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RESUMO:- Mapas genéticos com base em marcadores moleculares tém sido desenvolvidos em grande nimero de
plantas como uma estratégia eficaz para selecéo assistida pelo marcador. No presente estudo, marcadores AFLP e SSR
foram utilizados para construcdo de um mapa genético em uma populagdo F, criada a partir da autofecundagdo do
hibrido F; do cruzamento entre Coffea arabica e Coffea canephora. Foram identificados 349 marcadores AFLP e 50
alelos SSR segregantes em 90 plantas F, Para construgdo do mapa, apenas marcas em dose Unica e segregacao 3:1 no
F2 foram consideradas (248 marcadores AFLP e SSR 27 alelos, ou 68,9% dos marcadores polimérficos). Cento e
sessenta e nove marcadores foram mapeados (155 AFLP e 14 SSR). Trinta e sete grupos ligacdo correspondentes a um
total de 1011 cM foram obtidos, com uma distancia média entre as marcas de 5,98 cm e 4,6 marcadores por grupo de
ligacdo. Quarenta e seis marcadores associados a caracteristicas agronémicas de interesse foram encontrados, dos quais,
dezenove foram associados com teor de agucar, oito de cafeina, oito para CGA, um para a cafeina e CGA e dez para a
produgdo total por planta. A andlise baseada em marcadores de dose Unica permitiu obter informacéo de QTL putativo
associado a qualidade de bebida do café e produtividade. Marcadores adicionais serdo incluidos a este trabalho para
maior cobertura do genoma café.
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CONSTRUCTION OF A GENETIC MAP FROM A POPULATION DERIVED FROM F2 CROSS BETWEEN
COFFEA ARABICA AND C. CANEPHORA AND USEFULNESS FOR CUP QUALITY

ABSTRACT: Genetic maps based on molecular markers have been developed in a large set of plants and this strategy
has proven its efficiency towards the identification of tools for marker assisted selection. In the present study, AFLP
and SSR markers were used to build a genetic map of an interspecific F, population between Coffea arabica and Coffea
canephora. It was identified 349 AFLP markers and 50 SSR alleles segregating in 90 F, plants from forty four AFLP
combinations and 19 SSR loci. For the map construction, only single dose markers segregating 3:1 in the F, were
considered (248 AFLP markers and 27 SSR alleles, standing for to 68.9% of the polymorphic markers). The genetic
map was build and one hundred and sixty nine markers were mapped, corresponding to 155 AFLP markers and 14 SSR
loci. Thirty seven linkage groups corresponding to a total map length of 1011 cM were obtained, with an average
distance between the markers of 5.98 cM and an average of 4.58 markers per linkage group. Forty-six marker trait
associations were found; of which, nineteen were associated with sugar content, eight for caffeine, eight for CGA, one
for caffeine and CGA and ten for total production per plant. Only four single markers associations were detected at both
years of determinations. The single markers analysis for QTL detection allowed us to obtain previous information of
putative QTL association for coffee quality and productivity. Additional markers are being added to this working
linkage map for more complete coverage of the coffee genome.
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INTRODUCAO

C. arabica L., a Unica espécie auto-fértil tetrapléide do género Coffea (2n = 4x = 44), é caracterizada por baixa
diversidade genética, atribuida a sua origem alotetrapléide, sua biologia reprodutiva e domesticacdo recente. Em
contraste, espécies dipléides do género Coffea (2n = 2x = 22) sdo alégamas e apresentam elevada diversidade genética.
Estas espécies constituem valioso reservatorio de genes para diferentes caracteristicas agronémicas (Carvalho, 1991). A
transferéncia de genes desejaveis de C. canephora para C. arabica por meio de cruzamentos interespecificos é uma das
estratégias de sucesso adotadas por melhoristas (Berthaud, 1978; Owuor e Van der Wossen, 1981). No caso da
introgressao de genes de uma espécie para outra, marcadores moleculares vém sendo utilizados em atividades de
selecdo assistida permitindo rastrear precocemente parte de genomas ou genes de interesse, reduzindo o tempo
necessario para obtencao de gendtipos elite (Lashermes et al., 1997). Em cafeeiros, Lashermes et al. (2001) construiram
um mapa genético relativamente bem saturado em C.canephora, enquanto que mapas parciais foram obtidos em
cruzamentos interespecificos envolvendo espécies diploides, a exemplo de C. pseudozanguebarie x C. liberica (Ky et
al., 2000) e C. canephora x C. heterocalyx (Coulibaly et al., 2003). Estudos de identificacdo de QTLs permitiram
localizar dois marcadores ligados a genes relacionados ao controle do florescimento (Akaffou et al., 2003) e trés
marcadores associados com viabilidade do pélen (Coulibaly et al., 2003). Em C. arabica, em razdo do baixo nivel de
polimorfismo e ao carater polipldide, a estratégia consiste na construgdo de mapas genéticos parciais (Pearl et al. 2004;
Teixeira-Cabral et al., 2004) com posterior integragdo dos mesmos. No presente estudo, marcadores AFLP e SSR foram
utilizados para construgcdo de um mapa genético a partir de uma populacdo F, de hibridos interespecificos entre C.
arabica e C.canephora e a associacdo do mapa com caracteristicas agrondémicas, com énfase para a qualidade de
bebida.

MATERIAL E METODOS

O material vegetal foi composto de 90 plantas F, derivadas da autofecundagdo de uma planta F, tetraploide a partir do
cruzamento entre Coffea arabica L. var. Bourbon Vermelho e Coffea canephora var. Robusta 4x (tetrapldide artificial),.
obtida por Mendes (1947). A populagdo F, segregante é constituida por cerca de 500 plantas e encontra-se em cultivo
desde 1996 no municipio de Mococa (SP). As amostras de folhas e frutos maduros foram colhidos em dois anos
consecutivos (2005 e 2006). Os frutos foram utilizados para analises do teor de cafeina, acidos clorogénicos e agucares.
Para as analises moleculares, o DNA gendmico total foi extraido como descrito por Ky et al. (2000) de folhas secas
liofilizadas, dos pais, hibridos F; e F,. Dezenove locos SSR polimérficos entre C. arabica e C. canephora descritos por
Lashermes et al. (2001) e Combes et al. (2000) foram testados na populacdo F,. Para obtencdo dos AFLPs, foi adotado
protocolo adaptado de Vos et al. (1995). A pré-amplificacdo foi realizada utilizando iniciadores foward e reverse sem
nucleotideos seletivos na extremidade 3' e para a amplificacdo final foram adotados trés nucleotideos seletivos nos dois
iniciadores da reagdo de PCR. O produto das amplificacBes, tanto SSR como AFLP, foram lidos a partir de eletroforese
em gel poliacrilamida e coloragdo com sais de prata. Para a andlise dos dados (SSR e AFLP), apenas marcadores
polimorficos entre os pais e presentes na F; foram considerados e como marcadores dominantes. A distorcdo de
segregacao 3:1 esperada para dose Unica foi analisada pelo teste qui-quadrado e adotada a corregdo de Bonferroni. A
construgdo do mapa de ligagdo foi efetuado utilizando Joinmap versdo 3.0 (Stam, 1993). Os grupos de ligacdo foram
estabelecidos utilizando dois pontos de analise, com valores 4 de LOD e fracdo de recombinagdo de 0,50. A funcéo de
Kosambi foi utilizada para a conversdo da fracdo de recombinacdo em mapa de distancias. Associacfes entre 0s
marcadores e as caracteristicas analisadas (agUcares totais, aclcares redutores, sacarose, cafeina, acidos clorogénicos
contetido e producdo) foram analisadas por ANOVA. Associacdo significativa foram considerada para P inferior a
0,001 e sugestiva quando o valor de P variou de 0,001 a 0,005.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Para construcdo do mapa de ligacdo, 50 alelos SSR e 349 marcadores AFLP apresentaram polimorfismo na populagéo
F», sendo que 275 (69%) segregaram na razdo esperada de 3:1. Destes, 169 foram mapeados (155 AFLP e 14 SSR).
Dos marcadores mapeados, 68% vieram da espécie C. arabica, 29% do parental C. canephora 4x e 3% de ambos 0s
pais. Este resultado sugere que a divergéncia entre os dois genomas ancestrais de Coffea arabica (C. canephora e C.
eugenioides) é duas vezes maior do que entre os dois hapl6tipos do C. canephora utilizados como pai para criar o
hibrido F;. Resultados similares foram observados por Pearl et al (2004), que encontraram em uma pseudo populacgéo
F, derivada do cruzamento entre cultivares de C. arabica, 68% dos marcadores AFLP foram do cv. Catimor, 30% do
cv. Mokka hibrido e 2% foram codominantes. Trinta e sete grupos ligagdo correspondentes a um total de 1011 cM de
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comprimento do mapa genético foram obtidos, com uma distancia média entre os marcadores de 5,98 cM e 4,6
marcadores por grupo de ligacdo (Figura 1). Vinte grupos de ligacdo foram formados por apenas 2 marcadores.

A andlise de marcador de dose Unica para detectar associacdes com as caracteristicas fenotipicas do estudo indicou
associacao significativa (P valor <0,001) e sugestiva (0,001 < P < 0,005), conforme resumido na Tabela 1. No total, 46
marcadores foram identificados com associacdo (39 AFLP e 7 SSR). A porcentagem da variancia fenotipica explicada
por cada marcador variou de 10,62 (E3M1_118 marcador) para 20,69% (E3M3_170 marcador). Em relagdo ao
conteido biogquimico, dez associacdes foram encontradas para agUcar total, sete para a reducdo de aglcar, onze para
sacarose, nove para cafeina e nove para CGA. Para o carater producdo, dez marcadores sugestivos e apresentando efeito
significativo foram detectados. Nove marcadores foram associados a agucares totais e sacarose, mas apenas dois desses
marcadores apresentou efeitos significativos ou sugestivos nos dois anos analisados (E3M8 250 e E5M1_308). O
marcador E4AM3_330 também apresentou associacdo com o teor de cafeina nos dois anos consecutivos, mesmo efeito
observado para a estabilidade de producdo no caso do marcador E3M8_146.

Foi observada associa¢do de um mesmo marcador com caracteristicas distintas, como no caso do marcador E2M5_342

para cafeina e GCA conteido. A mesma observacéo foi feita para marcadores que apresentaram associagdes com o
conteldo de sacarose e agUcares totais (E3M8_250 e E5M1_308). No entanto, esta associagdo era esperada, pois o teor
de sacarose foi derivado do conteldo de acucar total e aclcares redutores.

CONCLUSOES

O mapa genético revelado no presente estudo é parcial e novos marcadores (SNPs derivados de ESTs do genoma café) e
em maior nimero de individuos (155) encontram-se em fase de obtencdo. A analise de associagdo entre marcadores e
componentes bioquimicos envolvidos na qualidade de bebida do café, assim como com a producéo, nos permitiu obter
informacdes preliminares do papel putativo de QTL para estas caracteristicas. A confirmacao desses dados a partir do
aumento de marcas e individuos, bem como maior nimero de anos de observacao, podera confirmar o uso dos mesmos
em programas de melhoramento por meio da selecdo assistida, a curto prazo.
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Tabela 1. Marcadores (AFLP e SSR) em dose Unica associados aos caracteres aclcares total e reduzido (ST e RS),
sacarose, cafeina, &cidos clorogénicos (CGA) e producdo de grdos de café nos anos de 2005 e 2006 no municipio de
Mococa (SP), com os seus efeitos em % da variancia fenotipica total. * Significancia a P <0,005; ** Significancia a P
<0,001. Letras em negrito: significativo nos dois anos analisados. Em vermelho indica uma marca associada a duas
caracteristicas.

TS RS Sucrose Caffeine CGA Production
2004 2005 2004 2005 2004 2005 2004 2005 2004 2005 2004 2005
E3M8_250* 11.23 12.36 11.16 1224
E5M1_308** 16.76 16.97 16.39 16.79
E5M2_216** 15.21 15.53
E5M2_332* 12.00 11.93
E5M8_330* 10.96 11.07
E3M1_118* 10.62 11.01
E3M1_230* 12.33 12.31
E5M1_100** 14.16 13.80
EST1 110* 13.96 14.38
E8_179* 11.11
E5M9_290** 14.55
E6M6_272** 12.92
E7M3_126* 12.79
M47_151** 16.57
E4M4_292** 13.01
E6M9_108* 10.64
M11_45** 14.96
E3M6_244* 11.16
E6_325* 11.01
E4M3_330* 11.36 11.69
E6M8_120** 16.74
E8M12_156* 13.44
E8M14_180** 13.78
E3M10_120** 16.31
E3M1_260* 11.96
E5M1_270* 12.04
E8M14_118* 12.17
E2M5_342** 17.77 11.28
E1IM1_166* 10.84
E7M3_120** 16.99
E2M5_350** 14.17
E3M3_338* 11.29
E4AMA4_328** 16.36
E5M1_326** 14.13
E8M14_118** 14.46
E8M14 122** 16.86
E2M3_336* 12.20
E2M5_340** 16.51
E3M3_170** 20.69
E3M8_146** 13.99 13.34
E3M8_320** 18.35
E6M11_158** 15.36
E6M9_336* 11.29
EST4_240** 18.23
C32_110** 12.95
E3M6_244* 11.34
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