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Resumo

Um mapa parcial de ligacdo para Coffea arabica foi construido com marcadores SSR. Estes
marcadores apresentam vantagens sobre outros por serem altamente polimérficos, co-dominantes e,
por serem loco-especificos, permitem a integracdo futura de mapas parciais. Um total de 282 primers
SSR foi analisado nos progenitores da populacdo de mapeamento. Destes, 25 (8,87%) apresentaram
polimorfismo e foram utilizados para amplificar o DNA das plantas da populacdo F,. Cinco marcas
ndo se ligaram, enquanto os 20 se posicionaram em cinco grupos de ligacdo, cobrindo uma distancia
de 330,93cM. Apesar de todos os marcadores SSR disponiveis atualmente para o cafeeiro terem sido
analisados, o mapa parcial obtido ainda se encontra pouco saturado. Para a constru¢do de um mapa de
ligacdo com ampla cobertura do genoma, marcadores AFLP serdo incorporados ao mapa e este serd
integrado a outros. Os marcadores SSR mapeados sdo essenciais para a integracdo dos mapas.

Introducao

Os avancos na drea de mapeamento genético molecular tém aumentado o entendimento da
estrutura gendmica, da genética e dos genes que controlam importantes caracteristicas de interesse
agrondmico de vdrias culturas. Apesar da reconhecida utilidade de mapas genéticos e da importincia
da cultura do café, especialmente para o Brasil, hd pouca pesquisa desenvolvida para esta espécie. Em
Coffea arabica L., a constru¢do de mapas de ligacdo saturados tem sido dificultada pelo baixo nivel de
polimorfismos no germoplasma disponivel e pela presenca de poliploidia, que incluem o grande
nimero de grupos de ligacdo, a deteccdo de locos multiplos e a co-migragdo de fragmentos de
diferentes locos. Uma estratégia para minimizar as dificuldades na constru¢do de mapas de ligacdo
com ampla cobertura do genoma para essa espécie € a constru¢do de mapas parciais, utilizando-se
diferentes backgrounds genéticos e posterior integragdo de tais mapas. Os microssatélites ou SSRs
(Simple Sequence Repeats) sdao marcadores moleculares altamente polimoérficos, co-dominantes,
apresentam ampla cobertura do genoma e, por serem loco—especificos permitem a integracdo futura
dos mapas parciais. Por essas caracteristicas, os SSRs se mostram ferramentas tteis no processo de
constru¢do de mapas genéticos. Portanto, o objetivo deste trabalho foi construir um mapa genético
parcial para C. arabica utilizando marcadores microssatélites.

Material e Métodos

Foi realizada a extracdo do DNA genomico dos progenitores Hibrido de Timor UFV 443-3 e
Catuai Amarelo UFV 2148-57 e das 246 plantas da populagcdo F,, origindrias de autofecundagdo
controlada. A extrac¢do seguiu o método de Diniz et al. (2005), com modificacgdes.

Foram utilizados 282 primers SSR, sendo 158 disponibilizados na literatura (ROVELLI et al.,
2000; COMBES et al., 2000), 109 desenvolvidos a partir das sequéncias do banco de dados do Projeto
Brasileiro do Genoma Café e 15 de biblioteca gendmica enriquecida, estes dois tltimos desenvolvidos
no Laboratério BioCafé/UFV. O processo de amplificacdo foi efetuado em termociclador modelo
PTC-200, da MJ Research, utilizando o procedimento de touchdown PCR. As condicdes de
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amplificacio foram as mesmas definidas por Rufino ef al. (2005). Os produtos resultantes da reagdo de
PCR foram separados por eletroforese em gel de poliacrilamida 6% desnaturante e visualizados por
meio de coloragdo com nitrato de prata.

O mapa foi construido com o auxilio do programa GQMOL (CRUZ, 2007). O agrupamento dos
marcadores foi feito adotando uma freqiiéncia de recombina¢do maxima de 0,40 e um LOD score
minimo de 3,0. Os valores obtidos pela freqiiéncia de recombinagcdo foram apresentados em
centiMorgan (cM).

Resultados e Discussao

De 282 primers SSR avaliados, apenas 25 (8,87%) foram polimérficos entre os progenitores
Hibrido de Timor UFV 443-3 e Catuai Amarelo UFV 2148-57. O baixo polimorfismo obtido pode ser
atribuido a base genética estreita de C. arabica (MALUF et al., 2005). Prakash et al. (2004)
encontraram polimorfismo em 18,75% dos primers, utilizando marcador AFLP. A populacdo 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 SSR polimérficos foram utilizados para amplificar o genoma de toda a populacio
F,, constituida de 246 individuos. A segregacdo dos marcadores moleculares na populagdo foi
verificada utilizando o teste qui-quadrado (x*) a 5% de probabilidade, com uso da correcio de
Bonferroni (Tabela 1). Os marcadores denominados SSR100, SSRCa23 e AT21 apresentaram
distor¢do na razio de segregacdo esperada, correspondendo a 12% de marcas distorcidas. Encontram-
se na literatura trabalhos com café, em populacdes F,, onde foi observada distor¢do em 24,85% das
marcas, utilizando marcadores RAPD (LASHERMES er al., 2001) e em 12% com marcadores AFLP
(PAILLARD et al., 1996). Em populagdes 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 nao apresentaram
distorcdo de segregacdo e outro contendo todas as marcas, distorcidas e nio distorcidas. Como ndo
houve alteragdo na ordem e distincia das marcas, foram utilizadas todas as marcas para a construcdo
do mapa genético (Figura 1). Dessa forma, foi obtido um mapa parcial em que 20 marcas se
posicionaram em cinco grupos de ligacdo, cobrindo uma distancia de 330,93cM. Cinco marcas ndo se
ligaram a nenhum grupo formado (SSR70, SSR16, SSR30, SSR95, ACO02), o que corresponde a 20%.
As marcas apresentaram-se bem distribuidas, considerando-se o pequeno nimero de marcadores
utilizados.

A integracdo desse mapa parcial de C. arabica com outros pode torni-lo mais informativo e util
para analises genéticas de caracteristicas de interesse agrondmico. Um mapa integrado pode trazer
vantagens como aumento da densidade das marcas, melhor cobertura do genoma, reducdo do nimero
de gaps e aumento do comprimento total do mapa. Por melhorar a cobertura do genoma, o mapa
integrado aumenta a disponibilidade de marcadores para aplicacdes no melhoramento e na andlise
genética. Além disso, a integracdo de grande nimero de marcadores em um Unico mapa aumenta a
oportunidade de encontrar marcas informativas em qualquer parte do genoma e em Vdarios
backgrounds genéticos.

Conclusoes

O mapa parcial obtido ainda se encontra muito pouco saturado. No entanto, todos os marcadores
microssatélites disponiveis atualmente para o cafeeiro foram analisados e apenas os 20 puderam ser
mapeados. Para a constru¢do de um mapa de ligacdo com ampla cobertura do genoma para C. arabica,
marcadores AFLP serdo incorporados ao mapa e este serd integrado a outros mapas parciais. Os
marcadores microssatélites mapeados sio essenciais para a integragdo dos mapas.
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Tabela 1. Valores de %’ e respectivas probabilidades obtidas da andlise de segregacdo de 24 marcas
moleculares na populagdo F, originada da F; H 511-1, com utilizagdo da correcdo de Bonferroni.

Marcador 0 1 ;JlasseSS 4 0 Hipotese xz Prob(a:;:l)llbdade
SSR45°¢ 77 168 1 3:1 5,40 2,014 ns
SSR70 ¢ 53 188 5 3:1 1,16 28,080 ns
SSR100 99 146 1 3:1 31,02 0,000 *
ATI12¢ 60 184 2 3:1 0,02 88,247 ns
CCG3° 60 186 3:1 0,05 82,520 ns
SSRCa23°¢ 173 70 3 3:1 276,54 0,000 *
SSR8 55 123 67 1 1:2:1 1,18 55,444 ns
SSR16 77 120 46 1 1:2:1 7,95 1,381 ns
SSR18 59 132 47 8 1:2:1 4,05 13,197 ns
SSR30 60 120 63 3 1:2:1 0,11 94,596 ns
SSR95 49 137 58 2 1:2:1 4,35 11,347 ns
ACO1 79 104 63 1:2:1 7,95 1,877 ns
ACO02 50 129 61 6 1:2:1 2,36 30,753 ns
AC09 36 127 71 12 1:2:1 12,18 0,227 ns

AT21 85 127 33 1 1:2:1 22,40 0,0014 *
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0,27
1,14
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10,62
1,93
1,22
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4,05

87,446 ns
56,661 ns
23,716 ns
44,714 ns

0,493 ns
38,087 ns
54,275 ns
13,841 ns

0,553 ns
13,207 ns

* — Homozigoto para o Pai 1 (P1) recebeu cédigo 0 (aa), ou seja, auséncia da banda do P1 recebeu o
cddigo 0; ndo homozigoto para P1 (A_) ou presenca de banda do P1, recebeu o cddigo 3; homozigoto
para o Pai 2 (P2) (bb) ou auséncia da banda do P2 recebeu o c6digo 2; ndo homozigoto para P2 (B_) ou
presenca de banda do P2, recebeu o cddigo 4. As classes 0, 1 e 2 referem-se a marcas co-dominantes, 0
significa presenca de fragmento do P1, 1 heterozigoto e 2 de fragmento do P2. A classe 9 significa
dados perdidos; " ns - ndo significativo. * - significativo a 0,20%. ¢ - Marcadores SSRs que segregaram
como marcadores dominantes.
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Figura 1. Mapa parcial de ligagdo genética do cafeeiro, construido com um LOD score minimo de

3,0 e freqiiéncia de recombinagdo maxima de 0,40. *Marcas com distor¢do de segregagao.



