 CFGA249 (AG)13 60-55 352 TAAGAAGCCACGTGACAAGTAAGG | TATGGCCCTTCTCGCTTTAGTT Moncada (2004)
SSR 100 | CFGA465 (AG)1s 60-55 157 ACCCTTTACTACTTATTTACTCTC ACATCCCCTTGCCATTTCTTC Moncada (2004)
AC 1 - - 60-55 180 - - ndo publicado
AT 12 - (AT); 61-58 108 - - néo publicado
AT 21 - (TA); 62-56 109 - - néo publicado
AT 25 - (AT)e 58-55 139 - - ndo publicado
AAC 12 - (T)1o/(TTA)2/(TA)2/(TA)2 61 119 - - nao publicado
AAT 9 - - 60 155 - - nao publicado
AAT 10 - - 60-55 200 - - nao publicado
CCG 3 - (CCG)s 64-60 100 - - nao publicado
CCG5 - (AATT)2/(CCG)e 61-60 101 - - nao publicado
CCG 15 - (GGC)s/(GAA)7 59-56 259 - - nao publicado
ACGG 1 - - 60-55 152 - - nao publicado
ACTA 13 - - 60-55 170 - - néo publicado
Nome - - - Tamanho (pb) Seqiiéncia - Referéncia
OPA 1 - - - 1450 CAGGCCCTTC - Operon Tecnologies
OPA 14 - - - 1300 TCTGTGCTGG - Operon Tecnologies
OPA 17 - - - 860 GACCGCTTGT - Operon Tecnologies
OPAB 9 - - - 1150 GGGCGACTAC - Operon Tecnologies

45




Na andlise da razdo de segregacao foram observados cinco marcadores
microssatélites (SSR) segregando como marcador dominante, CCG 3, SSR 45, SSRCa
23, AT 12 e SSR 100; ou seja, segregaram numa propor¢do de 3:1. Os outros 16
marcadores SSR segregaram na proporcao esperada para marcador co-dominante, razdo
de 1:2:1 (Tabela 2).

Os marcadores denominados SSRCa 23, SSR 100 e AT 21 apresentaram
distor¢do na razao de segregagdo esperada, correspondendo a 12% de marcas distorcidas
(Tabela 2). Encontram-se na literatura trabalhos com café, em populagdes F,, onde foi
observada distor¢do em 24,85% das marcas, utilizando marcadores RAPD (Lashermes
et al.,2001) e em 12% com marcadores AFLP (Paillard et al., 1996). Em populacdes de
retrocruzamento, foi encontrado 5,5% dos marcadores RAPD distorcidos (Teixeira-
Cabral et al., 2004) e, em outro trabalho, 24,72% dos marcadores RAPD (Oliveira et al.,
2007).

Inicialmente foram construidos dois mapas, um contendo apenas as marcas que
ndo apresentaram distor¢ao de segregacao e outro contendo todas as marcas, distorcidas
e nao distorcidas. Como nao houve alteragdo na ordem e distancia das marcas, foram
utilizadas todas as marcas para a constru¢cdo do mapa genético (Figura 1). Silva (2006) e
Moreira (2004), utilizando marcadores SSRs para localizar QTLs associados a genes de
resisténcia a doencas, também consideraram as marcas que apresentaram distor¢cdo de
segregacdo na construcdo do mapa, pois as mesmas nao prejudicaram a ordenacdo e a
ligacdo dos marcadores que ndo apresentaram distor¢do. Estas sdo as principais
influéncias na precisdo do mapeamento genético (Cruz & Silva, 2006; Xian-Liang et al.,
2006).

Um total de 23 marcadores formaram seis grupos de ligacdo, cobrindo uma
distancia de 277,90 cM do genoma (Figura 1). As marcas SSR 30 ¢ SSR 95 ndo se
ligaram em nenhum dos grupos de ligacdo formados. As 23 marcas apresentaram-se

bem distribuidas, considerando-se o pequeno nimero de marcadores utilizados.
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Tabela 2: Valores de qui-quadrado (3°) e respectivas probabilidades obtidas da analise
de segregacdo de 25 marcas moleculares na populacao F; originada da F; H 511-1, com
utilizacdo da correcdo de Bonferroni.

Classes *
Marcador Hipotese xz Probz;bil{)dade
o 1 2 3 4 9 (%)
CCG3° 60 186 3:1 0,05 82,520 ns
SSR 45°¢ 77 168 1 3:1 5,40 2,014 ns
SSRCa 23°¢ 173 70 3 3:1 276,54 0,000 *
OPA 14 54 192 3:1 1,21 26,945 ns
OPA 17 48 195 3 3:1 3,57 5,891 ns
AT 12°¢ 60 184 2 3:1 0,02 88,247 ns
SSR 100 ¢ 99 146 1 3:1 31,02 0,000 *
OPA 1 74 168 4 3:1 4,02 4,506 ns
OPAB 9 62 183 1 3:1 0,01 91,188 ns
CCG5 52 127 66 1 1:2:1 1,93 38,087 ns
ACTA 13 83 110 52 1 1:2:1 10,39 0,552 ns
AAC 12 66 130 50 1:2:1 2,87 23,716 ns
ACGG 1 50 123 72 1 1:2:1 3,95 13,841 ns
AT 21 85 127 33 1 1:2:1 22,40 0,001 *
AAT 9 68 124 54 1:2:1 1,61 44,714 ns
SSR 16 77 120 46 1 1:2:1 7,95 1,881 ns
AC1 79 104 63 1:2:1 7,95 1,877 ns
AT 25 65 121 60 1:2:1 0,27 87,446 ns
CCG 15 54 129 60 3 1:2:1 1,22 54,275 ns
AAT 10 49 148 48 1 1:2:1 10,62 0,493 ns
SSR 95 49 137 58 2 1:2:1 4,35 11,347 ns
SSR 18 59 132 47 8 1:2:1 4,05 13,197 ns
SSRCa 52 64 134 48 1:2:1 4,05 13,207 ns
SSR 8 55 123 67 1 1:2:1 1,18 55,4440 ns
SSR 30 60 120 63 3 1:2:1 0,11 94,5959 ns

* - As classes 2 e 4 referem-se a marcadores dominantes em aproximagio, 4 refere-se
a presenca de fragmento, 2 auséncia. As classes 0 e 3 sdo marcadores dominantes em
repulsdo, 3 significa presenca de fragmento, 0 auséncia. As classes 0, 1 e 2 referem-
se a marcas co-dominantes, 0 significa presenga de fragmento no progenitor
resistente, 1 heterozigoto e 2 presenga no progenitor suscetivel. A classe 9 significa
dados perdidos; " mns - ndo significativo. * - significativo a 0,20%. ¢ - Marcadores
SSRs que segregaram como marcadores dominantes.
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Figura 1: Mapa parcial de ligacdo genética do cafeeiro, construido com um
LOD score minimo de 3,0 e freqiiéncia de recombinacdo maxima de 0,40.
* Marcas com distor¢ao de segregacao.



3.2-ANALISE FENOTIPICA E LOCALIZACAO DE QTLs

Ap0s a inoculagdo das plantas dos progenitores e das 246 plantas da populagdo
F,, com a raga Il e com o patdtipo 001 de H. vastatrix, a intensidade de doenga foi
estimada de acordo com uma escala de notas (Tamayo et al., 1995). O Hibrido de Timor
obteve nota entre 1 e 2 e o Catuai entre 5 e 6, para raca II e para patotipo 001. Para a
populagdo F,, cada planta recebeu uma nota que variou entre 1 e 6, e foi utilizada para a
detec¢ao dos QTLs associados a resisténcia do cafeeiro a ferrugem.

Na analise por Marca Simples, o primeiro método utilizado foi o de Analise de
Variancia. Os marcadores microssatélite CCG 3, ACGG 1, SSR 16, CCG 15 e SSR 8
apresentaram associagdes significativas (P<0,05) com QTLs que conferem resisténcia a
raca Il de H. vastatrix. O marcador RAPD OPA 1 e os microssatélites ACTA 13 e SSR
16 foram significativos a outros QTLs relacionados a resisténcia ao patétipo 001 de H.
vastatrix (Tabela 3).

Posteriormente, uma analise de regressdo entre os marcadores e a resisténcia a
raca I e ao patotipo 001 também foi realizada para confirmar os QTLs identificados e
verificar a magnitude do efeito fenotipico (R?) explicado por cada marcador associado
ao QTL. Os mesmos QTLs identificados na analise de variancia, para a raga Il e para o
patédtipo 001 de H. vastatrix, foram detectados na andlise de regressdo. Em ambos os
testes de associagdes marcador-QTL foram adotados nivel de significancia de 5% de

probabilidade (Tabela 3).
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Tabela 3: Locos marcadores associados a resisténcia a raca Il e ao patotipo 001 de
Hemileia vastatrix.

Loco Gl:upo~de AlolAélis.e de Anélis~e de R? (%)
Marcador Ligacao Variancia (%) Regressio (%)
Raca Il
CCG 3 6 0,24 ** 0,24 ** 3,71
ACGG 1 3 0,10 ** 0,10 ** 5,52
SSR 16 2 0,06 ** 0,10 ** 5,94
CCG 15 3 4,17 * 4,20 * 2,61
SSR 8 3 0,90 ** 0,90 ** 3,81
Patotipo 001
OPA 1 2 0,06 ** 0,06 ** 4,76
ACTA 13 1 2,85 * 2,90 * 2,90
SSR 16 2 0,00 ** 0,00 ** 15,92

* - Significancia de 5% de probabilidade pelo teste F. ** - Significancia de
1% de probabilidade pelo teste F. R* - Coeficiente de determinagdo da analise
de regressao.

Adicionalmente, o método de maxima verossimilhanca foi utilizado para
confirmar a detec¢do dos QTLs e estimar suas distancias com os marcadores. Neste
método grafico, o pico da curva indica a freqiiéncia de recombinacdo que melhor
explica os dados obtidos. Para a analise de freqiiéncia de recombinagdo por este método
utiliza-se o valor de LOD para facilitar a visualizacdo da superioridade do valor de
probabilidade encontrado, associado a estatistica de verossimilhangca para cada
marcador (Cruz & Silva, 2006; Lander & Botstein, 1989). Nesta analise foram
considerados apenas marcadores com valor de LOD superior a 3,0 e que foram
significativos na analise de variancia e de regressao (Tabela 3).

Trés QTLs foram confirmados como associados aos genes de resisténcia a H.
vastatrix, dois para a raca Il e um para o patotipo 001. Na Figura 2 encontra-se a analise
por Marca Simples pelo método grafico da Maxima Verossimilhanga do marcador SSR
16 para a raca II. O pico do grafico encontra-se a 14 ¢cM, o qual corresponde a distancia
do marcador com um QTL, denominado QTLHvI. O valor de LOD foi superior a 3,00
(3,69), que corresponde a uma probabilidade de ligagdo do marcador com o QTLHv/
1000 vezes maior que a hipdtese de auséncia de ligagdo (Cruz & Silva, 2006). Para esta
mesma raca II foi detectado outro QTL, denominado QTLHv2, associado ao marcador
ACGG 1, o qual apresentou uma freqiiéncia de recombinacao de 0,50 cM com um valor

LOD de 3,18 (Figura 3). Para o pat6tipo 001, o marcador SSR 16 se mostrou associado
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a um QTL, denominado QTLHv3, a 22 cM de distancia, com um valor LOD de 10,33
(Figura 4).
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Figura 2: Andlise por Marca Simples pelo Método da Méxima
Verossimilhanga, utilizando o marcador microssatélite SSR 16 para a raga II
de Hemileia vastatrix. Marcador com valor de LOD maximo de 3,69 a 14
cM do QTLHVI.
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Figura 3: Andlise por Marca Simples pelo Método da Méxima
Verossimilhanga, utilizando o marcador microssatélite ACGG 1 para a raca
Il de Hemileia vastatrix. Marcador com valor de LOD maximo de 3,18 a
0,50 cM do QTLHv2.
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Figura 4: Andlise por Marca Simples pelo Método da Maxima
Verossimilhanga, utilizando o marcador microssatélite SSR 16 para o
patotipo 001 de Hemileia vastatrix. Valor de LOD maximo de 10,33 a 22
cM do QTLHv3.

As porcentagens de variagao fenotipicas explicada por cada QTL foram de 5,52
e 5,94% para o QTLHvI e QTLHv2, respectivamente, enquanto para a raca II foi de
15,92% para o QTL associado ao patdtipo 001, QTLHv3 (Tabela 4). Alguns trabalhos,
em que se objetivou localizar QTLs associados a genes de resisténcia a doengcas,
também apresentaram baixo valor de porcentagem de variagdo fenotipica explicada
pelos QTLs. Flament ef al. (2001) mapearam cinco QTLs associados a resisténcia a
Phytophthora palmivora, com porcentagem de variagdo fenotipica explicada pelos
QTLs variando de 9 a 17%. Risterucci et al. (2003) encontraram 13 QTLs associados a
resisténcia a Phytophthora spp., mapeados com marcadores microssatélites e AFLP. A
porcentagem de variagdo fenotipica explicada pelos QTLs variou de 7,5 a 12,4%.

O valor de variagdo fenotipica explicado pela regressio (R”) pode ser afetado
pela distancia do marcador com o QTL e pela herdabilidade da caracteristica. Por isso, ¢
possivel que os valores do coeficiente de determinacao das associagdes dos marcadores

com os respectivos QTLs encontrados no experimento tenham sido subestimados.
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Tabela 4: Locos marcadores associados a resisténcia a raca Il e ao patotipo 001 de
Hemileia vastatrix.

Analise de  Analise de Regressao

Marcador / Grupo de Média de Variincia —
QTL Ligacao Severidade * (%) Proba(l(l;l)l)ldade R? (%)
AlA; 1,74Db
SSR 16/ s o
QTLHvI * 2 AiA; 175b 0,06 0,10 5,94
AzAz 2,12 a
ACGG 1 / AlAl 2,09 a
*k Hk
QTLH2* 3 AlA; 195ab 0,10 0,10 5,52
AA; 1,76b
AlA; 1,74Db
QSTSIlEfs'/" 2 AiAy 2,09b 0,00 ** 0,00 ** 15,92
ArA, 273a

* _ QTLs associados a raca Il de H. vastatrix. ® - QTL associado ao patotipo 001 de H.
vastatrix. © - Média de severidade para cada classe genotipica, onde Aj;A; sdo dos
individuos homozigotos para alelos do progenitor resistente, Aj;A, individuos
heterozigotos e A,A, homozigotos para alelos do progenitor suscetivel. Dentro de cada
loco marcador, médias na coluna seguidas de mesma letra ndo diferem ao nivel de 5% de
probabilidade pelo teste de Tukey. ~ - Significancia de 1% de probabilidade pelo teste F.

Os resultados do efeito fenotipico dos QTLs na severidade média da doenca
mostram que para a raga II, na associagdo SSR 16/QTLHvI, a severidade média para a
classe genotipica homozigota para o alelo do progenitor resistente (A;A;) foi de 1,74,
enquanto que a severidade média para a classe homozigota para o alelo do progenitor
suscetivel (A2A;) foi de 2,12 (Tabela 4). Para a classe heterozigota (A1Az), a média de
severidade foi de 1,75. Neste loco, o alelo do progenitor resistente contribuiu em
17,92% na redugdo da severidade da doenca quando em heterozigose. Quando em
homozigose para o alelo do progenitor resistente, a diminui¢do foi de 17,45% (Tabela
4). Nesta associacdo, a redu¢do na severidade da doenca foi significativamente igual, a
5% de probabilidade pelo teste de Tukey, para um ou dois alelos do progenitor
resistente, indicando que apenas um alelo do progenitor resistente ¢ suficiente para que
ocorra reacao da expressao do fenotipo de resisténcia. Na associacao ACGG 1/QTLHv2
a severidade média da classe homozigota para o alelo do progenitor resistente (AjA;)
foi de 2,09, ao passo que para a classe homozigota para o alelo do progenitor suscetivel
(AzA;) foi de 1,76, o que representa um aumento de 18,75% na severidade da doenga. A
classe heterozigota (AjA;) obteve média de severidade de 1,95 (Tabela 4) e foi

significativamente igual, a 5% de probabilidade pelo teste de Tukey, a média de

53



severidade da doenga da classe homozigota para o alelo do proprogenitor suscetivel,
AA,. Portanto, nesta associacdo, houve um aumento da severidade da doenca apenas
quando dois alelos do progenitor resistente estavam nas progénies.

Para o patotipo 001, na associagdo SSR 16/QTLHv3, a severidade média da
doenca para a classe genotipica dos alelos do progenitor resistente (A;A;) foi de 1,74,
enquanto que a severidade média para a classe homozigota para o alelo do progenitor
suscetivel (A2A») foi de 2,73. Para a classe heterozigota (A;A;), a média de severidade
foi de 2,09. Assim, o alelo do progenitor resistente contribuiu em 23,44% na reducdo da
severidade da doenca quando em heterozigose, neste loco. Quando em homozigose para
o alelo do progenitor resistente a diminuicdo da severidade foi de 36,26% (Tabela 4).
Nesta associacdo, a reducdo na severidade da doenca também foi significativamente
igual, a 5% de probabilidade pelo teste de Tukey, para um ou dois alelos do progenitor
resistente, indicando que apenas um alelo do progenitor resistente ¢ suficiente para que
ocorra a reagao da expressao do fendtipo de resisténcia.

Apos realizar os trés métodos de andlise por marca simples, foi realizada a
segunda analise estatistica, Intervalo Simples, baseado no Método de Maéxima
Verossimilhanga. Nesta analise foi possivel confirmar, no intervalo do grupo de ligagao
3, uma freqiiéncia de recombinagdo semelhante aquela encontrada na analise de Marca

Simples entre 0 QTLHv2 e o marcador ACGG 1 (Figura 5).

cM GL3 Mar:a

=

38R G

Lon

1460 —H

3 —H

21.450 —H

L AT 0

=
=

20 o0 40
Frequiincla da recom binagdo

Figura 5: Analise por Intervalo Simples pelo Método da Maxima Verossimilhanga,
utilizando o intervalo do grupo de ligagdo 3 associado a raca Il de Hemileia vastatrix.
Valor de LOD maximo de 2,18 ¢ QTLHv2 a 0,60 cM do marcador ACGG 1.
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Na andlise por Marca Simples, a freqiiéncia de recombinacdo obtida entre o
marcador e o QTL foi de 0,50 cM, enquanto que na anélise por Intervalo Simples foi de
0,60 cM. Para os outros dois QTLs, que estdo localizados no grupo de ligagdo 2, entre o
marcador dominante OPA 1 e o co-dominante SSR 16, ndo foi possivel realizar a
analise de Intervalo Simples, devido a inexisténcia de programas estatisticos que
utilizam mapas com marcadores dominantes e co-dominantes conjuntamente.

Os resultados obtidos com as quatro analises permitiram detectar dois QTLs
associados a resisténcia do Hibrido de Timor a raga II e um QTL para resisténcia ao
patotipo 001 de H. vastatrix. A partir da identificacdo e determinagdo da freqiiéncia de
recombinac¢do dos QTLs com os marcadores foi construido um novo mapa genético com
a adigdo desses QTLs (Figura 6).

Por meio do mapa obtido, observou-se que o QTLHvI e o QTLHv3 estiao
localizados no mesmo grupo de ligagdo e estdo relativamente proximos um do outro,
podendo indicar uma regido cromossOmica importante para a resisténcia do cafeeiro a
H. vastatrix. Esses QTLs, QTLHvI para a raga Il e o QTLHv3 para o patdtipo 001,
estdo ligados ao marcador microssatélite SSR 16. O agrupamento de genes de
resisténcia a patogenos ja foi relatado em diversas espécies de plantas. Um exemplo ¢ o
loco M de resisténcia a ferrugem do linho, causada pelo fungo Melampsora lini. Neste
loco, agrupamentos em fandem de genes de resisténcia sdo encontrados no genoma da
planta (Ellis et al., 1998). Anélises moleculares do loco Cf-9 em tomateiro (Jones ef al.,
1994) e do loco N em tabaco para resisténcia ao virus do mosaico do tabaco, também
tém revelado agrupamentos de genes (Whitham et al., 1994).

E possivel inferir ainda que os QTLs aqui identificados possam estar
relacionados aos genes de resisténcia a H. vastatrix identificados no estudo de heranca
(capitulo 1). No estudo de heranca, a resisténcia foi analisada como caracteristica
qualitativa, considerando as plantas com apenas duas classes fenotipicas, resistentes e
suscetiveis. Foram encontrados dois genes dominantes independentes no Hibrido de
Timor UFV 443-3 controlando a resisténcia a raga Il e outros dois para o patdtipo 001
de H. vastatrix. Na identificagdo de QTLs, a resisténcia foi analisada como
caracteristica quantitativa, considerando seis classes fenotipicas, correspondendo as
notas de 1 a 6 da escala de notas de Tamayo et al. (1995). Para a raca II, foram
identificados dois QTLs, QTLHvI e QTLHv2, que podem corresponder aos dois genes
maiores que controlam a resisténcia do cafeeiro a esta raca. Para a resisténcia ao

patotipo 001 foi detectado apenas um QTL, o QTLHv3, que pode ser um dos genes
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maiores que governam a resisténcia para esse isolado. O outro gene pode nao ter sido

identificado com os marcadores analisados neste trabalho.
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Figura 6: Mapa genético da populacao F, derivada da F; H 511-1, contendo os
QTLs associados a resisténcia a raga II e ao patotipo 001 de Hemileia vastatrix.
* Marcas com distor¢ao de segregacao.
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Este trabalho apresenta o primeiro relato da utilizacdo de marcadores
microssatélites para identificar QTLs associados a genes de resisténcia do cafeeiro a H.
vastatrix.

O primeiro trabalho de mapeamento de genes de resisténcia a H. vastatrix em
Coffea spp. foi realizado com marcadores AFLP (Prakash et al., 2004). Estes autores, ao
analisarem em uma populacdo F, derivada de C. liberica, identificaram 21 marcas
AFLP ligadas ao gene de resisténcia Sy3, distanciadas entre zero e 6,30 cM do gene.
Porém, a ocorréncia no Brasil, no Estado de Minas Gerais, das racas VII (v3.,5)
(Cardoso, 1986) e XVI (v1,2,3,4,5) (Cardoso et al., 1988), virulentas para cafeeiros que
apresentam o gene Sy3, poderia dificultar, em parte, o uso isolado desse gene nos
programas de melhoramento do Brasil. Esses marcadores poderiam ser utilizados na
piramidacdo, em um mesmo cultivar, do gene Sy3 de C. liberica associado a outros
genes existentes no Hibrido de Timor (Sp6 a Sy9).

O trabalho de Brito (2007) foi o primeiro a obter marcadores moleculares AFLP
flanqueando um gene de resisténcia a H. vastatrix existentes em Hibrido de Timor. Este
autor localizou marcas ligadas a um gene de resisténcia a raga Il de H. vastatrix
existente no Hibrido de Timor UFV 427-15.

Os QTLs associados a resisténcia do Hibrido de Timor UFV 443-3 aqui
identificados, somados aos marcadores ligados ao gene Sy3 existente em C. liberica
(Prakash et al., 2004), e as marcas identificadas por Brito em 2007, poderiam ser
utilizados na piramidag¢do desses genes com potencial uso na selegdo assistida por
marcadores moleculares para a obtencao de gendtipos com resisténcia duravel ao agente
causal da ferrugem do cafeeiro.

Portanto, para disponibilizar o uso desses marcadores associados a resisténcia do
cafeeiro a ferrugem, ha necessidade de adicionar mais marcas no mapa aqui construido,
objetivando-se identificar outros marcadores moleculares também proximos de regides
cromossOmicas importantes ndo somente para a resisténcia do cafeeiro a ferrugem, mas
também para outros patégenos, como Colletotrichum kahawae, Cescospora coffeicola,

Pseudomonas syringae pv. gar¢ae e Meloidogyne spp.
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CONCLUSOES GERAIS

Os resultados obtidos neste trabalho permitem inferir que:

1y

2)

3)

A heranca da resisténcia do Hibrido de Timor UFV 443-3 a raga II (v5) e ao
patotipo 001 (v5,?) de Hemileia vastatrix foi governada por dois genes

dominantes e independentes.

Foram detectados 2 QTLs associados aos genes de resisténcia a raca Il (v5) de

H. vastatrix existentes no Hibrido de Timor UFV 443-3.

Apenas um QTL foi identificado para um dos genes de resisténcia ao patdtipo
001 (v5,?) de H. vastatrix existentes no Hibrido de Timor UFV 443-3. Este QTL
localizou-se em uma mesma regido cromossomica de um dos QTLs
identificados para a raga II. O outro QTL pode nao ter sido identificado com os
marcadores analisados neste trabalho, necessitando saturar o mapa aqui
construido para identificar mais marcas importantes para a resisténcia do

cafeeiro a ferrugem.
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