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RESUMO

MACHADO, Cristina de Fatima, D. S., Universidade Federal de Vigosa, novembro 2004.
Repetibilidade, correlacbes fenotipicas e mapeamento de QTLs em populagdes
segregantes de café arabica. Orientador: Ney Sussumu Sakiyama. Conselheiros: Cosme
Damiéo Cruz e Eunize Maciel Zambolim.

Trés populacdes de retrocruzamento 1 (RC;) e uma populacéo F, foram obtidas a partir
do cruzamento “Mundo Novo IAC 464-18 x Hibrido de Timor UFV 440-22”, sendo elas:
populacdo 1, RC; - [(“Mundo Novo IAC 464-18 x Hibrido de Timor UFV 440-22”) x (“Mundo
Novo IAC 464-18")], com 28 plantas; populagdo 2, RC; - [(“Mundo Novo IAC 464-18") x
(“Mundo Novo IAC 464-18 x Hibrido de Timor UFV 440-22™)], com 40 plantas; populacéo 3,
RC; - [(*Mundo Novo IAC 464-18 x Hibrido de Timor UFV 440-22”) x (“Hibrido de Timor
UFV 440-22”)], com 86 plantas; e populacdo 4, F, - com 47 plantas, obtida a partir da
autofecundacdo controlada de uma planta F; (H 464-2). Inicialmente foram estimados o0s
coeficientes de repetibilidade e seus respectivos coeficientes de determinagdo, por meio dos
métodos dos componentes principais e analise estrutural, a partir das matrizes de covariancia e
correlagdo. As caracteristicas agrondmicas avaliadas foram: altura da planta (ALTP), didmetro
da copa (DICP), vigor vegetativo (VIVG), posicdo da ramificacdo principal (PRAP), nimero de
ramos laterais (NRAL), nimero de nés no ramo principal (NNRP), nimero de n6s nos ramos



laterais (NNRL), altura do primeiro ramo (ALPR) e didmetro do caule (DIAC). As avaliacdes
fenotipicas foram realizadas em cinco sucessivas épocas de avaliacdo (novembro de 2002 a
novembro de 2003), com intervalo de trés meses entre avaliacdes, exceto para o DIAC que
foram quatro, sendo estas iniciadas a partir da segunda época de avaliacdo das demais
caracteristicas. As populacdes 1 e 2 (RC;s) e 4 (F,) foram avaliadas, a partir de 17 meses e a
populacdo 3, RC; a partir de 50 meses. As altas estimativas de repetibilidade das nove
caracteristicas (épocas 1 a 5) nas quatro populacBGes segregantes de café ardbica, além da
existéncia de correlacBes significativas a 1% de probabilidade, apontam tais caracteristicas
como bons indicadores da acuracia na identificacdo dos locos controladores das caracteristicas
quantitativas (QTLs) para a selecdo precoce. Neste sentido, marcadores do tipo RAPD foram
utilizados para construcdo de dois mapas de ligacdo, utilizando-se LOD escore minimo
(logaritmo na base 10 da razdo entre a probabilibildade de que os marcadores estejam ligados e
a probabilidade de que eles ndo estejam ligados) de 3,0 e r (freqiiéncia maxima de
recombinacgdo entre 0 QTL e o marcador) de 0,40. Para a populacdo 3, RC; um dos objetivos foi
aumentar o numero de marcas no mapa de ligacdo do cafeeiro, construido pelo programa de
melhoramento do cafeeiro da Universidade Federal de Vigosa (UFV)/Empresa de Pesquisa
Agropecuaria de Minas Gerais (EPAMIG). Tais mapas foram construidos, visando caracterizar
e identificar os possiveis QTLs candidatos associados a essas caracteristicas. Cinquenta
marcadores RAPD foram acrescentados ao mapa parcial da populagdo 3, RC;. Um total de 137
marcadores RAPD foram obtidos, dos quais 124 (90,51%) apresentaram segregacgdo 1:1 (P <
0,01), 13 (9,49%) segregacdo (2:1). Para a constru¢cdo do mapa, foram utilizados os 124
marcadores, que segregaram 1:1, sendo que 26 ndo mostraram-se ligados aos grupos formados.
Noventa e oito marcadores RAPD resultaram em 10 grupos de ligacdo (GLs) cobrindo 789,55
cM. Os quatro primeiros grupos obtidos tiveram boa densidade de marcadores. O maior
intervalo entre dois marcadores adjacentes foi 33,42 cM, sendo que 88,64% dos intervalos ndo
excederam 20 cM. Na populagéo segregante 4, F,, 97 marcadores RAPD foram utilizados para
construcdo do mapa, sendo que 35 ndo mostraram-se ligados aos grupos formados. Sessenta e
dois marcadores RAPD resultaram em 13 GLs cobrindo 339,71 cM. O maior intervalo entre
dois marcadores adjacentes foi 20,58 cM, sendo que 97,96% dos intervalos ndo excederam 20
cM. As metodologias de marca simples, mapeamento por intervalo simples e mapeamento por

intervalo composto foram empregadas, para detectar e mapear regiées gendémicas associadas as



nove caracteristicas agronémicas mencionadas anteriormente. A metodologia de marca simples
além de indicar marcadores consistentes, que explicam as variagdes das caracteristicas ALTP,
DICP, VIVG, PRAP, NRAL, NNRL e ALPR (populagdo 3, RC;) e ALTP, DICP, PRAP,
NRAL, NNRP, NNRL e ALPR (populagdo 4, F,) (épocas 1 a 5), apontaram dois e trés
marcadores, respectivamente, associados a mais de uma caracteristica nessas populagées. Tais
marcadores sdo: a) OPZ09 associado ao VIVG e a ALPR; e OPAKO08b associado ao NNRL e a
ALPR (populagdo 3, RC;); e b) OPAL12 associado a PRAP e a ALPR; OPAX20 associado ao
NRAL e ao NNRP; e OPAR02 associado ao NNRL e a ALPR (populacdo 4, F;). As
metodologias de marca simples e mapeamento por intervalo composto detectaram e
identificaram um QTL associado a PRAP e um outro ligado a ALPR. Tais QTLs foram
consistentes (épocas 1 a 5), e estdo presentes nos GLs 5 e 9 do mapa parcial de ligagdo da
populacdo 3, RCy, respectivamente, para a PRAP e a ALPR. Estes QTLs explicam de 12,25% a
16,48% e de 8,27 a 8,44% da variacdo fenotipica da caracteristica PRAP, associada aos locos
OPV17 e OPS10a, além da ALPR associada ao loco OPAKO8b. Para a populacdo 4, F,, um
QTL consistente (épocas 1 a 5), associado a ALPR foi detectado e identificado por meio das
metodologias de marca simples, mapeamento por intervalo simples e mapeamento por intervalo
composto. Tal QTL esta presente no GL 4 do mapa parcial de ligacdo da populagéo 4 (F,). Este
QTL explica entre 29,14% a 29,41% (épocas 1 e 2) e entre 30,32 a 30,45% (épocas 3 a 5) da
variagdo fenotipica da caracteristica ALPR associada aos locos OPAEQ5 e OPG14. O nimero
reduzido de QTLs detectados no presente estudo é devido a baixa saturacdo do mapa, nimero
reduzido das progénies e a utilizacdo de um so tipo de marcador (dominante). O nimero de
grupos de ligacdo, obtidos para as duas populacdes segregantes mapeadas, é inferior ao
correspondente numero hapldéide de cromossomos (22). Sendo assim, o genoma de Coffea

arabica L. foi parcialmente explorado e muitas regides ainda ndo foram identificadas.
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ABSTRACT

MACHADO, Cristina de Fatima, D. S., Universidade Federal de Vicosa, November 2004.
Repeatability, phenotypic correlations and mapping of QTLs on segregant populations
of arabic coffee. Adviser: Ney Sussumu Sakiyama. Comittee members: Cosme Damido Cruz
and Eunize Maciel Zambolim.

Three populations of a backcross 1 (RC;) and one population Fowere obtained from the cross
between “Mundo Novo IAC 464-18" and “Hibrido de Timor UFV 440-22”. The populations
obtained were: population 1, RC; - [(“Mundo Novo IAC 464-18 x Hibrido de Timor UFV 440-
22”) x (“Mundo Novo IAC 464-18")] with 28 plants; population 2, RC; - [(“Mundo Novo IAC
464-18") x (“Mundo Novo IAC 464-18 x Hibrido de Timor UFV 440-22”)] with 40 plants;
population 3, RC; - [(“Mundo Novo IAC 464-18 x Hibrido de Timor UFV 440-22”) x (“Hibrido
de Timor UFV 440-22”)] with 86 plants; and population 4, F, - with 47 plants obtained from a
controlled selffecundation of a plant F; (H 464-2). Initially, the repeatability coefficients and
their respective determination coefficients were estimated by using the methods of main
components and structural analysis from the matrix of covariance and correlation. The following
agronomic characteristics were evaluated: height plant, canopy diameter, vegetative vigor,
position of the primary ramification, number of lateral branches, number of nodes on the main
branch, number of nodes on the lateral branches, height of the first branch and stem diameter.

The phenotypic evaluations were done at five seasons (November 2002 to November 2003) with

Xii



three months period between them except for the stem diameter which was evaluated in four
seasons initiated at the second times of the other characteristics. The populations 1 and 2 (RC;S)
and 4 (F,) were evaluated from the 17" month and the population 3, RC; from the 50" month.
The high stimates of repeatability coefficients of the nine characteristics (seasons 1 to 5) on the
four segregant populations of arabic coffee, besides having correlations significant at 1% of
probability, show that the characteristics studied were good indicators of the accuracy on the
identification of quantitative trait loci (QTLs) to reach early selection. At the same trend,
markers as RAPD were used to construct two maps of ligation using minimum value 3.0 for LOD
score (logio obtained from the ratio between the probability that the markers were ligated and the
probability of that they were not) and r (maximum frequency of recombination between the QTL
and the marker) of 0.40. For the population 3, RC;, one of the goals was to increase the number
of markers on the ligation map of coffee constructed in the coffee breeding program of the
“Universidade Federal de Vicosa (UFV)/Empresa de Pesquisa Agropecuaria de Minas Gerais
(EPAMIG)”. These maps were constructed with the goal to characterize and identify possible
QTLs candidates associated with these characteristics. Fifty RAPD markers were added to the
parcial map of population 3, RC;. A total of 137 RAPD markers were obtained with 124
(90.51%) of them showing segregation 1:1 (P < 0,01) and 13 (9.49%) with segregation 2:1. In
order to construct the map, 124 markers that segregated 1:1, with 26 of them not showing
ligation with the formed groups, were used. Ninety-eight RAPD markers resulted on 10 groups
of ligation (LGs) covering 789.55 cM. The four first groups obtained showed a good density of
markers. The longest space between the two adjacent markers was 33.42 cM with 88.64% of the
intervals not exceding 20 cM. On the segregant population 4(F,), 97 RAPD markers were used to
construct the map with only 35 of them not showing ligation with the formed groups. A total of
62 RAPD markers resulted in 13 LGs that covered 339.71 cM. The longest interval between two
adjacent markers was 20.58 cM with 97.96% of the intervals not exceding 20 cM. The
methodologies of simple markers, simple interval mapping and composite interval mapping were
used to detect and to map genomic the regions associated with the nine agronomic characteristics
cited above. The methodology of simple markers, besides to indicate consistent markers that
explain the variation on the characteristics height plant, canopy diameter, vegetative vigor,
position of the primary ramification, number of lateral branches, number of nodes on the lateral

branches and height of the first branch (population 3, RC;) and height plant, canopy diameter,
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position of the primary ramification, number of lateral branches, number of nodes on the main
branch, number of nodes on the lateral branches and height of the first branch (population 4, F;
seasons 1 to 5) indicated two and three markers, respectively, associated with more than one
characteristics these populations. These markers were: OPZ09 associated with vegetative vigor
and height of the first branch; and OPAKO08b associated with number of nds on the lateral
branches and height of the first branch (population 3, RC;); and b) OPAL12 associated with the
position of the primary ramification and height of the first branch; OPAX20 associated with
number of lateral branches and number of nodes on the main branch; and OPARO02 associated
with number of nodes on the lateral branches and height of the first branch (population 4, F»).
The methodologies of simple markers and the composite interval mapping detected and
identified one QTL associated with the position of the primary ramification and another one
ligated with the height of the first branch. These QTLs were consistent (seasons 1 to 5) and were
present on LGs 5 and 9 of the parcial map of ligation for population 3, RC;, respectively, to
position of the primary ramification and height of the first branch. This explain 12.25% to
16.48% and from 8.27% to 8.44% of the phenotypic variation of the characteristic position of
primary ramification associated with the loci OPV17 and OPS10a besides the height of the first
branch associated to the locus OPAKO8b. Regarding population 4 (F;), one consistent QTL
(seasons 1 to 5) associated with the height of the first branch was detected and identified by the
methodologies of simple markers, simple interval mapping and composite interval mapping. This
QTL is present on LG 4 of the parcial map of ligation from population 4 (F,). This explain from
29.14% to 29.41% (seasons 1 and 2) and from 30.32% to 30.45% (seasons 3 to 5) of the
phenotypic variation of the characteristic height of the first branch associated to loci OPAEQ5
and OPG14. The reduced number of QTLs detected on this study was due to the low saturation
of the map, reduced number of progenies and the use of a single kind of marker (dominant). The
number of groups of ligation obtained to the two segregant populations maped is lower than the
correspondent number of cromossome haploid (22). Therefore, the genome of Coffea arabica L.

was parcially explored and many regions were not identified.
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1. INTRODUCAO GERAL

Em café, como em outras plantas, o melhoramento por hibridacdo pressupde a
identificacdo da variabilidade genética quanto as caracteristicas a serem melhoradas, a escolha
das hibridacBes mais promissoras, e a selecdo de hibridos, ou linhagens, ou populactes
superiores. Nesse contexto, as estratéegias de melhoramento de plantas dependem do
conhecimento da estrutura genética da espécie em estudo, da herdabilidade das caracteristicas
que se deseja melhorar, das repetibilidades individuais, bem como das associa¢des genéticas com
outras caracteristicas. Estes pardmetros genéticos sdo, particularmente, importantes em
melhoramento de plantas.

As tecnologias de marcadores de DNA tém sido propostas como instrumentos Uteis aos
programas de pesquisa. Especialmente em café, por se tratar de uma cultura perene e de periodo
juvenil longo (3 anos), essas tecnologias podem beneficiar o melhoramento genético de forma
potencialmente grande.

Os marcadores moleculares contribuiram de forma significativa para o atual nivel de
conhecimento sobre a estrutura genotipica de varias espécies vegetais. Mapas genéticos
saturados aliados as metodologias de mapeamento de genes e o mapeamento de regides
cromossémicas responsaveis por caracteristicas quantitativas (“Quantitative Trait Loci - QTL”)
tém favorecido a identificacdo, caracterizacdo e manipulacdo da variabilidade genética das

principais culturas de importancia econémica, entre elas o café. Nesse sentido, a selecdo



assistida por marcadores moleculares, estratégia que associa marcadores moleculares a locos
génicos de interesse agronémico, pode acelerar o0 progresso genético pelo aumento na eficiéncia
de selecdo, reducgdo no intervalo de geragdes e identificacdo de quebra de ligacdes indesejaveis,
possibilitando a selecéo e avaliagdo de genotipos superiores em menor tempo.

Os objetivos do presente trabalho foram (1) determinar os coeficientes de repetibilidade
e de correlacdo fenotipica das seguintes caracteristicas: altura da planta, diametro de copa, vigor
vegetativo, posicao da ramificacdo primaria, nimero de ramos laterais, nimero de nds no ramo
principal, nimero de nds nos ramos laterais, altura do primeiro ramo e diametro do caule; (2)
determinar o numero minimo de avaliagdes para um eficiente processo de selecdo de genotipos
de café arabica; (3) aumentar o nimero de marcas do mapa parcial de ligacdo do café arabica,
obtido no programa de melhoramento do cafeeiro da Universidade Federal de Vigosa
(UFV)/Empresa de Pesquisa Agropecudria de Minas Gerais (EPAMIG); (4) construir um mapa
de ligacdo para o café arabica, a partir de uma populacdo segregante F,. e (5) identificar QTLs

associados as caracteristicas acima mencionadas.



CAPITULO 1

REPETIBILIDADE EM POPULACOES SEGREGANTES DE CAFE ARABICA

RESUMO

Trés populacdes de retrocruzamento 1 (RC;) e uma populacdo F, foram obtidas a partir
do cruzamento “Mundo Novo IAC 464-18 x Hibrido de Timor UFV 440-22”, sendo elas:
populacdo 1, RC; - [(“Mundo Novo IAC 464-18 x Hibrido de Timor UFV 440-22”) x (“Mundo
Novo IAC 464-18”)], com 28 plantas; populacdo 2, RC; - [(“Mundo Novo IAC 464-18”) X
(“Mundo Novo IAC 464-18 x Hibrido de Timor UFV 440-22")], com 40 plantas; populacao 3,
RC; - [(“Mundo Novo IAC 464-18 x Hibrido de Timor UFV 440-22”) x (“Hibrido de Timor
UFV 440-22")], com 86 plantas; e populacdo 4, F, - com 47 plantas, obtida a partir da
autofecundagdo controlada de um individuo F; (H 464-2). Estimaram-se os coeficientes de
repetibilidade e seus respectivos coeficientes de determinacao, utilizando os métodos estatisticos:
analise de componentes principais a partir da matrizes de covariancia (método 1) e correlacédo
(método 2) e analise estrutural, a partir das matrizes de covariancia (método 3) e correlagdo
(método 4). Determinou-se o nimero minimo de medigBes, necessario para acessar 0 valor
genotipico das progénies das quatro populacdes segregantes, por meio do método dos
componentes principais a partir da matriz de correlacdo. As avaliacdes fenotipicas foram

realizadas em cinco épocas, para altura da planta (ALTP), diametro da copa (DICP), vigor



vegetativo (VIVG), posicao da ramificacdo priméaria (PRAP), numero de ramos laterais (NRAL),
namero de n6s no ramo principal (NNRP), numero de n6s nos ramos laterais (NNRL), altura do
primeiro ramo (ALPR) e diametro do caule (DIAC). Adotou-se um intervalo de trés meses, entre
as avaliagdes, com excecdo do diametro do caule, que foram quatro épocas, sendo estas iniciadas
a partir da segunda avaliacdo das demais caracteristicas. As populacdes 1 e 2 (RCys) e 4 (F,)
foram avaliadas, a partir de 17 meses e a populacdo 3, RC; a partir de 50 meses. Os quatro
métodos estatisticos usados foram concordantes quanto as estimativas dos coeficientes de
repetibilidade e de determinacdo das nove caracteristicas, nas quatro populagdes segregantes de
café ardbica. As estimativas relativamente altas dos coeficientes de repetibilidade, nas
populacbes segregantes de café ardbica, indicam confiabilidade do valor fenotipico como
indicador do valor genotipico. Tais estimativas apontam as nove caracteristicas como bons

indicadores da acuracia na identificacdo de QTLs para a selecao precoce.

Palavras chave: Coffee, coeficiente de repetibilidade, componentes principais e analise

estrutural.



REPEATABILITY ON SEGREGANT POPULATIONS OF ARABIC COFFEE

ABSTRACT

Three populations of a backcross 1 (RC;) and one population F, were obtained from the
cross between “Mundo Novo IAC 464-18” and “Hibrido de Timor UFV 440-22”. The
populations obtained were: population 1, RC; - [(“Mundo Novo IAC 464-18 x Hibrido de Timor
UFV 440-22) x (“*Mundo Novo IAC 464-18")] with 28 plants; population 2, RC; - [(“Mundo
Novo IAC 464-18") x (“Mundo Novo IAC 464-18 x Hibrido de Timor UFV 440-22")] with 40
plants; population 3 - RC; - [(“Mundo Novo IAC 464-18 x Hibrido de Timor UFV 440-22") x
(“Hibrido de Timor UFV 440-22”)] with 86 plants; and population 4, F, - with 47 plants
obtained from a controlled selffecundation of a plant F; (H 464-2). The repeatability coefficients
of and their respective determination coefficients were estimated using the statistic methods:
analysis of main components from the matrix of covariance (method 1) and correlation (method
2) as well as the structural analysis from the matrix of covariance (method 3) and correlation
(method 4). The minimum number of the measurements necessaries to obtain the genotypic
value from the progenies of four segregant populations by the method of main components from
the matrix of correlation was determined. The phenotypic evaluations were done in five seasons
for height plant, canopy diameter, vegetative vigor, position of the primary ramification, number
of lateral branches, number of nodes on the main branch, number of nodes on the lateral
branches, height of the first branch and stem diameter. A three months period was used between

evaluations execpt for the stem diameter which was evaluated in four seasons initiated at the



second time used for the other characteristics. The populations 1 and 2 (RC;s) and 4 (F,) were
evaluated from the 17" month and the population 3, RC; from the 50" month. The four statistical
methods agreeded with the estimates of the of repeatability coefficients and determination of the
nive characteristics in the four segregant populations of arabic coffee. The coefficients estimates
quite high of the coefficients repeatibility on the segregant populations of arabic coffee indicates
a confiability of the phenotypic value as an indicator of the genotypic value. These repeatability
coefficients estimates revealed that the nine characteristics evaluated are good indicators of the

accuracy on the identification of QTLs to reach early selection.

Key words: Coffee, repeatability coefficients, main components and structural analysis.



1. INTRODUCAO

A andlise de sucessivas medi¢Oes de uma caracteristica, em um grupo de individuos, é
um procedimento desejavel em melhoramento genético do cafeeiro, pois, espera-se que a
superioridade ou a inferioridade inicial de um individuo, em relacdo aos demais, mantenha-se ao
longo das medicOes. A veracidade desta expectativa pode ser comprovada pelo coeficiente de
repetibilidade das caracteristicas avaliadas. Valores altos das estimativas de repetibilidade das
caracteristicas avaliadas, indicam que é possivel predizer o valor real dos individuos utilizando-
se um numero relativamente pequeno de medigdes.

A principal utilizacdo das estimativas de parametros genéticos, aléem de subsidio para o
planejamento de eficientes estratégias de melhoramento de plantas, estd na propria predicao de
valores genéticos. Neste contexto, o procedimento de predi¢cdo depende do conhecimento quanto
ao controle genético das caracteristicas sob selecdo, especialmente dos parametros herdabilidade
e repetibilidades individuais.

A repetibilidade pode ser definida como sendo a correlagdo entre as sucessivas medidas,
obtidas de um mesmo individuo, cujas avaliagdes foram repetidas ao longo do tempo ou do
espaco, podendo ser determinada, apenas, naquelas caracteristicas para as quais é possivel mais
de uma avaliagdo em um mesmo individuo.

Conhecendo-se o coeficiente de repetibilidade das caracteristicas agrondmicas de

interesse, € possivel quantificar a precisdo das medidas avaliadas, predizer o valor real do



individuo com base na média de varias avaliagcdes e determinar o nimero de medidas fenotipicas
a serem tomadas para obtencdo de um adequado nivel de acuracia.

Os objetivos do presente trabalho foram (1) determinar o coeficiente de repetibilidade das
seguintes caracteristicas: altura da planta, diametro de copa, vigor vegetativo, posicdo da
ramificacdo primaria, numero de ramos laterais, numero de nés no ramo principal, nimero de
nos nos ramos laterais, altura do primeiro ramo e o diametro do caule; e (2) determinar o nimero

minimo de avaliacdes para um eficiente processo de selecdo de genotipos de café arabica.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Repetibilidade

No melhoramento genético de espécies perenes, um procedimento normal é a analise de
sucessivas medicdes de uma determinada caracteristica em um mesmo individuo, pois, espera-se
que a superioridade ou inferioridade inicial do individuo, em relacdo aos demais, mantenha-se ao
longo das medic¢des (RESENDE, 2002).

Estatisticamente, a repetibilidade é a correlagdo entre as sucessivas medidas obtidas de
um mesmo individuo, cujas avaliagdes foram repetidas ao longo do tempo ou do espaco (LUSH,
1964; CRUZ; REGAZZI; CARNEIRO, 2004; RESENDE, 2002).

O coeficiente de repetibilidade é utilizado no melhoramento genético, como o limite
superior da herdabilidade em sentido amplo e como critério para avaliar a eficiéncia do processo
seletivo (LUSH, 1964; FALCONER, 1987). Este procedimento é vantajoso, quando a estrutura
da populacdo e outros fatores dificultam a estimacéo direta da herdabilidade (LUSH, 1964).

Em plantas perenes, como é o caso do café ardbica, os procedimentos para a
determinacdo do coeficiente de herdabilidade é trabalhoso, pois, esta requer cruzamentos
controlados, além de estudos envolvendo progénies. Por outro lado, a determinacdo do
coeficiente de repetibilidade, para algumas caracteristicas de interesse agronémico, € comum no
cafeeiro. No entanto, a repetibilidade pode ser estimada, apenas, naquelas caracteristicas para as
quais é possivel mais de uma avaliagdo em um mesmo individuo (FALCONER, 1987; CRUZ;
REGAZZI; CARNEIRO, 2004; RESENDE, 2002).



A repetibilidade € funcdo das propriedades genéticas da populacdo, da natureza da
caracteristica em estudo e das condi¢bes ambientais nas quais os individuos foram mantidos
(FALCONER, 1987). A repetibilidade expressa a propor¢do da variancia total, que é explicada
por variagBes proporcionadas pelos genotipos e por variagdes permanentes atribuidas ao
ambiente comum (TURNER; YOUNG, 1969; LERNER, 1977; HANSCHE, 1983; CHAPMAN,
1985; FALCONER, 1987; CRUZ; REGAZZI; CARNEIRO, 2004; RESENDE, 2002). Quando a
variancia proporcionada pelos efeitos permanentes do ambiente € minimizada, a repetibilidade
aproxima-se da estimativa de herdabilidade no sentido amplo (CRUZ; REGAZZI; CARNEIRO,
2004).

Do ponto de vista pratico, suas maiores vantagens consistem em possibilitar a
determinacdo do nimero de medicdes, para avaliar com precisdo os valores genéticos aditivos,
genotipicos ou fenotipicos permanentes dos individuos, bem como o uso de suas estimativas nos
procedimentos de predicdo de valores genéticos (RESENDE, 2002).

No estudo de repetibilidade, ao aumentar o nimero de medigdes, a variancia causada pelo
ambiente temporario é diminuida e, conseqiientemente, a variancia fenotipica é reduzida. O
ganho em acurécia é representado, entdo, por esta reducdo da variancia fenotipica. Quando a
variancia temporéria de ambiente € baixa e a repetibilidade alta, 0 maior nimero de avaliacGes
pouco acrescentara na acuracia da inferéncia do valor genotipico do individuo. Por outro lado, se
a repetibilidade é baixa, o aumento no numero de avaliacdes permitird ganho satisfatorio.
Entretanto, 0 ganho em acurécia decresce & medida que se aumenta 0 nimero de medigdes
(FALCONER, 1987; CRUZ; REGAZZI; CARNEIRO, 2004; RESENDE, 2002).

Quando varias medidas de uma mesma caracteristica sdo realizadas em um mesmo
individuo de um grupo, a variancia fenotipica podera ser parcelada em variancia dentro do
individuo e variancia entre individuos. Este procedimento permite a quantificacdo do ganho com
precisdo, uma vez que as medidas sdo repetidas no mesmo individuo, possibilitando o
esclarecimento da natureza da variacdo ambiental (FALCONER, 1987).

Vérias metodologias tém sido indicadas para estimacao do coeficiente de repetibilidade,
como as da andlise de variancia, da méaxima verossimilhanga (SEARLE, 1971), dos componentes
principais (ABEYWARDENA, 1972; RUTLEDGE, 1974) e da andlise estrutural (MANSOUR;
NORDHEIM; RUTLEDGE, 1981).

Estimativas individuais de parametros genéticos, como a herdabilidade individual, séo
raras na literatura disponivel sobre café; dentre as quais destacam-se apenas as obtidas por
WALYARO; VAN DER VOSSEN (1979), no Quénia, e CILAS et al. (1998), em Camardes,
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ambos em café arabica, LEROY et al. (1994) na Costa do Marfim e CILAS et al. (2000) na

Costa do Marfim e Togo, ambas em café robusta. No Quadro 1 sdo apresentadas as estimativas

de herdabilidade, em nivel de individuos e médias de genotipos, referentes a alguns trabalhos

realizados com o género Coffea. Neste quadro, as caracteristicas com os maiores valores de

herdabilidade, sdo acompanhados do sinal *.

Quadro 1 — Principais trabalhos publicados sobre as estimativas de herdabilidade para as espécies do
género Coffea, destacando a caracteristica avaliada e o valor da estimativa de herdabilidade.

Autores Referéncia Espécie estudada Caracteristica estudada Herdabilidade
(%)
WALYARO; VAN DER Euphytica, v.28, Coffea. arabica L.  Altura da planta 13,00¥
VOSSEN. p. 465-472, 1979. Diametro do caule 35,00
NGmero de ramos primarios 8,004
Porcentagem de ramos primarios produzidos 20,00¥
Comprimento médio dos ramos primarios 21,00
Crescimento da planta no periodo de 7 meses 20,00¥
Numero de novos nds produzidos no periodo 10,00¥
de 7 meses.
Numero de Inflorescéncia por nd 10,00¥
Numero de flores por inflorescéncia 11,00¥
Producéo de gréos baseada na média de 81,004*
10 anos (1961-1971)
Produc&o de gréos baseado nas 17,004
combinagdes dos anos 1972/73
LEROY etal., 1994 Euphytica, v. 74, Coffea. Canephora  Didmetro do caule aos 18 meses 35,007
p. 121-128, 1994. Pierre et Froeneher. Diametro do caule aos 30 meses 40,004
Altura da planta aos 2 anos 34,00
Diametro da copa aos 4 anos 53,004
Numero de internédios nos ramos plagiotrépicos 65,004
aos 2 anos
Numero de internédios no ramo ortotropico 27,004
Comprimento médio do ramo ortotropico 45,004
Comprimento médio dos ramos plagiotropicos 88,00+
Comprimento de um internédio no ramo 25,004
Ortotrépico
Comprimento de um internédio nos ramos 88,00 ¥*
Plagiotrdpicos
Producéo de gréos beneficiados em 1986 28,00
Producdo de gréos beneficiados em 1987 27,004
Producdo de gréos beneficiados em 1988 15,00¥
Produc&o de gréos beneficiados baseado nas 89,004*
combinagdes de anos 1986/87
Produgdo de gréos beneficiados baseado nas 85,001
combinagdes de anos 1986/87/88
Produgao de gréos beneficiados baseado nas 75,008
combinagdes de anos 1986/87/88/89
CILAS et al. Euphytica, v. 104, C. arabica L. Diémetro do caule 0,107
p. 49-59, 1998. Altura da planta 37,30¢
Numero de ramos primarios 4,204
Produc&o de gréos baseado nas 26,004
anos 1986, 87, 88 e 89.
Diémetro médio da copa 82,23%*
Altura média de plantas 83,842
Producdo de gréos/planta em 1989 83,19%*
Producdo de grdos/planta em 1990 72,84%*
Producdo de gréos/planta em 1991 86,842+
Producdo de gréos/planta em 1992 86,912+

¥ Herdabilidade obtida em nivel de individuos;
Z: Herdabilidade obtida a partir da média dos genétipos.
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Quadro 1 — Continuacao...

Autores Referéncia Espécie estudada Caracteristica estudada Herdabilidade
(%)
FONSECA, A.F.A. da. Tese (Doutorado) - C. canephora NUmero de hastes/planta 94,172
Universidade Federal Diametro médio da copa 82,23%*
de Vigosa, 1999. Altura média de plantas 83,842
Producdo de gréos/planta em 1989. 83,19%*
Produc&o de gréos/planta em 1990 72,84%*
Producdo de gréos/planta em 1991 86,842+
Producdo de gréos/planta em 1992 86,912+
RESENDE, M.D.V. de. etal. Bragantia, v. 60, C. arabica L. Altura da planta 25,704
n.3, p. 1-15, 2001 Diémetro do caule 57,60%
Numero de pares de ramos plagiotropicos 3,904
BONOMO, P. Tese (Doutorado) - C. arabica L. Producéo de gréos beneficiados em 1997 25,197
Universidade Federal Producdo de gréos beneficiados em 1998 78,132
de Vigosa, 2002. Producdo de grdos beneficiados em 1999 72,59%*
Produc&o de gréos beneficiados em 2000 43,342
Producdo de gréos beneficiados nas 71,33%*
combinagdes de anos 1997 e 1998
Produc&o de gréos beneficiados nas 80,362*
combinagdes de anos 1998 e 1999
Produgdo de gréos beneficiados nas 71,90%*
combinagdes de anos 1999 e 2000
Producdo de gréos beneficiados nas 77,46%*
combinagdes de anos 1997, 1998 e 1999.
Produgdo de gréos beneficiados nas 78,302
combinagdes de anos 1998, 1999 e 2000
Produgdo total de graos beneficiados 76,274
dos quatro anos.
Producdo média dos quatro anos 89,912
SEVERINO, L. S. etal. Acta Scientiarum, C. arabica L. Altura da copa 95,782
V. 24, n.05, Diametro da copa 94,672
p. 1467-1471, 2002. Vigor vegetativo 89,64%*
Curvatura dos ramos 83,14%*
NUmero de ramos secundarios 38,552
Comprimento médio do internédio 87,38%*
NUmero de ramos terciarios 45,282
Produtividade beneficiada 61,33%
Rendimento de beneficiamento 61,012
TEDESCO, N. S. Dissertacéo (Mestrado) C. arabica L. Producdo de gréos beneficiados 76,277
- Universidade Federal nas combinagdes de anos 1997, 98, 99 e 2000
de Vigosa, 2003. Producéo de gréos beneficiados em 2001 84,74%*
Producdo de gréos beneficiados em 2002 73,122
Produgdo de gréos beneficiados nas combinacgdes 81,20%*
de anos 2000 e 2001
Producdo de gréos beneficiados nas combinacdes 87,242
de anos 2001 e 2002.
Producdo de gréos beneficiados nas combinacdes 84,23%*
de anos 99, 2000 e 2001
Produgdo de gréos beneficiados nas combinacgdes 82,622

de anos 2000, 2001 e 2002

I Herdabilidade obtida em nivel de individuos;
Z: Herdabilidade obtida a partir da média dos genétipos.

As estimativas de parametros genéticos e fenotipicos, em nivel de média de gendtipos
para a caracteristica rendimento de grdos, sdo comuns, podendo-se citar SERA (1980, 1987);
CARVALHO, 1989; FONSECA (1999); SERA; ALVES (1999); COSTA et al. (2001);
(BONOMO, 2002); FERRAO et al. (2003); TEDESCO (2003).
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No Quadro 2 sdo apresentadas as estimativas de repetibilidade, em nivel de médias de

gendtipos, reportadas em alguns trabalhos com o género Coffea. Neste quadro, as caracteristicas

com os maiores coeficientes de repetibilidade e de determinacdo, sdo acompanhadas do sinal *.

Quadro 2 - Principais trabalhos publicados sobre as estimativas de repetibilidade para as
espécies do género Coffea, destacando a caracteristica avaliada e o valor das
estimativas dos coeficientes de repetibilidade e de determinacéo.

Autores Referéncia Espécie estudada

Meétodo
utilizado

Caracteristica estudada

Coeficiente de
repetibilidade

(D)

Coeficiente de
determinacéo
(R°%)

FONSECA, . AF.A. Tese (Doutorado) -

Universidade Federal
de Vigosa, 1999.

Coffea canephora
Pierre et Froenher.

Componentes
Principais a

partir da matriz
de correlacéo

Rendimento de
Gréos

0,520

81,590

FERRAO et al. Anais... Brasilia, DF, C. canephora
EMBRPA Café,

2003.

Andlise de
variancia com
um fator de

variagdo

Produgdo de grédos

0,409

82,900

Andlise de
variancia com
dois fatores de

variagdo

Produggo de gréos

0,088

40,300

Componentes
principais a partir
da matriz de

covariancia

Produggo de gréos

0,662

93,190

Componentes
principais a partir
da matriz de

correlagdo

Produgdo de grédos

0,461

85,690

Anélise estrutural
a partir da matriz
de correlagdo

Produggo de gréos

0,443

84,790

Anadlise estrutural
a partir da matriz
de covariancia

Produggo de gréos

0,409

92,900

COSTA et al. Anais...Goiania: Coffea arabica L.

EMBRAPA, 2001.

Componentes
Principais a
partir da matriz
de correlagdo

Altura da planta

0,892*

97,070*

Diametro do caule

0,757*

92,560*

Diametro da copa

0,776*

93,260*

Vigor

0,725*

91,350*

BONOMO, P. Tese (Doutorado) - C. arabica
Universidade Federal

de Vigosa.

Componentes
Principais a
partir da matriz
de covariancia

Producéo de grdos

0,390

65,800

Componentes
Principais a
partir da matriz
de correlagao

Producéo de grdos

0,480

73,550
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Quadro 2 — Continuacéo...

Autores Referéncia Espécie estudada Método Caracteristica estudada  Coeficiente de Coeficiente de
utilizado repetibilidade determinacéo

(r) (R?%)

TEDESCO, N.S. Dissertacdo (Mestrado) C. arabica Componentes Producéo de gréos 0,746* 85,000*

- Universidade Federal

de Vigosa, 2003. Principais a beneficiados

partir da matriz acumulada nos biénios
de correlagdo 98-98/99-00

" Producéo de gréos 0,772* 87,000*
beneficiados
acumulada nos biénios
99-00/01-02

" Produgéo de grdos 0,712* 88,000*
beneficiados
acumulada nos biénios
97-98/99-00/01-02
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Descric¢ao do experimento

Trés populagdes de retrocruzamento 1 (RC;) e uma populacdo F, foram obtidas a partir
do cruzamento “Mundo Novo IAC 464-18 x Hibrido de Timor UFV 440-22”, sendo elas:
populacdol, RC; - [(“Mundo Novo IAC 464-18 x Hibrido de Timor UFV 440-22") x (“Mundo
Novo IAC 464-18")], com 28 plantas; populagdo 2, RC; - [(“Mundo Novo IAC 464-18) x
(*Mundo Novo IAC 464-18 x Hibrido de Timor UFV 440-22")], com 40 plantas; populagéo 3,
RC; - [(*Mundo Novo IAC 464-18 x Hibrido de Timor UFV 440-22") x (“Hibrido de Timor UFV
440-22")], com 86 plantas; e populacdo 4, F, - com 47plantas, obtida a partir da autofecundacéo
controlada de uma planta F; (H 464-2). Estas populagdes pertencem ao Programa de
Melhoramento Genético da Universidade Federal de Vigosa (UFV)/Empresa de Pesquisa
Agropecuéria de Minas Gerais (EPAMIG).

O cultivar “Mundo Novo IAC 464-18" (FAZUOLLI et al., 2002), corresponde a uma
recombinagdo resultante de um cruzamento natural entre as variedades Sumatra e Bourbon
Vermelho de café ardbica. O “Hibrido de Timor UFV 440-22” (PEREIRA et al., 2002) originou-
se de uma introducao registrada como UFV 440. Essa introducéo originou-se de uma progénie de
cafeeiros, selecionados na Estacdo Regional de Uige (ERU) pertencente ao Instituto de café de

Angola, com o registro ERU 209, a qual é proveniente da introducéo CIFC 2570.
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Os cruzamentos que resultaram na obtencdo das quatro populagdes segregantes de café
arabica mencionadas anteriormente foram realizados no Campo Experimental do Viveiro de
Café da Universidade Federal de Vigosa. As sementes das quatro populagdes segregantes foram
semeadas em sacos plasticos com dimensdo 11 x 22 cm. As mudas foram, posteriormente,
transplantadas para vasos com capacidade para 6 litros de solo e colocadas em canteiros
sombreados (50% de luz). Os vasos foram alocados em canteiros a uma distancia de 20 cm entre
0s mesmos e de 80 cm entre 0s canteiros.

As populacdes 1 e 2 (RCys) e a populacdo 4 (F,) foram avaliadas aos 17 meses (1°
avaliacdo), 20 meses (2° avaliacdo), 23 meses (3% avaliacdo), 26 meses (4° avaliacdo) e 29 meses
apos o plantio (5% avaliagdo). A populacdo 3 (RC,) foi avaliada aos 50 meses (1% avaliacéo), 53
meses (2% avaliacdo), 56 meses (3% avaliacdo), 59 meses (4% avaliacdo) e 62 meses (5 avaliagio).

Foram coletados os dados de nove caracteristicas agronémicas: 1) altura da planta
(ALTP) - distancia da superficie do solo a extremidade do ramo ortotrépico, expressa em cm; 2)
diametro de copa (DICP) - distdncia méaxima entre as gemas terminais de dois ramos
plagiotrépicos opostos, expressa em cm; 3) vigor vegetativo (VIVG) - utilizou-se escala de notas
de 1 a 10 (SEVERINO et al., 2002), sendo 1 para planta depauperada e 10 para planta com vigor
vegetativo maximo; 4) posicéo da ramificacdo primaria (PRAP) - angulo, avaliado visualmente,
entre os ramos laterais primarios (plagiotrépicos) e a haste principal (SEVERINO et al., 2002),
sendo a avaliacdo realizada no terco médio da planta, atribuindo nota 1 para ramos pendentes, 2
para semipendentes, 3 para normal, 4 para ligeiramente eretos e 5 para ramos semi-eretos; 5)
numero de ramos laterais (NRAL) - em cada planta, foram contados os ndimeros de ramos
laterais presentes; 6) numero de n6s no ramo principal (NNRP); 7) nimero de nds nos ramos
laterais (NNRL) - foram contados os numeros de nos presentes nos dois ramos laterais do DICP;
7); 8) altura do primeiro ramo (ALPR) - distancia, da superficie do solo & inser¢do do primeiro
ramo plagiotropico, expressa em c¢cm; e 9) didmetro do caule (DIAC) - mediu-se o didmetro do
caule, tomado a 5 cm da superficie do solo, expresso em cm. As avaliacdes fenotipicas foram
realizadas em cinco sucessivas épocas de avaliacdo (novembro de 2002 a novembro de 2003),
com intervalo de trés meses entre avaliagcfes, exceto para 0 DIAC que foi em quatro épocas,
sendo estas iniciadas a partir da segunda época de avaliacdo das demais caracteristicas.

Uma vez que as avaliacdes fenotipicas dessas nove caracteristicas foram realizadas em
uma mesma planta sem repeticdo, ndo foi possivel estimar, diretamente a herdabilidade. Neste
sentido, langou-se méo do estudo de repetibilidade, como ferramenta auxiliar, para definir o

limite superior da herdabilidade (sentido amplo) em nivel de individuo. Segundo LUSH (1964),
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este procedimento é vantajoso, quando a estrutura da populagéo e, ou outros fatores dificultam a
estimacdo direta deste parametro, como no presente caso. As informagGes obtidas a partir desse
estudo, em conjunto com as geradas a partir da correlacdo fenotipica entre essas caracteristicas
(Capitulo 2), serdo utilizadas para subsidiar o estudo de mapeamento genético dos possiveis

locos candidatos (Capitulos 3 e 4).

3.2. Analise de repetibilidade pelo método dos componentes principais

O método dos componentes principais consiste em obter uma matriz de correlagdes entre
0S genotipos, em cada par de medicdes (ou periodo de avaliacdo). A partir da referida matriz,
determinaram-se 0s autovalores e seus respectivos autovetores normalizados associados. O
autovetor, cujos elementos apresentam mesmo sinal e magnitude proximas, € aquele que
expressa a tendéncia dos gendtipos em manter, ao longo das vérias épocas de avaliacdo no
periodo considerado, suas posicdes relativas em relagdo aos demais (ABEYWARDENA, 1972;
CRUZ; REGAZZI; CARNEIRO, 2004). A proporcao do autovalor associado a esse autovetor é o

estimador do coeficiente de repetibilidade, ou seja,

n 1)

em que,

r = coeficiente de repetibilidade;
XK = autovalor associado ao autovetor, cujos elementos tém o mesmo sinal e magnitude

semelhantes; e

n =numero de épocas avaliadas.

O coeficiente de repetibilidade estimado a partir desta metodologia é influenciado,
indevidamente, pelo nimero de medicgdes realizadas (RUTLEDGE, 1974). Esse autor considera
que o estimador de r, conforme apresentado abaixo, € mais adequado a estimacdo do coeficiente

de repetibilidade,

@)
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comr, n e A, definidos anteriormente.

A técnica dos componentes principais também pode ser utilizada para estimar o
coeficiente de repetibilidade, a partir das informacdes das matrizes de variancias e covariancias.

Neste caso, o estimador da repetibilidade é dado por

A — 62
r:Azk—y 3)
6,(n-1)
em que,
1 n
A2 A2 _ A2 A2
Gy—ﬁ 67 =6, +6,

N
N

3.3. Estimador do coeficiente de repetibilidade baseado na analise estrutural

A obtencao do coeficiente de repetibilidade pelo método da analise estrutural apresenta,
apenas, diferencas conceituais em relacdo ao método baseado nos componentes principais.
MANSOUR; NORDHEIM; RUTLEDGE (1981), autores deste método, consideram a matriz
paramétrica de correlacdes entre os genotipos (R), em cada par de avaliagdo, e seu estimador

(FAQ ). Um estimador do coeficiente de repetibilidade, baseado nos componentes principais, é

-1 @)

em que, A, = a'Ra € o maior autovalor de R, e o'= {ai, a,, .an} é 0 autovetor associado a A,

tal que o'a =1, ou seja, o autovetor esta normalizado.

Segundo MORRINSON (1967), o autovetor, cujos elementos tém mesmo sinal e

magnitude semelhantes e que esta associado ao maior autovalor (il) de R, é expresso por:

A Kl
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Utilizando o autovetor o, que, segundo MANSOUR; NORDHEIM; RUTLEDGE (1981),
corresponde ao maior autovalor de R, o estimador do coeficiente de repetibilidade com base na

analise estrutural é dado por

r_oc'lioc—l_ 2 L
n-1 nin-1) ‘==

pyL comj<j (6)

em que, p; € o elemento da j-ésima linha e j' - ésima coluna da matriz R .

Assim, este estimador do coeficiente de repetibilidade é a média aritmética das
correlagcdes fenotipicas entre genotipos, considerando cada par de épocas de avaliacdo (com

intervalo entre as avaliagdes de trés meses) no periodo de um ano.
3.4. Estimacéo do numero minimo de medigdes e do coeficiente de determinacéo

Uma vez obtido o coeficiente de repetibilidade, estimou-se o numero minimo de
avaliacOes, que devem ser realizadas para predizer o valor real dos individuos, com base em um
coeficiente de determinacio (R?) preestabelecido. A predicdo desse valor foi realizada, com base

na seguinte expressao (LUSH, 1964):

_R*(1-1)
nO_(l_RZ)r (7)
em que,

Ng = nNimero de medicGes necessarias

3.5 Avaliacao da estabilizacao fenotipica de nove caracteristicas agronémicas

Avaliou-se a estabilizacdo fenotipica das nove caracteristicas agrondmicas referentes as
quatro populacbes segregantes de café ardbica, utilizando os métodos dos componentes
principais, obtidos a partir da matriz de correlagdes para as sucessivas medicGes, considerando-
se 2, 3, ... até todas as n avaliacGes efetuadas. Portanto, foram realizadas n-1 analises, fazendo

duas medicdes sucessivas; n-2, trés avaliagdes sucessivas e assim, até chegar as cinco medicdes.
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Todas as andlises estatisticas foram realizadas, utilizando-se o Programa Computacional GENES
Windows (CRUZ, 2001).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Nos Quadros 3 a 7 sdo apresentadas as estimativas dos coeficientes de repetibilidade e
seus respectivos coeficientes de determinacdo das nove caracteristicas, obtidas por meio de
diferentes métodos nas quatro populacGes segregantes de café ardbica. Nestes quadros estdo
presentes, também, os valores da média geral para cada uma dessas caracteristicas nas cinco

sucessivas épocas de avaliacao.

Quadro 3 — Estimativas dos coeficientes de repetibilidade e nimero de medicGes necessarias para
a obtencéo de diferentes R?, com base em quatro métodos e os valores da média geral
das nove caracteristicas, na populacdo segregante 1, RC; de café arabica.

Coeficientes de repetibilidade NUmero de medigdes (n)
Caracteristicas” Médiageral CPZ cp¥ ANY AN R’=080  R’=090 R”=0,95
ALTP 83,2707 0,9449 09450 0,9412  0,9450 1 1 2
DICP 70,6286 09571 09562 09544  0,9561 1 1 1
VIVG 5,3266 0,9787 09790 0,9784  0,9789 1 1 1
PRAP 4,2336 0,9835 09835 09835  0,9835 1 1 1
NRAL 17,7286 08787 08774 08766 08773 1 2 3
NNRP 9,7714 0,8848 0,8821 0,8818 0,8815 1 2 3
NNRL 13,9429 08349 08374 08321 0,8362 1 2 4
ALPR 28,0771 0,9991  0,9991  0,9989  0,9991 1 1 1
DIAC 1,4269 0,7429  0,7251  0,7234  0,7191 2 4 8

T ALTP: altura da planta ; DICP: diametro da copa;VIVG: vigor vegetativo; PRAP: posicdo da ramificagdo primaria; NRAL: nimero de ramos
laterais; NNRP: nimero de nds no ramo principal; NNRL: nimero de nés nos ramos laterais; ALPR: altura do primeiro ramo; DIAC: diametro do
caule;

4 CP,: componentes principais, a partir da matriz de covariancia;

3. CP,: componentes principais, a partir da matriz de correlagéo;

4: AN;: analise estrutural, a partir da matriz de covariancia;

- AN,: analise estrutural, a partir da matriz de correlacio.
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Quadro 4 — Estimativas dos coeficientes de repetibilidade e nimero de medicGes necesséarias para
a obtencéo de diferentes R?, com base em quatro métodos e os valores da média geral
das nove caracteristicas, na populagdo na populacéo segregante 2, RC; de café arabica.

Coeficientes de repetibilidade Numero de medi¢des (n)
CaracteristicasY Meédiageral CP? cp? ANY AN R’=080  R’=090 R?=0,95
ALTP 72,3770 0,8885 0,8797 0,8782 0,8762 1 2 3
DICP 64,1275 0,8835 0,8852 0,8797 0,8808 1 2 3
VIVG 5,2562 0,9899 0,9902 0,9871 0,9902 1 1 1
PARP 4,2236 0,9811 0,9819 0,9741 0,9818 1 1 1
NRAL 14,8650 08521 08372 08191 0,8361 1 2 4
NNRP 9,1150 0,8391 08191 0,7806 0,8170 1 2 5
NNRL 14,2300 0,8652  0,8570  0,8402  0,8549 1 2 4
ALPR 28,1465 0,9998 09998 0,9998  0,9998 1 1 1
DIAC 1,4936 09342 09323 09234 09321 1 1 2

T ALTP: altura da planta ; DICP: diametro da copa;VIVG: vigor vegetativo; PRAP: posicdo da ramificagdo primaria; NRAL: nimero de ramos
laterais; NNRP: nimero de nés no ramo principal; NNRL: nimero de n6s nos ramos laterais; ALPR: altura do primeiro ramo; DIAC: diametro do
caule;

2. CP,: componentes principais, a partir da matriz de covariancia;

3. CP,: componentes principais, a partir da matriz de correlagéo;

“L: AN;: analise estrutural, a partir da matriz de covariancia;

- AN,: analise estrutural, a partir da matriz de correlacio.

Quadro 5 — Estimativas dos coeficientes de repetibilidade e nimero de medicGes necessarias para
a obtencdo de diferentes R?, com base em quatro métodos e os valores da média geral
das nove caracteristicas, na populacao segregante 3, RC; de café arabica.

Coeficientes de repetibilidade Numero de medigdes (n)
Caracteristicas” Médiageral CPZ cp¥ ANY AN R’=080  R’=090 R”=0,95
ALTP 73,5893 0,8314 0,8292 0,8083 0,8266 1 2 4
DICP 63,0186 0,8555 0,8207 0,8063 0,8113 1 2 5
VIVG 5,3445 0,9766  0,9768 0,9761 0,9768 1 1 1
PRAP 42329  0,9402 0,9408 0,9397 0,9406 1 1 2
NRAL 13,1023  0,7275 06942 0,6782 0,6868 2 4 9
NNRP 9,2302  0,7896 0,7622 0,7595 0,7567 2 3 6
NNRL 15,2605 0,8241 0,8198 0,7958 0,8157 1 2 5
ALPR 40,3056  0,9992  0,9992 0,9992 0,9992 1 1 1
DIAC 15185 0,8597  0,8499 0,8435 0,8487 1 2 4

. ALTP: altura da planta ; DICP: diametro da copa;VIVG: vigor vegetativo; PRAP: posicdo da ramificagdo primaria; NRAL: nimero de ramos
laterais; NNRP: nimero de nds no ramo principal; NNRL: nimero de nés nos ramos laterais; ALPR: altura do primeiro ramo; DIAC: diametro do
caule;

2 CP,: componentes principais, a partir da matriz de covariancia;

3.; CP,: componentes principais, a partir da matriz de correlagéo;

“L: AN;: analise estrutural, a partir da matriz de covariancia;

5L AN,: analise estrutural, a partir da matriz de correlagio.
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Quadro 6 — Estimativas dos coeficientes de repetibilidade e nimero de medicGes necessarias para
a obtencdo de diferentes R com base em quatro métodos e os valores da média geral
das nove caracteristicas, na populacdo segregante 4, F, de café arabica.

Coeficientes de repetibilidade Numero de medi¢des (n)
CaracteristicasY Meédiageral CP? cp? ANY AN R’=080  R’=090 R?=0,95
ALTP 68,2438 0,9030 0,9056 08982 0,9048 1 1 2
DICP 67,1643 0,9235 0,8958 0,8901 0,8927 1 2 3
VIVG 5,2161 0,9045 0,9079 0,8799 0,9076 1 1 2
PRAP 4,2256 0,8735 0,8758 0,8651 08756 1 2 3
NRAL 14,4128 0,8708 0,8645 0,8484  0,8635 1 2 3
NNRP 8,2766 0,8223 08166 08056  0,8155 1 3 5
NNRL 14,1745 0,8636  0,8463 0,8373  0,8439 1 2 4
ALPR 26,5000 0,9986  0,9986  0,9986  0,9986 1 1 1
DIAC 1,4291 09377 09345 09332 0,9343 1 1 2

T ALTP: altura da planta ; DICP: diametro da copa;VIVG: vigor vegetativo; PRAP: posicdo da ramificagdo primaria; NRAL: nimero de ramos
laterais; NNRP: nimero de nés no ramo principal; NNRL: nimero de n6s nos ramos laterais; ALPR: altura do primeiro ramo; DIAC: diametro do
caule;

2. CP,: componentes principais, a partir da matriz de covariancia;

3. CP,: componentes principais, a partir da matriz de correlagéo;

“L: AN;: analise estrutural, a partir da matriz de covariancia;

- AN,: analise estrutural, a partir da matriz de correlacao.

Quadro 7 — Estimativas dos coeficientes de determinacdo das nove caracteristicas agrondmicas
avaliadas nas quatro populagdes segregantes de café ardbica, utilizando quatro
métodos estatisticos.

Caracterfsticas agrondmicas’
Popula(;éesl—’ Métodos? ALTP DICP VIVG PRAP NRAL NNRP NNRL ALPR DIAC

1-RC; (CPy) 98,8464 99,1125 99,5662 99,6658 97,3139 97,4628 96,1945 99,9815 92,0387
1-RC; (CPy) 98,8495 99,0915 99,5719 99,6662 97,2803 97,3954 96,2605 99,9816 91,3428
1-RC; (ANy) 98,7651 99,0526 99,5611 99,6657 97,2620 97,3881 96,1204 99,9789 91,2762
1-RC; (AN2) 98,8487 99,0897 99,5715 99,6660 97,2779 97,3954 96,2305 99,9816 91,1040
2-RC; (CPy) 97,5516 97,4311 99,7665 99,6169 96,6446 96,3039 96,9782 99,9966 98,2708
2-RC; (CPy) 97,3382 97,4712 99,8026 99,6318 96,2575  95,77,08 96,7717 99,9966 98,2174
2-RC, (ANy) 97,3008 97,3376 93,7388 99,4704 95,7704 94,6772 96,3351 99,9965 97,9690
2-RCy (AN2) 97,2521 97,3635 99,8025 99,6316 96,2283 95,7132 96,7172 99,9966 98,9690
3-RC, (CPy) 961026 96,7334 99,5240 98,7449 93,0317 94,9401 95,9062 99,9839 96,0802
3-RC; (CPy) 96,0434 958125 99,5282 98,7567 91,9023 94,1256 95,7876 99,9839 95,7703
3-RC, (ANy) 95,4718 954169 99,5132 98,7321 91,3311 94,0447 951172 99,9837 95,5675
3-RCy (AN2) 95,9723 955556 99,5271 98,7518 91,6427 93,9590 95,6757 99,9839 95,7337
4-RCy (CPy) 97,8970 98,3696 97,9324 97,1840 97,1191 95,8563 96,9383 99,9726 98,3654
4-RC, (CPy) 97,9572 97,7264 98,0114 97,2422 96,9597 95,7013 96,4957 99,9727 98,2784
4-RC, (ANy) 97,7828 97,5907 97,3416 96,9749 96,5491 95,3966 96,2601 99,9723 98,2415
4-RCy (AN2) 97,9397 97,6518 98,0034 97,2363 96,9357 95,6698 96,4333 99,9727 98,2722

- 1: populagéo segregante 1, RCy, 2: populago segregante 2, RC,, 3: populago segregante 3, RC,, 4: populaco segregante 4, Fy;

2: CP,: componentes principais, a partir da matriz de covariancia; CP, : componentes principais, a partir da matriz de correlagdo; AN, : analise
estrutural, a partir da matriz de covariancia; AN,: analise estrutural, a partir da matriz de correlagéo;

3 ALTP: altura da planta ; DICP: diametro da copa;VIVG: vigor vegetativo; PRAP: posicdo da ramificago priméria; NRAL: niimero de ramos
laterais; NNRP: nimero de nés no ramo principal; NNRL: nimero de n6s nos ramos laterais; ALPR: altura do primeiro ramo; DIAC: didmetro
do caule.

Os quatro métodos utilizados, na maioria das vezes, mostram-se concordantes quanto a
determinacéo das estimativas dos coeficientes de repetibilidade (r) e de determinacéo (R?).

Observa-se que as estimativas de r obtidas pelo método 3, na maioria das vezes, sdo ligeiramente
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inferiores as estimativas obtidas pelos demais métodos. As estimativas de r obtidas pelo método
1, algumas vezes, sao ligeiramente superiores as obtidas pelo método 3, com acurécia superior a
R? = 92%. As estimativas de r obtidas pelo método 1, na maioria das vezes, foram similares as
obtidas pelos métodos 2 e 4.

Analisando os quatro métodos, simultaneamente, percebe-se que as estimativas de r e R?,
nas quatro populacdes segregantes de café ardbica, respectivamente, apresentaram valores
superiores a: populacdo 1, RC; - 0,83 e 96%; 0,83 e 96%; 0,83 e 96% e, 0,83 e 96% para 0
NNRL; populagédo 2, RC; - 0,83 e 96%; 0,81 e 95%; 0,78 e 94% e, 0,81 e 95% para 0 NNRP;
populacédo 3, RC; - 0,72 e 93%; 0,69 e 91%; 0,67 e 91% e, 0,68 e 91% para o NRAL,; populacéo
4, F;-0,82 e 95%; 0,81 e 95%; 0,80 e 95% e, 0,81 e 95% para 0 NNRP.

Para 0 DIAC, as estimativas de r e R?, utilizando os diferentes métodos de estimacdo nas
quatro populagdes, respectivamente, apresentaram valores superiores a: populacdo 1, RC; - 0,74
e 92%; 0,72 € 91%; 0,72 e 91%; 0,71 e 91%; populacéo 2, RC; - 0,93 e 98%); 0,93 e 98%; 0,92 e
97%; e 0,93 e 98%; populacédo 3, RC; - 0,85 e 96%, 0,84 e 95%; 0,84 e 95% e, 0,84 e 95%;
populacédo 4, RC; - 0,93 e 98%; 0,93 e 98%:; 0,93 e 98% e, 0,93 e 98%.

Observa-se que as estimativas de r obtidas para a populacdo 3, RC; na maioria das vezes,
foram inferiores as estimativas obtidas para as demais populagdes. A possivel explicagdo para tal
fato encontra-se na idade diferenciada dos individuos desta populagdo, em relagcdo aos demais
individuos de outras populacgdes.

As maiores estimativas de r foram observadas para a caracteristica ALPR, nas quatro
populacbes segregantes e as menores para 0 DIAC (populacdo 1, RC;), para 0 NNRP
(populacdes 2, RC; e 4, F,) e para 0 NRAL (populacdo 3, RC;). Houve similaridade nos valores
de r para a caracteristica PRAP (populacéo 1, RC,) e para a caracteristica ALPR (populacfes 2 e
3 RCss e 4, F,) nos quatro métodos estatisticos.

Verifica-se que as estimativas de r, obtidas pelo método 1, foram ligeiramente superiores
as obtidas pelo método 4, para as seguintes caracteristicas nas quatro populacées: populagédo 1,
RC; - DIAC; populacdo 2, RC; - NRAL, NNRP e NNRL; populagdo 3, RC; - DICP, NRAL,
NNRP e DIAC; e populagédo 4, RC; - DICP e NNRL.

As estimativas de r, s&o na maioria das vezes, relativamente altas nas quatro populacdes
segregantes: populagdo 1, RC; (r > 0,71) para o DIAC, populacdo 2, RC; (r > 0,78) para o
NNRP, populacdo 3, RC; (r > 0,67) para o NRAL e populagéo 4, RC; (r > 0,80) para o0 NNRP.
Tal fato evidencia consisténcia no comportamento dos individuos pertencentes as populacoes
segregantes 1 e 2 (RC;s) e 4 (F,). Assim, poucas avaliagGes sdo suficientes para acessar o valor
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genotipico dessas progénies. Conforme relatado anteriormente, a populacdo 3, RC; apresentou as
menores estimativas de r e R% tal fato tem, como reflexo, a pouca consisténcia no
comportamento dos individuos desta populagdo ao longo das avaliagdes.

Observa-se, para as caracteristicas DICP, VIVG, PRAP e ALPR (populagdo 1, RC,),
VIVG, PRAP e ALPR (populagcdo 2, RC;), VIVG e ALPR (populacdo 3, RC;) e ALPR
(populacdo 4, F,) que uma medicdo é suficiente para obter R? = 0,95. O aumento no niimero de
avaliacOes para as caracteristicas ALTP (2), NRAL e NNRP (3) e NNRL (4) (Populacéo 1, RC,);
DIAC (2), ALTP e DICP (3), NRAL e NNRL (4) (populagdo 2, RC;); PRAP (2), ALTP e DIAC
(4) (populagdo 3, RC;y); ALTP, VIVG e DIAC (2), DICP, PRAP e NRAL (3) (populagéo 4, F,)
contribuem para a precisdo na predicdo do valor real do individuo, sendo necessario pouco
acréscimo no nimero de avaliacdes para obter tal precisdo. Vale ressaltar que, ao estabelecer o
namero de medicGes, deve-se levar em consideracdo o tempo requerido, 0 custo para se atingir
certo nivel de confiabilidade e o fato que o ganho em acuracia decresce a medida que o numero
de medicdes é aumentado.

Constatou-se que a média geral das nove caracteristicas (épocas 1 a 5), nas quatro
populagcbes segregantes apresentou oscilagdo de 1,43 para o DIAC a 83,27 para a ALTP
(populacdo 1, RC;); 1,49 para o DIAC a 72,38 para a ALTP (populagédo 2, RC;); 1,52 para o
DIAC a 73,59 para a ALTP (populacdo 3, RC;); e 1,43 para o DIAC a 68,24 para a ALTP
(populagéo, 4, F,).

Em geral, a populagdo 1, RC; apresentou valores de médias relativamente superiores, em
relacdo as demais populagdes, com base nas caracteristicas, ALTP e ALPR. A populagdo 3, RC;,
avaliada aos 50, 53, 56, 59 e 62 meses e as outras aos 17, 20, 23, 26 e 29 meses apresentou 0s
maiores valores de média para as caracteristicas NNRL e a ALPR e os menores valores para o
DICP e o NRAL.

Nos Quadros 8 a 11 é apresentado um resumo dos resultados da estabilizacdo fenotipica

para as nove caracteristicas nas cinco épocas de avaliacéo.
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Quadro 8 — Estimativas de nimeros de medices (n) e obtencdo de R, por meio da estabilizagdo fenotipica usando o método dos
componentes principais a partir da matriz de correlacdo das nove caracteristicas agrondémicas avaliadas na populacao
segregante 1, RC1 de café arabica em cinco sucessivas épocas de avaliacao.

Caracteristicas ¥ Epocasde  N°de medicdes Componente” R® Caracteristicas” Epocas de N® de Componente? R?

avaliacdo avaliacdo medicdes

ALTP 1-2 2 0,9854 99,2662 VIVG 1-2 2 1,00 100,00

2-3 2 0,9424 97,0358 2-3 2 0,9643 98,1843

3-4 2 0,9727 98,6167 3-4 2 0,9999 99,9947

4-5 2 0,9863 99,3112 4-5 2 1,00 100,00

1,2e3 3 0,9519 98,3445 1,2¢e3 3 0,9763 99,1963

2,3e4 3 0,9888 98,2326 2,3,e4 3 0,9765 99,2054

3,4,e55 3 0,9726 99,0701 3,4e5 3 0,9999 99,9976

1,2,3e4 4 0,9446 98,5550 1,2,3,e4 4 0,9765 99,4020

2,3,4e5 4 0,9535 98,7964 2,3,4e5 4 0,9825 99,5569

1,2,3,4e5 5 0,94500 98,8495 1,2,3,4e5 5 0,9790 99,5719

DICP 1-2 2 0,9952 99,7615 PRAP 1-2 2 1,00 100,00

2-3 2 0,9697 98,4620 2-3 2 0,9716 98,5602

3-4 2 0,9878 99,3844 3-4 2 0,9997 99,9944

4-5 2 0,9905 99,5218 4-5 2 1,00 100,00

1,2e3 3 0,9749 99,1474 1,2¢€3 3 0,9811 99,3621

2,3e4 3 0,9665 98,8570 2,3e4 3 0,9815 99,3772

3,4e5 3 0,9821 99,3991 3,4e5 3 0,9999 99,9975

1,2,3e4 4 0,9640 99,0747 1,2,3e4 4 0,9815 99,5316

2,3,4€5 4 0,9626 99,0375 2,3,4e5 4 0,9863 99,6539

1,2,3,4e5 5 0,9562 99,0915 1,2,3,4e5 5 0,9835 99,6662

Y. ALTP: altura da planta; DICP: didmetro da copa ; VIVG: vigor vegetativo; PRAP: posicdo da ramificagdo priméria; NRAL: nimero de ramos laterais; NNRP:
namero de nés no ramo principal; NNRL: ndmero de nds nos ramos laterais; ALPR: altura do primeiro ramo; DIAC: didmetro da caule;
Z'- componentes principais obtidos pela matriz de correlagio.
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Quadro 8 — Continuagéo...

Caracteristicas ¥ Epocasde  N°de medicdes Componente” R Caracteristicas¥ ~ Epocas de N° de Componente? R
avaliacdo avaliacdo medicdes
NRAL 1-2 2 0,9898 99,4894 ALPR 1-2 2 1,00 100,00
2-3 2 0,8678 92,9209 2-3 2 0,9984 99,9201
3-4 2 0,8869 94,0043 3-4 2 0,9999 99,9952
4-5 2 0,9443 97,1348 4-5 2 1,00 100,00
1,2e3 3 0,9012 96,4754 12e3 3 0,9989 99,9645
2,3e4 3 0,8650 95,0543 2,3e4 3 0,9989 99,9651
3,4e5 3 0,9092 96,7764 3,4e5 3 0,9999 99,9979
1,23e4 4 0,8713 96,4389 1,2,3e4 4 0,9990 99,9742
2,3,4e5 4 0,8846 96,8419 2,3,4e5 4 0,9992 99,9805
1,2,3,4e5 5 0,8774 97,2803 1,23,4e5 5 0,9991 99,9816
NNRP 1-2 2 0,9468 97,2672 DIAC 1-2 _ _ _
2-3 2 0,8990 94,7333 2-3 2 0,5789 73,3316
3-4 2 0,9533 97,6109 2,3e4 3 0,7778 87,5002
4-5 2 0,9406 96,9365 2,3,4e5 4 0,9631 98,1225
1,2e3 3 0,8857 95,8744 3-4 2 0,6637 85,5477
2,3e4 3 0,9162 97,0405 3,4e5 3 0,8350 93,8184
3,4e5 3 0,9404 97,9315 4-5 2 0,7251 91,3428
1,2,3e4 4 0,8834 96,8043
2,3,4e5 4 0,9138 97,6969
1,2,3,4e5 5 0,8821 97,3954
NNRL 1-2 2 0,9873 99,3603
2-3 2 0,9222 95,9519
3-4 2 0,8953 94,4777
4-5 2 0,9338 96,5753
1,2e3 3 0,9398 97,9088
2,3e4 3 0,8600 94,8530
3,4e5 3 0,8905 96,0609
1,2,3e4 4 0,8726 96,4788
2,3,4e5 4 0,8422 95,5250
1,2,3,4e5 5 0,8374 96,2604
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Quadro 9 — Estimativas de nimeros de medicdes (n) e obtencdo de R? por meio da estabilizacdo fenotipica usando o método dos
componentes principais a partir da matriz de correlacdo das nove caracteristicas agrondémicas avaliadas na populacao
segregante 2, RC1de café arabica em cinco sucessivas epocas de avaliagao.

Caracteristicas ¥ Epocasde  N°de medicdes Componente” R? Caracteristicas¥ Epocas de N° de Componente? R?

avaliacdo avaliacdo medic¢des

ALTP 1-2 2 0,7781 87,5179 VIVG 1-2 2 1,00 100,00

2-3 2 0,9835 99,1665 2-3 2 0,9837 99,1769

3-4 2 0,9765 98,8127 3-4 2 1,00 100,00

4-5 2 0,9631 98,1198 4-5 2 1,00 100,00

1,2e3 3 0,8398 94,0221 1,2e3 3 0,9891 99,6348

2,3e4 3 0,9691 98,9468 2,3e4 3 0,9891 99,6348

3,4e5 3 0,9614 98,6791 3,4e5 3 1,00 100,00

1,2,3e4 4 0,8679 96,3343 1,2,3e4 4 0,9891 99,7256

2,3,4e5 4 0,9562 98,8690 2,3,4e5 4 0,9919 99,7951

1,2,3,4e5 5 0,6797 97,3362 1,2,3,4e 5 5 0,9902 99,8026

DICP 1-2 2 0,7913 88,3476 PRAP 1-2 2 1,00 100,00

2-3 2 0,9803 99,006 2-3 2 0,9697 98,4640

3-4 2 0,9917 99,5853 3-4 2 1,00 100,00

4-5 2 0,9879 99,3888 4-5 2 1,00 100,00

1,2e3 3 0,8443 94,2100 1,2e3 3 0,9799 99,3197

2,3e4 3 0,9782 99,2609 2,3e4 3 0,9799 99,3197

3,4e5 3 0,9824 99,4077 3,4e5 3 1,00 100,00

1,2,3e4 4 0,8729 96,4868 1,2,3e4 4 0,9783 99,4881

2,3,4e5 4 0,9707 99,2557 2,3,4e5 4 0,9449 99,6190

1,2,3,4e5 5 0,8852 97,4720 1,2,3,4e5 5 0,9819 99,6318

I ALTP: altura da planta; DICP: diametro da copa ; VIVG: vigor vegetativo; PRAP: posicdo da ramificagdo primaria; NRAL: ndmero de ramos laterais; NNRP:
namero de n6s no ramo principal; NNRL: nimero de n6s nos ramos laterais; ALPR: altura do primeiro ramo; DIAC: didametro da caule;
4 pela técnica dos componentes principais obtidos pela matriz de correlacéo.
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Quadro 9 — Continuagio...

Caracteristicas  Epocasde  N®de medicdes ~Componente” R® Caracteristicas’ Epocasde N°de medicdes Componente? R®
avaliacdo avaliacdo
NRAL 1-2 2 0,8431 91,4893 ALPR 1-2 2 1,00 100,00
2-3 2 0,9088 95,2205 2-3 2 0,9997 99,9857
3-4 2 0,9253 96,1201 3-4 2 1,00 100,00
4-5 2 0,9047 94,9989 4-5 2 1,00 100,00
1,2e3 3 0,8473 94,3321 1,2e3 3 0,9998 99,9937
2,3e4d 3 0,9050 96,6183 2,3e4 3 0,9998 99,9937
3,4e5 3 0,8821 95,7391 3,5 3 1,00 100,00
1,2,3e4 4 0,8581 96,0290 1-4 4 0,9998 99,9952
2,3,4e5 4 0,8686 96,3552 2-5 4 0,9998 99,9964
1,2,3,4e5 5 0,8372 96,2575 1-5 5 0,9998 99,9966
NNRP 1-2 2 0,8672 92,8863 DIAC 1-2 _ _ _
2-3 2 0,9086 95,2127 2-3 2 0,9224 95,9667
3-4 2 0,9346 96,6204 3-4 2 0,9808 99,0308
4-5 2 0,9119 95,3912 4-5 2 0,9452 97,1818
1,2e3 3 0,8508 94,4777 2,3e4 3 0,9404 97,9313
2,3e4 3 0,90068 96,4544 3,4e5 3 0,9533 98,3943
3,4e5 3 0,8917 96,1099 2,3,4¢€b5 4 0,9323 98,2174
1,2,3e4 4 0,8499 95,7728
2,3,4,e5 4 0,8602 96,0954
1,2,3,4e5 5 0,8191 95,7708
NNRL 1-2 2 0,8741 93,2832
2-3 2 0,9559 97,7436
3-4 2 0,9526 97,5721
4-5 2 0,9694 98,4476
1,2e3 3 0,8788 95,6048
2,3e4 3 0,9297 97,5407
3,4e5 3 0,9400 97,9165
1,2,3e4 4 0,8677 96,3270
2,3,4e5 4 0,9119 97,6415
1,2,3,4e5 5 0,8570 96,7717
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Quadro 10 — Estimativas de nimeros de medicdes (n) e obtencdo de R? por meio da estabilizacdo fenotipica usando o método dos
componentes principais a partir da matriz de correlacdo das nove caracteristicas agrondmicas avaliadas na populagédo
segregante 3, RC1de café arabica em cinco sucessivas épocas de avaliacao.

Caracteristicas ¥ Epocasde  N°de medicdes Componente” R? Caracteristicas¥ ~ Epocas de N° de Componente? R?

avaliacdo avaliacdo medicdes

ALTP 1-2 2 0,8146 89,7839 VIVG 1-2 2 0,9946 99,7299

2-3 2 0,9176 95,7052 2-3 2 0,9944 99,7164

3-4 2 0,9445 97,1457 3-4 2 0,9925 99,6223

4-5 2 0,9276 96,2436 4-5 2 0,9959 99,7955

1,2e3 3 0,8187 93,1275 1,2e3 3 0,9903 99,6741

2,3e4 3 0,9105 96,8256 2,3e4 3 0,9877 99,5852

3,4e5 3 0,9170 97,0731 3,4e5 3 0,9902 99,6714

1,2,3e4 4 0,8308 95,1556 1,2,3e4 4 0,9822 99,5485

2,3,4e5 4 0,8924 97,0731 2,3,4e5 4 0,9836 99,5852

1,2,3,4e5 5 0,8292 96,0434 1,2,3,4e5 5 0,9766 99,5282

DICP 1-2 2 0,7407 85,1021 PRAP 1-2 2 0,9730 98,6302

2-3 2 0,9562 97,7633 2-3 2 0,9681 98,3775

3-4 2 0,9619 98,0572 3-4 2 0,9846 99,2259

4-5 2 0,9878 99,3842 4-5 2 0,8674 92,9011

1,2e3 3 0,7784 91,3345 1,2e3 3 0,9583 98,5709

2,3e4 3 0,9423 97,9988 2,3,e4 3 0,9609 98,6605

3,4e5 3 0,9621 98,7040 3,4e5 3 0,9296 97,5369

1,2,3e4 4 0,8062 94,3323 1,2,3e4 4 0,9433 98,5196

2,3,4e5 4 0,9349 98,2668 2,3,4e5 4 0,9413 98,4661

1,2,3,4e5 5 0,8207 95,8125 1,2,3,4e5 5 0,9408 98,7567

I ALTP: altura da planta; DICP: diametro da copa ; VIVG: vigor vegetativo; PRAP: posicdo da ramificagdo primaria; NRAL: ndmero de ramos laterais; NNRP:
namero de n6s no ramo principal; NNRL: nimero de n6s nos ramos laterais; ALPR: altura do primeiro ramo; DIAC: didametro da caule;
4 pela técnica dos componentes principais obtidos pela matriz de correlacéo.
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Quadro 10 — Continuacgéo...

Caracteristicas Y Epocasde N°de medicées Componente” R? Caracteristicass Epocas de N° de Componente? R?
avaliacdo avaliacdo medicdes
NRAL 1-2 2 0,6985 82,2522 ALPR 1-2 2 0,9999 99,9982
2-3 2 0,8544 92,1475 2-3 2 0,9986 99,9322
3-4 2 0,7782 87,5238 3-4 2 0,9999 99,9939
4-5 2 0,8601 92,4799 4-5 2 0,9999 99,9995
1,2e3 3 0,7074 87,8830 1,2e3 3 0,9991 99,9695
2,3e4 3 0,7892 91,8221 2,3e4 3 0,9991 99,9699
3,4e5 3 0,8063 92,5879 3,4e5 3 0,9999 99,9971
1,2,3e4 4 0,6876 89,7992 1,2,3e4 4 0,9991 99,9776
2,3,4e5 4 0,7865 93,6436 2,3,4e5 4 0,9993 99,9829
1,2,3,4e5 5 0,6942 91,9023 1,2,3,4e 5 5 0,9992 99,9839
NNRP 1-2 2 0,6943 81,9569 DIAC 1-2 ~ ~ ~
2-3 2 0,8630 92,6469 2-3 2 0,8136 89,7228
3-4 2 0,9151 95,5652 3-4 2 0,9144 95,5270
4-5 2 0,9076 95,1561 4-5 2 0,9341 96,5931
1,2e3 3 0,7217 88,6077 2,3e4 3 0,8405 94,0524
2,3e4 3 0,8565 94,7112 3,4e5 3 0,9088 96,7624
3,4e5 3 0,8912 96,0884 2,3,4e5 4 0,8499 95,770,3
1,2,3e4 4 0,7401 91,9295
2,3,4e5 4 0,8487 95,7329
1,2,3,4e5 5 0,7622 94,1256
NNRL 1-2 2 0,8816 93,7102
2-3 2 0,9413 96,9770
3-4 2 0,9431 97,0705
4-5 2 0,9727 98,6179
1,2e3 3 0,8629 94,9684
2,3e4 3 0,9061 96,6603
3,4e5 3 0,9377 97,8316
1,2,3e4 4 0,8342 95,2659
2,3,4¢e5 4 0,8922 97,0676
1,2,3,4e5 5 0,8198 95,7876

31



Quadro 11 — Estimativas de nimeros de medices (n) e obtencédo de R?, por meio da estabilizagdo fenotipica usando o método dos
componentes principais a partir da matriz de correlacdo das nove caracteristicas agrondmicas avaliadas na populacdo
segregante 4, F, de café ardbica em cinco sucessivas épocas de avaliag&o.

Caracteristicas Y Epocas de N de medicdes Componente? R? Caracteristicas’ Epocas de N° de Componente? R?

avaliacdo avaliacdo medigdes

ALTP 1-2 2 0,8992 94,6367 VIVG 1-2 2 0,9992 99,9589

2-3 2 0,9415 96,9862 2-3 2 0,8459 91,6538

3-4 2 0,9817 99,0755 3-4 2 0,9999 99,9969

4-5 2 0,97008 98,4812 4-5 2 0,9997 99,9842

1,2e3 3 0,8925 96,1382 1,2e3 3 0,8982 96,3579

2,3e4 3 0,9453 98,1088 2,3e4 3 0,8983 96,3649

3,4e5 3 0,9673 98,8856 3,4e5 3 0,9997 99,9901

1,2,3e4 4 0,9010 97,3238 1,2,3e4 4 0,8973 97,2181

2,3,4e5 4 0,9424 98,4958 2,3,4e5 4 0,9246 98,0006

1,2,3,4e5 5 0,9056 97,9572 1,2,3,4e5 5 0,90789 98,0114

DICpP 1-2 2 0,8479 91,7708 PRAP 1-2 2 0,9999 99,9992

2-3 2 0,9669 98,3165 2-3 2 0,8055 89,2295

3-4 2 0,9909 99,5454 3-4 2 0,9995 99,9773

4-5 2 0,9931 99,6533 4-5 2 0,8148 89,7923

1,2e3 3 0,8606 94,8776 1,2e3 3 0,8721 95,3398

2,3e4 3 0,9692 98,9507 2,3e4 3 0,8726 95,3572

3,4e5 3 0,9866 99,5499 3,4e5 3 0,8775 95,5521

1,2,3e4 4 0,8807 96,7232 1,2,3e4 4 0,8710 96,4304

2,3,4e5 4 0,9695 99,2186 2,3,4e5 4 0,8653 96,2545

1,2,3,4e5 5 0,8958 97,7264 1,2,3,4e5 5 0,8758 97,2422

Y. ALTP: altura da planta; DICP: diametro da copa ; VIVG: vigor vegetativo; PRAP: posicdo da ramificacdo priméria; NRAL: nimero de ramos laterais; NNRP:
namero de nés no ramo principal; NNRL: ndmero de nds nos ramos laterais; ALPR: altura do primeiro ramo; DIAC: didmetro da caule;
- pela técnica dos componentes principais obtidos pela matriz de correlacéo.
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Quadro 11 — Continuaggo...

Caracteristicas  Epocasde  N°®de medicdes ~Componente” R® Caracteristicas? ~ Epocas de N° de Componente? R®
avaliacdo avaliacdo medicles
NRAL 1-2 2 0,8712 93,1187 ALPR 1-2 2 0,9999 99,9991
2-3 2 0,9241 96,0566 2-3 2 0,9978 99,8878
3-4 2 0,9278 96,2522 3-4 2 1,00 100,00
4-5 2 0,9004 94,7390 4-5 2 1,00 100,00
1,2e3 3 0,8740 95,4147 1,2e3 3 0,9985 99,9493
2,3e4d 3 0,9198 97,1755 2,3e4 3 0,9985 99,9502
3,4e5 3 0,8966 96,2988 3,4e5 3 1,00 100,00
1,2,3e4 4 0,8756 96,5696 1,2,3e4 4 0,9985 99,9621
2,3,4e5 4 0,90015 97,3015 2,3,4e5 4 0,9989 99,9720
1,2,3,4e5 5 0,8645 96,9597 1,2,3,4e5 5 0,9986 99,9727
NNRP 1-2 2 0,8231 90,2969 DIAC 1-2 _ _ _
2-3 2 0,8940 94,4060 2-3 2 0,9261 96,1634
3-4 2 0,8979 94,6201 3-4 2 0,9587 97,8926
4-5 2 0,8682 92,9464 4-5 2 0,9777 98,8725
1,2e3 3 0,8396 94,0143 2,3e4 3 0,92381 97,3244
2,3e4 3 0,8751 95,4585 3,4e5 3 0,9630 98,7322
3,4e5 3 0,8498 94,4361 2,3,4e5 4 0,9345 98,2784
1,2,3e4 4 0,8483 95,7191
2,3,4e5 4 0,8346 95,2795
1,2,3,4e5 5 0,8166 95,7013
NNRL 1-2 2 0,8773 93,4623
2-3 2 0,9579 97,8498
3-4 2 0,9190 95,7800
4-5 2 0,9726 98,6118
1,2e3 3 0,8758 95,4863
2,3e4 3 0,9163 97,0448
3,4e5 3 0,9232 97,3015
1,2,3e4 4 0,8518 95,8324
2,3,4e5 4 0,9058 97,4647
1,2,3,4e5 5 0,8463 96,4957
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Analisando os QUADROS 8 a 11, verifica-se que, nas duas primeiras épocas de avaliagdo
foram encontrados valores de r e R? nas quatro populacdes segregantes, superiores a: populacdo
1, RC; - 0,94 (97%) para o0 NNRP; populacdo 2, RC; - 0,77 (87%) para a ALTP; populacao 3,
RC; - 0,69 (81%) para 0 NNRP e a populacdo 4, F, - 0,82 (90%) para 0 NNRP. As estimativas
de R? na maioria das vezes superiores a 87%, conferem certa consisténcia no comportamento
dos individuos pertencentes as populacbes 1 e 2 (RC3s) e 4 (F). Em analogia ao exposto
anteriormente, a populagdo 3, RC; exibiu valores de r e R? inferiores aos obtidos para as demais
populacbes. Tal fato tem como reflexo a pouca consisténcia no comportamento dos individuos
desta populacdo, nas duas primeiras épocas de avaliacdo para algumas das caracteristicas
avaliadas.

Verificou-se para o0 DIAC, que as estimativas de r e seus respectivos R* (épocas 2 e 3)
nas quatro populacdes segregantes foram superiores a: populacdo 1, RC; - 0,57 (73%);
populacdo 2, RC; - 0,92 (95%); populacédo 3, RC; - 0,81 (89%) e populacéo 4, F;, - 0,92 (96%).
As estimativas de R?, na maioria das vezes superiores a 89%, exceto para a populacdo 1, RC;
indica regularidade no comportamento dos individuos das populacbes 2 e 3 (RC;s) e 4, F, nas

duas primeiras épocas de avaliacdo para tal caracteristica.
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5. CONCLUSOES

(1). As estimativas dos coeficientes de repetibilidade e de determinacdo das nove caracteristicas
agrondmicas, nas quatro populacdes segregantes de café arabica, foram concordantes para os

quatro métodos estatisticos.

(2). As estimativas dos coeficientes de repetibilidade, relativamente altas nas quatro populacGes
segregantes de café arabica, indicam confiabilidade do valor fenotipico como indicador do valor
genotipico. Tais estimativas apontam as nove caracteristicas avaliadas como bons indicadores da
acuracia da identificacdo de QTLs para a selecdo precoce, justificando as subsequentes analises

para deteccdo e mapeamento dos possiveis locos candidatos.

(3). A realizacdo de uma avaliacdo € suficiente para a predicdo do valor real de genotipos de café
arabica com uma confiabilidade de 0,95 para as seguintes caracteristicas nas quatro populacoes
segregantes de café arabica, respectivamente: a) populacdo 1 RC; - didametro da copa, vigor
vegetativo, posicdo da ramificacdo primaria e altura do primeiro ramo; b) populacdo 2, RC; -
vigor vegetativo, posi¢do da ramificacdo primaria e altura do primeiro ramo; c) populacéo 3, RC;
- vigor vegetativo e altura do primeiro ramo; e d) populagéo 4, F; - altura do primeiro ramo.
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CAPITULO 2

CORRELACOES FENOTIPICAS EM POPULACOES SEGREGANTES DE CAFE
ARABICA

RESUMO

Trés populagdes de retrocruzamento 1 (RC;) e uma populagdo F, foram obtidas a partir
do cruzamento “Mundo Novo IAC 464-18 x Hibrido de Timor UFV 440-22”, sendo elas:
populacdo 1, RC; - [(*Mundo Novo IAC 464-18 x Hibrido de Timor UFV 440-22”) x (“Mundo
Novo IAC 464-18")], com 28 plantas; populacdo 2, RC; - [(“Mundo Novo IAC 464-18") x
(“Mundo Novo IAC 464-18 x Hibrido de Timor UFV 440-22)], com 40 plantas; populagéo 3,
RC; - [(“Mundo Novo IAC 464-18 x Hibrido de Timor UFV 440-22”) x (“Hibrido de Timor
UFV 440-22”)], com 86 plantas; e populacdo 4, F, - com 47 plantas, obtida a partir da
autofecundacdo controlada de uma planta F; (H 464-2). Estimaram-se os coeficientes de
correlagdo fenotipica entre as caracteristicas altura da planta (ALTP), didmetro da copa (DICP),
vigor vegetativo (VIVG), posicdo da ramificagdo primaria (PRAP), numero de ramos laterais
(NRAL), nimero de n6s no ramo principal (NNRP), nimero de nds nos ramos laterais (NNRL),
altura do primeiro ramo (ALPR) e diametro do caule (DIAC). Essas caracteristicas foram

avaliadas em cinco sucessivas épocas, a intervalo de trés meses entre as avaliacdes, exceto o
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DIAC para o qual foram quatro épocas, sendo estas iniciadas a partir da segunda época de
avaliacdo das demais caracteristicas. As populacdes 1 e 2 (RC;s) e 4 (F,) foram avaliadas, a
partir de 17 meses e a populacdo 3, RC; a partir de 50 meses. A estimacdo dos coeficientes de
correlagdo fenotipica entre as nove caracteristicas (épocas 1 a 5) foi realizada, usando-se o
coeficiente de Pearson. A significancia das correlacdes foi testada a 1% e 5% de probabilidade,
pelo teste t. As estimativas de correlacdo fenotipica (rf) entre as caracteristicas, nas quatro
populacdes segregantes de café arabica, foram de baixa magnitude. As maiores rf (consistentes
nas cinco épocas), nas quatro populacdes segregantes, foram obtidas entre as seguintes
caracteristicas: a) numero de ramos laterais e a altura da planta; b) nimero de n6és no ramo
principal e a altura da planta; ¢) nimero de nds no ramo principal e 0 nimero de ramos laterais; e
d) nimero de nds nos ramos laterais e o didmetro da copa. A existéncia de tais correlagdes, além
das altas magnitude dos coeficientes de repetibilidade dessas caracteristicas, aumenta a chance

de mapear os possiveis locos candidatos.

Palavras chave: Café, melhoramento genético, épocas de avaliacéo.
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PHENOTYPIC CORRELATIONS ON SEGREGANT POPULATIONS OF ARABIC
COFFEE

ABSTRACT

Three populations of a backcross 1 (RC;) and one population F, were obtained from the
cross between “Mundo Novo IAC 464-18” and “Hibrido de Timor UFV 440-22”. The
populations obtained were: population 1, RC; - [(“Mundo Novo IAC 464-18 x Hibrido de Timor
UFV 440-22”) x (“Mundo Novo IAC 464-18")] with 28 plants; population 2, RC; - [(“Mundo
Novo IAC 464-18”) x (“Mundo Novo IAC 464-18 x Hibrido de Timor UFV 440-22”)] with 40
plants; population 3 - RC; - [(“Mundo Novo IAC 464-18 x Hibrido de Timor UFV 440-22") x
(“Hibrido de Timor UFV 440-22”)] with 86 plants; and population 4, F, - with 47 plants
obtained from a controlled selffecundation of a plant F; (H 464-2). Phenotypic coefficients of
correlation among the characteristics height plant, canopy diameter, vegetative vigor, position of
the primary ramification, number of lateral branches, number of nodes on the main branch,
number of nodes on the lateral branches, height of the first branch and stem diameter. These
characteristics were evaluated in five seasons with three months between evaluations except for
the stem diameter which was evaluated in the second seasons for the other characteristics with
four evaluations total. The populations 1 and 2 (RC;s) and 4 (F,) were evaluated from the 17"

month and the population 3, RC; from the 50" month. The coefficients estimates of the
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phenotypic correlation coefficients among the nine characteristics (seasons 1 to 5) were done by
using of the Pearson coefficients. The significance of the correlations were tested at 1% and 5%
of significance by t test. The coefficients estimates of the phenotypic correlation (r;) among the
characteristics of the four segregant populations of arabic coffee were of low magnitude. The
highest r¢, consistent at the five seasons studied, at the four segregant populations were obtained
among the following characteristics: number of lateral branches and height plant; number of
nodes on the main branch and height plant; number of nodes on the main branch and number of
lateral branches as well as number of nodes on the lateral branches and canopy diameter. The
existence of these correlations coefficients besides the high magnitude of the repeatability

coefficients of these characteristics, increases the chance to map possible locus candidates.

Key words: Coffee, plant breeding, evaluation seasons.
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1. INTRODUCAO

Em qualquer programa de melhoramento genético sdo necessarias fontes de variabilidade
geneética e metodologias de avaliagdo das caracteristicas, que se deseja introduzir nos genétipos
desejaveis. Nesse contexto, além do conhecimento da magnitude da variancia genética de uma
caracteristica, bem como a de seus componentes, estimativas de herdabilidade e de correlagdes
entre caracteristicas agrondmicas sdo de extrema utilidade nos processos de selecdo em
melhoramento de plantas. Isto possibilita a avaliacdo da variabilidade genética presente na
populacdo em estudo, e facilita a opcdo por métodos adequados de selecéo.

O coeficiente de correlacdo é uma medida de relacdo linear entre duas varidveis. Duas
varidveis estdo correlacionadas, quando a variacdo em uma delas é acompanhada por variagdo
na outra (FALCONER, 1987). No estudo de locos controladores de caracteristicas quantitativas
(QTLs), o principal objetivo é determinar os valores das correlagdes entre as caracteristicas,
afim de verificar os efeitos pleiotropicos dos genes. A correlacdo genética advinda do efeito
pleiotropico dos genes é permanente. Segundo FALCONER (1987), esta correlagdo expressa a
quantidade pela qual duas caracteristicas sdo influenciadas pelos mesmos genes.

O presente estudo teve como objetivo determinar os coeficientes de correlacdo fenotipica
entre as caracteristicas agrondmicas: altura da planta, didmetro de copa, vigor vegetativo,

posicdo da ramificacdo primaria, nimero de ramos laterais, nimero de nds no ramo principal,
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numero de n6s nos ramos laterais, altura do primeiro ramo e o diametro do caule de quatro

populacdes segregantes de café arabica.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Correlacéo

O coeficiente de correlacdo é um pardmetro estatistico, que mede o grau de associagdo
entre duas varidveis. Duas variaveis estdo correlacionadas, quando a variagdo em uma delas é
acompanhada por variagdo na outra. A correlagdo genética procura explicar, por meio de
mecanismos genéticos, a variagdo conjunta de duas variaveis. Neste contexto, o desequilibrio
ligagcdo génica e a pleiotropia sdo fendmenos genéticos, que explicam a ocorréncia de correlagdes
(FALCONER, 1987; STEEL; TORRIE; DICKEY, 1997; CRUZ; REGAZZI; CARNEIRO,
2004; RAMALHO, SANTOS; PINTO, 2000).

A correlacdo que pode ser, diretamente, mensurada entre duas caracteristicas em
determinado numero de individuos, que representam a populacdo, é denominada correlagédo
fenotipica. Esta correlacdo apresenta duas causas: genética e ambiental. A correlacdo genética
envolve associacOes de natureza herdavel e, por conseguinte, é de importante em programas de
melhoramento (FALCONER, 1987).

A estimacdo de correlagcBes entre caracteristicas € de grande importancia para 0s
programas de melhoramento genético, pois, permite o conhecimento prévio da existéncia de
associacdes favoraveis e desfavordveis entre as caracteristicas, possibilitando a opcéo por
métodos adequados de selecdo (FALCONER, 1987; CRUZ; REGAZZI; CARNEIRO, 2004).
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Quando duas caracteristicas apresentam correlagdo genética favoravel, é possivel obter
ganhos para uma delas, por meio da selecdo indireta na outra associada. Em alguns casos, a
selecdo indireta, com base na resposta correlacionada, pode levar a progressos mais rapidos do
que a selecdo direta da caracteristica desejada. Para seu sucesso, € necessario que a correlacao
genética aditiva entre as duas caracteristicas associadas sejam altas, sendo a herdabilidade da
caracteristica principal baixa (FALCONER, 1987; CRUZ; REGAZZI; CARNEIRO, 2004).

No Quadro 1, séo apresentadas as diferentes estimativas de correlacdo, obtidas em alguns
trabalhos com o género Coffea. Neste quadro, os maiores coeficientes de correlagdo fenotipica e
genotipica para as caracteristicas agrondmicas das espécies do género Coffea, sdo acompanhados

do sinal *.

Quadro 1 — Principais trabalhos publicados sobre as estimativas dos coeficientes de correlagédo
fenotipica e genotipicas para as espécies do género Coffea, destacando a
caracteristica avaliada.

Autores Referéncia Espécie estudada Caracteristicas
DHALIWAL, T.S. Journal of Agriculture of Coffea. Arabica L. Diametro do Comprimento do NUmero de nés
University of Puerto Rico, Caule ramo por ramo
v. 52, p. 29-37, 1968. plagiotrépico mais priméario
longo plagiotrépico
Produgigo de  rg” 0,62 0,52 0,500
Gréos
FAZUOLL, L.C. Dissertacdo (Mestrado) - C. arabica Vigor
Escola Superior de Produgéo de g 0,97*
Agricultura Luiz de Graos

Queiroz , Piracicaba, SP,

1977.

CARVALHO; Bragatia, v. 38, n.2, C. arabica Vigor

MONACO; p. 203-216, 1979. Producio de  rg¥ 0,490

FAZUOLI. Gréos

WALYARO; VAN Euphytica, v. 28, C. arabica Diametro do

DER VOSSEN. p. 465-472, 1979. caule
Altura da rf 0,280
Planta

% de novos

ramos primarios

produzidos
Ndmero de & 0,280
Ramos
Primarios

rgZ : correlagio genotipica;

rfZ : correlago fenotipica.
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Quadro 1 — Continuacao...

Autores Referéncia Espécie estudada Caracteristicas
WALYARO; VAN  Euphytica, v. 28, p. C. arabica Diametro dacopa  Crescimento da -
DER VOSSEN. 465-472, 1979. planta
Ndmero de rZ 0,060 0,660 -
novos nés
Produzidos
NUmero de flores  Didmetro da copa -
por inflorescéncia
Numero de r 0,200 0,200 -
inflorescéncia
por né
ROCHA; Bragantia, v. 39, n.15, p. C. arabica Alturadaplanta  Diametro do caule -
CARVALHO; 148-160, 1980.
FAZUOLI.
Producao de rg” 0,580 0,510 -
gréos
SERA, T. Tese (Doutorado) - C. arabica Alturadaplanta  Didmetro da copa -
Escola Superior de Producéo de rg¥ 0,430 0,290 -
Agricultura Luiz de gréos.
Queiroz, 1987.
LEROY etal. Euphytica, v. 74, C . canephora Diametro do caule Comprimento dos  Altura da planta
p. 121-128, 1994. Pierre et Froenher. aos 18 meses ramos primarios aos 24 meses
aos 24 meses
Diametro do 0,800* 0,620 0,680
cauleaos30  rf¥
meses
Diametro do caule Diametro do caule  Didmetro da copa
a0s 18 meses aos 30 meses a0s 48 meses
Altura da 0,710* 0,680 0,480
plantaaos 24  rf¥
meses
FONSECA, AF.A. Tese (Doutorado) - C. canephora Diametro médio Altura média de -
Universidade Federal de da copa plantas
Vicosa, 1999.
Namero 0,615 0,256 -
médio de rf
hastes/planta
NUmero de Altura média de Diametro médio
hastes/planta plantas da copa
Producéo 0,061 0,259 0,190
média de riZ
gréos

17

rg™ : correlagéo genotipica;
rfZ : correlagéo fenotipica
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Quadro 1 — Continuacao...

Autores Referéncia Espécie estudada Caracteristicas
SILVAROLLA et Bragantia, v. 56,n.1,p. C. arabica Diametro da copa - -
al. 47-58, 1997.
Altura da rg” 0,920* - -
planta
CILAS etal. Euphytica, v. 104, p. 49- C. arabica Diametro do caule Altura da planta ~ NUmero de ramos
59, 1998. primarios
Producéo 0,479 0,075 0,596
acumulada  rf?
em quatro
anos
Altura da planta NUmero de ramos -
primarios
Diametro rfZ 0,672 0,659 -
do caule
Altura da planta - -
Numero de  rfZ 0,434 - -
ramos
primarios
SEVERINO et al. Acta scientiarum, v. 24,  C. arabica Vigor vegetativo Epoca de Altura da copa
n.5, p. 1467-1471, 2002. maturacéo
Produgéo rgH 0,910* 0,700* -0,27
de gréos
SOUZA; GAMA. Resumo <<http:www. O  C. canephora NUmero de frutos Ndmero de Comprimento de
cafezal (Coffee Break) >> por racemo racemo por ramo ramos
2004. plagiotrépicos
Massa total rgH 0,930* 0,670 0,560

de fruto por

ramo

Largura do fruto

Massa do fruto

Massa total  rgZ
de fruto por
ramo

0,550

0,500

rg¥ : correlagéo genotipica;
rfZ : correlagéo fenotipica.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Material vegetal

Neste trabalho foram utilizadas trés populacdes de retrocruzamento 1 (RC;) e uma
populacdo F,, obtidas a partir do cruzamento “Mundo Novo IAC 464-18 x Hibrido de Timor
UFV 440-22”, sendo elas: populagdol, RC; - [(“Mundo Novo IAC 464-18 x Hibrido de Timor
UFV 440-22”) x (“Mundo Novo IAC 464-18”)], com 28 plantas; populagdo 2, RC; - [(“Mundo
Novo IAC 464-18") x (“Mundo Novo IAC 464-18 x Hibrido de Timor UFV 440-22")], com 40
plantas; populacdo 3, RC; - [(“Mundo Novo IAC 464-18 x Hibrido de Timor UFV 440-22") x
(“Hibrido de Timor UFV 440-22")], com 86 plantas; e populacdo 4, F, - com 47 plantas, obtida a
partir da autofecundacédo controlada de uma planta F; (H 464-2).

O cultivar “Mundo Novo IAC 464-18" (FAZUOLI et al., 2002) corresponde a uma
recombinagdo resultante de um cruzamento natural entre as variedades Sumatra e Bourbon
Vermelho de café ardbica. O “Hibrido de Timor UFV 440-22” (PEREIRA et al., 2002) originou-
se de uma introdug&o registrada como UFV 440. Essa introducédo originou-se de uma progénie de
cafeeiros, selecionados na Estacdo Regional de Uige (ERU) pertencente ao Instituto de café de

Angola, com o registro ERU 209, a qual é proveniente da introducdo CIFC 2570.
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Determinaram-se o coeficientes de correlagdo fenotipica entre as nove caracteristicas
agronémicas avaliadas nas quatro populacdes segregantes de café arabica, conforme
mencionado anteriormente. As caracteristicas avaliadas foram: altura da planta (ALTP),
didmetro da copa (DICP), vigor vegetativo (VIVG), posicdo da ramificacdo primaria (PRAP),
namero de ramos laterais (NRAL), nimero de nés no ramo principal (NNRP), nimero de noés
nos ramos laterais (NNRL), altura do primeiro ramo (ALPR) e diametro do caule (DIAC). A
descricdo detalhada dessas caracteristicas encontra-se no item 3.1 (Capitulo 1). As avaliacGes
fenotipicas dessas caracteristicas foram realizadas em cinco sucessivas épocas de avaliagdo, com
intervalo de trés meses entre as avaliacOes, exceto para 0 DIAC que foram quatro épocas, sendo
estas iniciadas a partir da segunda época de avaliacdo das demais caracteristicas. As populacdes
1 e 2 (RCys) e 4 (F,) foram avaliadas, a partir de 17 meses e a populagdo 3, RC; a partir de 50
meses. A estimacdo dos coeficientes de correlagdo fenotipica entre as nove caracteristicas acima
mencionadas foi realizada, utilizando-se o coeficiente de Pearson com base na expressdo de
CRUZ; REGAZI; CARNEIRO (2004):

B PMT,,
JQMT, .QMT,

1)

it

em que,

PMT, =produto médio entre as caracteristicas x e y associado aos tratamentos;

QMT, = quadrado médio da caracteristica x;

QMT,, =quadrado médio da caracteristica v .

A significancia das correlacdes fenotipicas foi testada a 1% e 5% de probabilidade, pelo
teste t. Todas as andlises estatisticas foram realizadas, utilizando o programa GENES versdo
Windows (CRUZ, 2001).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os coeficientes de correlagcdo fenotipica entre as nove caracteristicas agronémicas e 0s

valores da média dessas caracteristicas, nas épocas individuais de avaliagdo estdo apresentados

nos Quadros 2 a 5.

Quadro 2 — Correlages fenotipicas entre caracteristicas agrondmicas de café arabica, populagdo
1, RC; [(“Mundo Novo IAC 464-18 x Hibrido de Timor CIFC 2570™) x “Mundo
Novo IAC 464-18"], e os valores das médias destas caracteristicas avaliadas em

cinco épocas (17, 20, 23, 26 e 29 meses) .

Primeira época (17 meses)

Caracteristicas Altura da Diametro Vigor Posicéo da NUmero de NUmero Namero de Altura do

planta da copa Vegetativo ramificacéo ramos de nés no nés nos primeiro
priméria laterais ramo ramos ramo
principal laterais

Altura da planta 1

Diametro da copa 0,1030 1

Vigor vegetativo 0,2162 0,0736 1

Posicédo da ramificagdo -0,1363 -0,0986 -0,1547 1

primaria

NUmero de ramos laterais ~ 0,7674** 0,2656 0,1465 -0,0883 1

NUmero de nés no ramo 0,6841** 0,0688 0,0915 -0,1803 0,842** 1

principal

Nudmero de nés nos ramos 0,1500 0,8508** 0,1284 -0,1659 0,4737* 0,3529 1

laterais

Altura do primeiro ramo 0,3007 0,0686 0,1835 0,0947 -0,0260 0,025 0,0544 1

Valor da Média 74,8821 65,7250 5,3226 4,2274 13,8929 7,1786 11,5714 27,9036

** *: significativo a 1% e 5% de probabilidade pelo teste t.
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Quadro 2 — continuagéo...

Segunda época (20 meses)

Caracteristicas Altura da Diametro Vigor Posicéo da Nimerode  NUmerode Numerode  Altura Diametro
planta dacopa  Vegetativo ramificacdo ramos laterais nds no nos nos do do caule
primaria ramo ramos primeiro
principal laterais ramo
Altura da planta 1
Diametro da copa 0,1690 1
Vigor vegetativo 0,1987 0,0826 1
Posi¢do da -0,1143 -0,0794 -0,1547 1
ramificacdo primaria
Nlmero de ramos 0,7641** 0,3166 0,1199 -0,0869 1
laterais
Numero de nds no 0,7121** 0,2172 0,109 -0,167 0,9032** 1
ramo principal
Numero de nés nos 0,2337 0,8609** 0,1307 -0,1401 0,5473** 0,5058** 1
ramos laterais
Altura do primeiro 0,3261 0,0797 0,1835 0,0947 -0,0521 -0,0166 0,0347 1
ramo
Diametro do caule 0,5002** 0,4073* 0,4393* -0,0127 0,471* 0,4269* 0,5114**  0,2271 1
Valor da Média 78,3679 68,2500 5,3226 4,2274 15,0357 8,3929 12,8214 27,9036 1,1961
Terceira época (23 meses)
Caracteristicas Altura da Diametro Vigor Posicdo da Numerode  NUmerode Numerode  Altura Diametro
planta da copa Vegetativo ramificacdo ramos laterais nos no noés nos do do caule
priméria ramo ramos primeiro
principal laterais ramo
Altura da planta 1
Diametro da copa 0,049 1
Vigor vegetativo 0,1624 0,0553 1
Posigéo da -0,0319 -0,0027 -0,1325 1
ramificagdo primaria
Ndmero de ramos 0,655** 0,224 -0,0389 0,0235 1
laterais
Numero de nds no 0,5633** 0,2472 -0,0576 -0,1059 0,8288** 1
ramo principal
Ndmero de nés nos 0,0122 0,9057** 0,1018 -0,0925 0,3503 0,4525* 1
ramos laterais
Altura do primeiro 0,2856 -0,0076 0,1670 0,1123 -0,2124 -0,1255 -0,0825 1
ramo
Diametro do caule 0,4353 -0,0201 0,3373 0,2265 0,2289 0,1063 -0,0344 0,2295 1
Valor da Média 82,2607 71,1714 5,3291 4,2376 16,7143 9,2857 13,8929 28,1857 1,4481
Quarta época (26 meses)
Caracteristicas Altura da Diametro Vigor Posicéo da Nimerode  NUmerode Numerode  Altura Diametro
planta dacopa  Vegetativo ramificacdo ramos laterais nds no nos nos do do caule
primaria ramo ramos primeiro
principal laterais ramo
Altura da planta 1
Diametro da copa 0,1355 1
Vigor vegetativo 0,1923 0,0809 1
Posi¢do da 0,0692 0,0264 -0,1333 1
ramificacdo primaria
Numero de ramos 0,7441** 0,3157 0,0185 0,0035 1
laterais
Numero de nés no 0,6485** 0,3228 -0,0021 -0,0633 0,8645** 1
ramo principal
Numero de nds nos 0,0099 0,8319** 0,0138 0,0067 0,3861* 0,4796** 1
ramos laterais
Altura do primeiro 0,3188 -0,0257 0,167 0,1115 0,0435 0,0502 -0,1805 1
ramo
Diametro do caule 0,223 0,1131 0,4158* -0,1292 0,2083 0,0908 -0,0266 0,914 1
Valor da Média 88,5464 73,0357 5,3293 4,2379 21,0000 11,4643 15,1429 28,1964 1,5157
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Quadro 2 — continuagéo...

Quinta época (29 meses)

Caracteristicas Altura da Diametro Vigor Posicéo da Nimerode  NUmerode Numerode  Altura Diametro
planta dacopa  Vegetativo ramificacdo ramos laterais nds no nos nos do do caule
primaria ramo ramos primeiro
principal laterais ramo
Altura da planta 1
Diametro da copa 0,1512 1
Vigor vegetativo 0,2199 0,1113 1
Posi¢do da 0,1118 0,0465 -0,1333 1
ramificacdo primaria
Nlmero de ramos 0,7644** 0,1704 -0,0364 0,0458 1
laterais
Numero de nds no 0,5991** 0,1802 0,0558 -0,1056 0,8329** 1
ramo principal
Numero de nés nos 0,0324 0,8294** 0,1496 0,0325 0,2044 0,3415 1
ramos laterais
Altura do primeiro 0,3141 0,0022 0,167 0,1115 0,0174 0,0581 -0,1711 1
ramo
Diametro do caule 0,2785 0,1614 0,4355* -0,067 0,0991 0,0612 0,2091 0,0438 1
Valor da Média 92,2964 74,9607 5,3293 4,2379 22,0000 12,5357 16,2857 28,1964 1,5476

Quadro 3 — Correlacgdes fenotipicas entre caracteristicas agrondmicas de café arabica, populacdo
2, RC; [(“Mundo Novo IAC 464-18” x (“Mundo Novo IAC 464-18 x Hibrido de
Timor CIFC 25707)], e os valores das médias destas caracteristicas avaliadas em

cinco épocas (17, 20, 23, 26 e 29 meses) .

Primeira época (17 meses)

Caracteristicas Altura da Diametro Vigor Posicédo da Nimerode  Numerode  NUmero de Altura do
planta da copa Vegetativo ramificagdo ramos laterais nés no nds nos primeiro
primaria ramo ramos laterais ramo
principal
Altura da planta 1
Diametro da copa 0,6838** 1
Vigor vegetativo 0,4546** 0,3472* 1
Posicéo da ramificagdo -0,1024 0,0553 -0,0569 1
primaria
Namero de ramos laterais 0,6393** 0,1471 0,4462** 0,0083 1
Ndmero de nés no ramo 0,6169** 0,1920 0,3675* 0,1236 0,8051** 1
principal
Ndmero de nés nos ramos ~ 0,7160** 0,7518** 0,4021** 0,0404 0,5254** 0,5612** 1
laterais
Altura do primeiro ramo 0,3402* 0,1500 0,1169 -0,3433* 0,0507 -0,0334 0,0875 1
Valor da Média 57,4100 52,1325 5,2505 4,2110 9,0250 5,9500 10,5500 28,0250
Segunda época (20 meses)
Caracteristicas Alturada  Diametro da Vigor Posicéo da Ndmero de Nimerode  Numerode Alturado Diametro do
planta copa Vegetativo ramificagdo ramos laterais  nds no ramo nés nos primeiro caule
primaria principal ramos ramo
laterais
Altura da planta 1
Diametro da copa 0,578** 1
Vigor vegetativo 0,5231** 0,3466* 1
Posicéo da -0,0179 0,0178 -0,0569 1
ramificacdo primaria
Ndmero de ramos 0,6564** 0,2357 0,5155** 0,0036 1
laterais
Nudmero de nés no 0,6477** 0,3316* 0,427** 0,0437 0,864** 1
ramo principal
NUmero de nés nos 0,5027** 0,6925** 0,41** 0,0469 0,576** 0,6495** 1
ramos laterais
Altura do primeiro 0,0531 0,0346 0,1169 -0,3433* -0,0960 -0,0655 -0,0158 1
ramo
Diémetro do caule 0,4946** 0,2546 0,4256** -0,1764 0,4855** 0,4795** 0,3414* 0,2293 1
Valor da Média 69,4400 63,2650 5,2505 4,2110 12,5250 7,7000 13,0750 28,025 1,2780
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Quadro 3 — Continuacao...

Terceira época (23 meses)

Caracteristicas Altura da Diametro Vigor Posicéo da Nimerode  NUmerode Numerode  Altura Diametro
planta dacopa  Vegetativo ramificacdo ramos laterais nds no nos nos do do caule
primaria ramo ramos primeiro
principal laterais ramo
Altura da planta 1
Diametro da copa 0,5227** 1
Vigor vegetativo 0,5558** 0,2444 1
Posi¢do da -0,0458 -0,0463 -0,1170 1
ramificacdo primaria
Numero de ramos 0,6670** 0,2182 0,5309** -0,1214 1
laterais
Numero de nds no 0,7244** 0,2987 0,405* -0,0744 0,856** 1
ramo principal
Numero de nés nos 0,3972* 0,6827** 0,2436 -0,0923 0,4215** 0,5197** 1
ramos laterais
Altura do primeiro -0,0117 0,1191 0,1609 -0,3498* -0,0155 -0,0091 0,0852 1
ramo
Diametro do caule 0,4847** 0,2612 0,2740 -0,15110 0,4498** 0,4604** 0,2008 0,2317 1
Valor da Média 72,3800 66,4675 5,2599 4,2320 14,0500 8,6250 14,5250 28,2275 1,5077

Quarta época (26 meses)

Caracteristicas Alturada  Diametro da Vigor Posicdo da Ndmero de Ndmero de Nimerode  Alturado Diametro

planta copa Vegetativo ramificagdo ramos laterais nésnoramo nésnosramos  primeiro  do caule
primaria principal laterais ramo

Altura da planta 1

Diametro da copa 0,4182** 1

Vigor vegetativo 0,5675** 0,2266 1

Posicéo da -0,0839 -0,0422 -0,1032 1

ramificagdo primaria

Ndmero de ramos 0,736** 0,1665 0,5675** -0,1498 1

laterais

Ndmero de nés no 0,6533** 0,3271* 0,4389** -0,0669 0,8536** 1

ramo principal

Ndmero de nés nos 0,2675 0,6928** 0,2321 -0,1006 0,3086 0,4996** 1

ramos laterais

Altura do primeiro 0,0989 0,0921 0,1216 -0,3642* 0,0913 0,0089 0,0318 1

ramo

Diametro do caule 0,5091** 0,2216 0,3236* -0,0947 0,4138** 0,3783** 0,1938 0,2177 1

Valor da Média 78,9675 68,3725 5,2599 4,2320 18,4500 11,0250 15,8250 28,2275 1,5618

Quinta época (29 meses)

Caracteristicas Altura da Diametro Vigor Posicéo da Nimerode  NUmerode Numerode  Altura Diametro
planta da copa Vegetativo ramificacdo ramos laterais nés no nos nos do do caule
primaria ramo ramos primeiro
principal laterais ramo
Altura da planta 1
Diametro da copa 0,433** 1
Vigor vegetativo 0,5531** 0,2022 1
Posi¢do da -0,1128 -0,0388 -0,1032 1
ramificacdo primaria
NuUmero de ramos 0,6809** 0,1503 0,468** -0,1540 1
laterais
Ndmero de nés no 0,646** 0,3516* 0,3461* -0,0938 0,7896** 1
ramo principal
Nudmero de nés nos 0,1837 0,6806** 0,1953 -0,0755 0,1468 0,3595* 1
ramos laterais
Altura do primeiro 0,1228 0,0798 0,1216 -0,3642* 0,1214 0,0309 -0,0167 1
ramo
Diametro do caule 0,4955** 0,1846 0,2959 -0,1669 0,3568* 0,2502 0,0625 0,2503 1
Valor da Média 83,6875 70,4000 5,2599 4,230 20,2750 12,2750 17,1750 28,2275 1,6270
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Quadro 4 — Correlagdes fenotipicas entre caracteristicas agrondmicas de café arabica, populacéo
3, RC;y [(“Mundo Novo IAC 464-18 x Hibrido de Timor CIFC 2570”) x (“Hibrido
de Timor CIFC 2570“)], e os valores das médias destas caracteristicas avaliadas em
cinco épocas (50, 53, 56, 59 e 62 meses) .

Primeira época (50 meses)

Caracteristicas Altura da Diametro Vigor Posicéo da Nimerode  Numerode  NUmero de Altura do

planta da copa Vegetativo ramificacdo ramos laterais noés no nos nos primeiro
primaria ramo ramos laterais ramo
principal

Altura da planta 1

Diametro da copa 0,4266** 1

Vigor vegetativo 0,3343** 0,2792** 1

Posi¢do da ramificacéo 0,0889 0,1773 0,3688** 1

priméria

Numero de ramos laterais 0,4792** 0,2003 0,1757 -0,0312 1

Numero de nés no ramo 0,486** 0,2833** 0,224* 0,0835 0,5649** 1

principal

Ndmero de nés nos ramos 0,4136** 0,7195** 0,2312* 0,2439* 0,3239** 0,3101** 1

laterais

Altura do primeiro ramo 0,611** 0,1486 0,1578 0,0130 -0,0840 -0,0064 0,2692* 1

Valor da Média 61,3000 49,2384 5,3174 4,2245 8,4186 6,2093 11,9070 39,9791

Segunda época (53 meses)

Caracteristicas Altura da Diametro Vigor Posicéo da Nimerode  NUmerode Numerode  Altura Diametro
planta da copa Vegetativo ramificacdo ramos laterais nés no nés nos do do caule
priméaria ramo ramos primeiro
principal laterais ramo
Altura da planta 1
Diametro da copa 0,3248** 1
Vigor vegetativo 0,4306** 0,2187* 1
Posicdo da 0,1566 -0,0128 0,4183** 1
ramificacdo primaria
Numero de ramos 0,5620** 0,0667 0,3045** 0,0408 1
laterais
Numero de nés no 0,4351** 0,0606 0,2492* 0,0373 0,5807** 1
ramo principal
Numero de nés nos 0,2633* 0,6324** 0,2178* 0,1362 0,1061 0,0857 1
ramos laterais
Altura do primeiro 0,3875** 0,1316 0,1512 0,0622 -0,2079 -0,2188* 0,3329** 1
ramo
Diametro do caule 0,6536** 0,2157* 0,4792** 0,2165* 0,4337** 0,3232** 0,2179*  0,2799** 1
Valor da Média 69,1256 61,9360 5,3306 4,2272 10,8488 7,7674 14,6047 39,9942 1,2869

Terceira época (56 meses)

Caracteristicas Altura da Diametro Vigor Posicdo da Numerode  Numerode Numerode  Altura Diametro
planta da copa Vegetativo ramificacdo ramos laterais nés no noés nos do do caule
priméria ramo ramos primeiro
principal laterais ramo
Altura da planta 1
Diametro da copa 0,2986** 1
Vigor vegetativo 0,4286** 0,2035 1
Posi¢do da 0,1536 -0,0455 0,414** 1
ramificagdo primaria
Ndmero de ramos 0,5988** -0,0182 0,3365** 0,081 1
laterais
Ndmero de nés no 0,4703** 0,0656 0,3362** 0,0559 0,5321** 1
ramo principal
NUmero de nés nos 0,1631 0,6756** 0,1766 0,1063 -0,0323 0,0108 1
ramos laterais
Altura do primeiro 0,3252** 0,1348 0,1606 0,0893 -0,2065 -0,1634 0,3441** 1
ramo
Diametro do caule 0,6156** 0,1166 0,5722** 0,3096** 0,3789** 0,3445** 0,2089 0,3714** 1
Valor da Média 72,7977 65,8384 5,3444 4,2369 12,4186 9,0233 15,6395 40,5023 1,4823
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Quadro 4 — Continuacao...

Quarta época (59 meses)

Caracteristicas Alturada  Diametro da Vigor Posicdo da Namero de Nomerode  NOmerode Alturado Diametro do
planta copa Vegetativo ramificagdo ramos laterais  nds no ramo naés nos primeiro caule
primaria principal ramos ramo
laterais
Altura da planta 1
Diametro da copa 0,2779** 1
Vigor vegetativo 0,505** 0,1713 1
Posi¢do da 0,2585* -0,0444 0,4111** 1
ramificacdo primaria
NUmero de ramos 0,4919** -0,0512 0,535** 0,1858 1
laterais
NUmero de nés no 0,3879** 0,0703 0,4663** 0,1463 0,5228** 1
ramo principal
Nudmero de nés nos 0,1363 0,7224** 0,1654 0,0456 -0,0228 0,0536 1
ramos laterais
Altura do primeiro 0,3129** 0,1144 0,1562 0,1306 -0,1830 -0,1691 0,3290** 1
ramo
Diametro do caule 0,6098** 0,0679 0,5220** 0,2909** 0,3320** 0,3106** 0,1490 0,3555** 1
Valor da Média 78,5267 67,8337 5,3600 4,2395 15,8953 11,0000 16,6512 40,5279 1,6083
Quinta época (62 meses)
Caracteristicas Alturada  Diametro da Vigor Posicdo da Namero de Nomerode  NOmerode  Alturado  Diametro
planta copa Vegetativo ramificagdo ramos laterais  nés no ramo nos nos primeiro do caule
primaria principal ramos ramo
laterais
Altura da planta 1
Diametro da copa 0,2477** 1
Vigor vegetativo 0,547** 0,1529 1
Posi¢do da 0,2096* -0,0404 0,382** 1
ramificacdo primaria
NUmero de ramos 0,6500** 0,0102 0,5467** 0,1737 1
laterais
NUmero de nés no 0,5067** 0,1001 0,4771** 0,1579 0,5978** 1
ramo principal
Nudmero de nés nos 0,162 0,7747** 0,1237 0,0027 0,0085 0,0659 1
ramos laterais
Altura do primeiro 0,3582** 0,1052 0,1574 0,0107 -0,0343 -0,1333 0,2903** 1
ramo
Diametro do caule 0,5585** -0,0074 0,5529** 0,2300* 0,3167** 0,3127** 0,0396 0,3121** 1
Valor da Média 86,1965 70,2465 5,3701 4,2365 17,9302 12,1512 17,5000 40,5281 1,6965

Quadro 5 — Correlagdes fenotipicas entre caracteristicas agrondmicas de café arabica, populacéo
4, F, obtida a partir da autofecundagdo controlada de uma planta F; (H 464-2)
originada do cruzamento “Mundo Novo IAC 464-18 x Hibrido de Timor CIFC
2570”, e os valores das médias destas caracteristicas avaliadas em cinco épocas (17,
20, 23, 26 e 29 meses) .

Primeira época (17 meses)

Caracteristicas Altura da Diametro Vigor Posicdo da Numero de NUmero de nds no Numero de Altura do

planta da copa Vegetativo ramificacdo ramos laterais ramo principal nos nos primeiro
priméria ramos laterais ramo

Altura da planta 1

Diametro da copa 0,5882** 1

Vigor vegetativo 0,1811 0,518** 1

Posigéo da -0,4184** 0,0711 0,1811 1

ramificacdo primaria

Ndmero de ramos 0,7080** 0,689** 0,5059** -0,1657 1

laterais

Ndmero de nés no 0,6397** 0,6656** 0,5396** -0,1978 0,8348** 1

ramo principal

NUmero de nés nos 0,5421** 0,914** 0,4962** -0,0564 0,7629** 0,7231** 1

ramos laterais

Altura do primeiro 0,4724** 0,1037 -0,1846 -0,2868* 0,0396 -0,0763 0,0309 1

ramo

Valor da Média 53,2809 48,6766 5,1992 4,2194 8,6596 5,0000 9,4043 26,2298
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Quadro 5 — Continuacao...

Segunda época (20 meses)

Caracteristicas Altura da Diametro Vigor Posicdo da Numerode  NUmerode Numerode  Altura Diametro
planta da copa Vegetativo ramificacdo ramos laterais nés no no6s nos do do caule
priméria ramo ramos primeiro
principal laterais ramo
Altura da planta 1
Diametro da copa 0,3034* 1
Vigor vegetativo 0,3059* 0,5289** 1
Posigéo da -0,402** 0,0722 0,1732 1
ramificacdo primaria
Ndmero de ramos 0,6820** 0,499** 0,6225** -0,2058 1
laterais
Ndmero de nés no 0,5992** 0,4764** 0,5612** -0,2866* 0,8533** 1
ramo principal
Nudmero de nés nos 0,2579 0,896** 0,5467** -0,037 0,5445** 0,5206** 1
ramos laterais
Altura do primeiro 0,4129** -0,1081 -0,1873 -0,2856* -0,1154 -0,2016 -0,0875 1
ramo
Diametro do caule 0,5720**  0,6426**  0,4941** -0,0861 0,5264** 0,4026**  0,6541** 0,1872 1
Valor da Média 63,1085 65,1894 5,2013 4,2194 11,9574 6,7234 13,0000 26,2340 1,2169
Terceira época (23 meses)
Caracteristicas Altura da Diametro Vigor Posicéo da Nimerode  NOmerode Numerode  Altura Diametro
planta dacopa  Vegetativo ramificacdo ramos laterais nés no nos nos do do caule
primaria ramo ramos primeiro
principal laterais ramo
Altura da planta 1
Diametro da copa 0,3505* 1
Vigor vegetativo 0,5209** 0,3646* 1
Posi¢do da -0,2700 0,1752 0,0268 1
ramificacdo primaria
Numero de ramos 0,5748** 0,4243** 0,5685** -0,078 1
laterais
Numero de nds no 0,6314** 0,402** 0,5236** -0,3238** 0,8037** 1
ramo principal
Numero de nés nos 0,2670 0,8981** 0,3915** 0,0393 0,4896** 0,4900** 1
ramos laterais
Altura do primeiro 0,4167** -0,0928 0,0014 -0,2315 -0,2111 -0,141 -0,0861 1
ramo
Diametro do caule 0,5908**  0,4955**  0,5854** -0,0643 0,4754** 0,3837**  0,4493** 0,1632 1
Valor da Média 69,1149 71,4000 5,2233 4,2306 14,0638 8,0000 14,5106 26,6787 1,5296
Quarta época (26 meses)
Caracteristicas Altura da Diametro Vigor Posicéo da Nimerode  NUmerode Numerode  Altura Diametro
planta da copa Vegetativo ramificacdo ramos laterais nés no nés nos do do caule
priméaria ramo ramos primeiro
principal laterais ramo
Altura da planta 1
Diametro da copa 0,4461** 1
Vigor vegetativo 0,5537** 0,3716** 1
Posicéo da -0,2112 0,1971 0,0203 1
ramificacdo primaria
Numero de ramos 0,6444**  0,4576**  0,5638** -0,0417 1
laterais
Numero de nés no 0,6096** 0,3796** 0,4619** -0,2278 0,8074** 1
ramo principal
Numero de nés nos 0,3454* 0,8796**  0,4074** 0,0830 0,4211** 0,3895** 1
ramos laterais
Altura do primeiro 0,3852** -0,0666 0,0016 -0,2307 -0,1572 0,1304 -0,0274 1
ramo
Diametro do caule 0,6378** 0,4751** 0,6109** -0,1007 0,4965** 0,3558* 0,449** 0,2125 1
Valor da Média 75,1490 74,0745 5,2259 4,2313 17,8085 10,1915 16,4681 26,6787 1,5296
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Quadro 5 — Continuacao...

Quinta época (29 meses)

Caracteristicas Altura da Diametro Vigor Posicéo da Nimerode  NUmerode Numerode  Altura Diametro
planta dacopa  Vegetativo ramificacdo ramos laterais nds no nos nos do do caule
primaria ramo ramos primeiro
principal laterais ramo
Altura da planta 1
Diametro da copa 0,4836** 1
Vigor vegetativo 0,5631** 0,3926** 1
Posicdo da -0,2549 0,125 -0,0350 1
ramificacdo primaria
Numero de ramos 0,5977** 0,3958** 0,5614** -0,1257 1
laterais
Numero de nds no 0,4791** 0,2794 0,2193 -0,3333* 0,6848** 1
ramo principal
Numero de nds nos 0,352* 0,8663** 0,4157** -0,0147 0,3584* 0,2927* 1
ramos laterais
Altura do primeiro 0,3101* -0,0758 0,0003 -0,2632 -0,2229 -0,1576 -0,0463 1
ramo
Diametro do caule 0,6247**  0,4817**  0,6167** -0,0597 0,4672** 0,1877 0,5095**  0,1738 1
Valor da Média 80,5660 76,4809 5,2307 4,2272 19,5745 11,4681 17,4894 26,6787 1,5761

As correlagbes fenotipicas entre as nove caracteristicas

nas quatro populagdes

segregantes de café arébica (épocas 1 a 5), na maioria das vezes, foram positivas.

As maiores correlacdes fenotipicas (consistentes nas cinco épocas), significativas a 1% de

probabilidade pelo teste t, nas quatro populacGes segregantes, foram obtidas entre as seguintes

caracteristicas:

a) nudmero de ramos laterais e altura da planta

rs > 0,65: populagéo 1, RC;

rs > 0,63: populagdo 2, RCy

re > 0,47: populacéo 3, RC;

re > 0,57: populagdo 4, F,

b) ndmero de nds no ramo principal e a altura da planta
r+ > 0,56: populagéo 1, RC;

rs > 0,61: populagdo 2, RC;

rs > 0,38: populagéo 3, RC;

rs > 0,47: populagéo 4, F,

c) numero de nés no ramo principal e o nimero de ramos laterais
re > 0,82: populagéo 1, RC;

rs > 0,78: populagdo 2, RC,

re > 0,52: populagdo 3, RC;

rs > 0,68: populagéo 4, F,

d) numero de nds nos ramos laterais e diametro da copa
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rs > 0,82: populagéo 1, RC,;
rs > 0,68: populagéo 2, RC;
rs > 0,63: populagéo 3, RC;
r+ > 0,86: populagéo 4, F,

A populagéo 3, RC;, avaliada a partir de 50 meses, apresentou as menores estimativas de
correlacdo fenotipica. As populagdes 1 e 2 (RC;s), provenientes de mesmo cruzamento, diferindo
apenas nos genitores utilizados como machos e fémeas, apresentaram correlagfes diferenciadas.
As possiveis explicacOes para tais fatos sdo: numero reduzido das progénies e as condigdes
experimentais utilizadas. Vale ressaltar que a populagdo 3, RC; sofreu maior estresse ambiental
(longo periodo de cultivo em vaso) em relacao as outras populacdes.

Para as populacdes 1, 2 e 3 (RC;s), foram observados valores de correlagdes fenotipicas
de baixa magnitude e negativos para as seguintes caracteristicas, respectivamente: populagéo 1,
RC; - PRAP e DIAC, e NNRP e ALPR (época 2); DICP com PRAP e 0 ALPR (época 3); VIVG
e NNRP, e PRAP e NNRP (época 4). Para a populacéo 2, RC,, as caracteristicas foram: NRAL
e ALPR (época 2); ALPR com NRAL e o NNRP (época 3); NNRL e ALPR (época 5). Para a
populacdo 3, RCy, tal fato foi observado para NNRP e ALPR (época 1); DICP e PRAP (época
2); DICP e NRAL (época 3) e DICP com DIAC (época 5). Neste contexto, 0 aumento na
expressdo de qualquer uma destas caracteristicas resulta em diminuigdo na expressao da outra.
Em termos de melhoramento genético, este fato € indesejavel, pois dificulta o processo seletivo.

Sabe-se que as caracteristicas avaliadas durante as etapas do programa de melhoramento
genético do cafeeiro sdo aquelas que, direta ou indiretamente, interferem na produtividade,
como é o caso do vigor vegetativo, porte de plantas, e outras. No entanto, a produtividade é um
dos principais critérios utilizados nos processos de selecdo (CARVALHO, 1988). No presente
estudo, ndo foi possivel avaliar a produtividade, uma vez que as populagdes 1 e 2 (RC;S) e 4
(F2) estavam no periodo juvenil. Uma possivel explicagdo para a auséncia de produtividade na
populacdo 3 (RC;) refere-se a0 maior estresse ambiental, ao qual as plantas desta populacéo
foram submetidas nas condic¢des experimentais adotadas.

A produtividade de café beneficiado tem alta correlacdo genotipica com o vigor
vegetativo (0,905) e a seca de ponteiros (-0,862) (SEVERINO et al., 2002). Em outros estudos,
foi verificada a ocorréncia de correlacdo positiva e significativa entre o vigor vegetativo e a
produtividade de grdos em cafeeiro (FAZUOLI, 1977; CARVALHO, 1989; LOPES, 1999;
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BONOMO, 2002). Portanto, tais caracteristicas podem ser utilizadas para avaliacéo indireta do
potencial produtivo do cafeeiro.

O VIVG apresentou 0 maior valor de r,com a ALTP (rs= 0,21) e 0 menor com DICP (rs=
0,07) (populagdo 1, RC; - época 1). Nas demais épocas, os valores foram: com DIAC (rs = 0,44)
e com DICP (0,08) (época 2); com DIAC (r; = 0,34) e com NNRL (-0,04) (época 3), com
DIAC (rr= 0,42) e com NNRP (0,002) (época 4); com DIAC (r+ = 0,44) e com NRAL (-0,04)
(época 5).

Observa-se que, na populacdo 2, RC; (eépoca 1), o VIVG apresentou o maior valor de r
com ALTP (rr= 0,45) e 0 menor com PRAP (rs=-0,06). Nas demais épocas os valores foram: r¢
= 0,52 com ALTP e NRAL e r; =-0,06 com PRAP (época 2); rs = 0,56 com ALTP e rs=-0,12
com PRAP (época 3); r;= 0,57 com ALTP e o NRAL e rf =-0,10 com PRAP (época 4); r¢ =
0,55 com ALTP e rs =-0,10 com PRAP (época 5).

Na populagdo 3, RC, (época 1), observa-se que o VIVG apresentou o maior valor de r;
com PRAP (rs = 0,37) e 0 menor com ALPR (r; = 0,16). Nas demais épocas, os valores foram:
com DIAC (rs = 0,48) e com ALPR (rs= 0,15) (época 2); com DIAC (rs= 0,57) e com ALPR (r¢
= 0,16) (epoca 3); com DIAC (rs= 0,52) e com ALPR (rs = 0,16) (época 4); com DIAC (r; =
0,55) e com NNRL (0,12) (época 5).

Na populagdo 4 (F,) (época 1), observa-se que o VIVG apresentou o maior valor de r;
com NNRP (rs = 0,54) e 0 menor com ALTP e a PRAP (r; = 0,16). Nas demais épocas, 0s
valores foram: rs= 0,62 com NRAL e r;= 0,17 com PRAP (época 2); rs= 0,58 com DIAC e r;=
0,001 com ALPR (época 3); r= 0,61 com DIAC e r;= 0,002 com ALPR (época 4); rs= 0,62
com DIAC e r¢= 0,0003 com ALPR (época 5).

Entre as caracteristicas que se correlacionaram positivamente com o VIVG, cujos
coeficientes de repetibilidade foram superiores a 0,71 nas quatro populagdes segregantes de café
arabica, destacam-se: a) DIAC (populagédo 1, RC,, populacdo 3, RC; e populacdo 4, F,); b)
ALTP e NRAL (populacdo 2, RC,), ¢) NRAL (populacéo 4, F,), d) PRAP (populacéo 3, RC)), e
e) NNRP (populacéo 4, F,).
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A possivel explicacdo para os baixos valores de rs, obtidos no presente estudo, refere-se
ao pequeno intervalo entre as avaliagGes fenotipicas. No cafeeiro, normalmente as avaliacdes
fenotipicas das principais caracteristicas agronémicas, exceto rendimento de gréos, sdo
realizadas no periodo que antecede a colheita. No presente trabalho, o intervalo entre as
avaliagdes no periodo de um ano, provavelmente ndo foi suficiente para avaliar as caracteristicas
estudadas, que se acredita serem de natureza quantitativa. Outros possiveis fatores sdo: a) a
idade diferenciada das plantas da populacdo segregante 3, RC; em relacdo as demais plantas; e
b) o ndmero reduzido de progénies.

Constatou-se que as médias das nove caracteristicas, nas épocas individuais de avaliagéo,
nas quatro populacdes segregantes oscilaram, respectivamente: (a) populacdo 1, RC; - de 1,20
(época 2) a 1,63 (época 5) para o DIAC, e de 74,88 (epoca 1) a 92,30 para a ALTP (época 5); (b)
populacdo 2, RC; - de 1,288 (época 2) a 1,63 (época 5) para o DIAC, e de 57,41 (época 1) a
83,69 (época 5); (c) populacdo 3, RC; - de 1,48 (época 2) a 1,70 (época 5) para o DIAC, e de
61,30 (época 1) a 86,20 para a ALTP (época 5); (d) populacéo 4, F, - de 1,22 (época 2) a 1,58
para o DIAC (época 5), e de 53,28 a 80,56 paraa ALTP.

A populacdo 3, RC; avaliada a partir de 50 meses, apresentou 0s maiores valores de
média para a caracteristica ALPR, nas épocas individuais de avaliagdo. Outras vezes, a
populacdo 1, RCy, avaliada a partir de 17 meses, apresentou 0s maiores valores de média, para as
caracteristicas ALTP, DICP, NRAL e NNRP.
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5. CONCLUSAO

(1). As maiores correlacdes fenotipicas (consistentes nas cinco épocas), nas quatro populacdes
segregantes de café ardbica, foram obtidas entre as seguintes caracteristicas: (a) nimero de ramos
laterais e a altura da planta; (b) nimero de n6s no ramo principal e a altura da planta, (¢) nimero
de n6s no ramo principal e o nimero de ramos laterais; e (d) o nimero de n6s nos ramos laterais
e o didmetro da copa. A existéncia de tais correlacdes, além das altas magnitude dos coeficientes
de repetibilidade dessas caracteristicas, aumenta a chance de mapear 0s possiveis locos

candidatos.
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CAPITULO 3

MAPEAMENTO DE QTLs EM POPULACAO DE RETROCRUZAMENTO 1 (RC,) DE
CAFE ARABICA

RESUMO

O mapeamento genético de caracteristicas de importancia agrondmica do cafeeiro pode
ser beneficiado com o uso de marcadores moleculares, os quais possibilitam selecionar
genoétipos superiores, em menor tempo. O presente estudo foi realizado com o objetivo de
aumentar o nimero de marcas no mapa de ligacdo do cafeeiro, construido no programa de
melhoramento do cafeeiro da Universidade Federal de Vigosa (UFV)/Empresa de Pesquisa
Agropecuaria de Minas Gerais (EPAMIG), bem como caracterizar e identificar os locos
controladores das caracteristicas quantitativas (QTLs), associados a nove caracteristicas
agronOmicas. As caracteristicas avaliadas foram: altura da planta (ALTP), diametro da copa
(DICP), vigor vegetativo (VIVG), posicao da ramifica¢do priméria (PRAP), nimero de ramos
laterais (NRAL), ntimero de nés no ramo principal (NNRP), nimero de nds nos ramos laterais
(NNRL), altura do primeiro ramo (ALPR) e didmetro do caule (DIAC). As avaliacdes

fenotipicas foram realizadas em cinco épocas (novembro de 2002 a novembro de 2003), com
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intervalo de trés meses entre as avaliagdes, exceto para o DIAC, que foi avaliada em quatro
épocas, sendo estas iniciadas a partir da segunda época de avaliagdo das outras caracteristicas.
Utilizou-se a populagdo segregante 3, RC; [(“Mundo Novo IAC 464-18 x Hibrido de Timor
UFV 440-22”) x (“Hibrido de Timor UFV 440-22%)], com 86 plantas. As plantas apresentavam
idade inicial de 50 meses, sendo que as avaliagdes foram realizadas aos 50, 53, 56, 59 ¢ 62
meses de idade. Foi desenvolvido um mapa parcial de ligagdo RAPD, utilizando-se LOD escore
minimo (logaritmo na base 10 da razao entre a probabilibildade de que os marcadores estejam
ligados e a probabilidade de que eles ndo estejam ligados) de 3,0 e r (freqiiéncia maxima de
recombinacdo entre o QTL e o marcador) de 0,40. Cinqiienta marcadores RAPD foram
acrescentados ao mapa de ligacao parcial da populagao segregante 3, RC;. Portanto, um total de
137 marcadores foram obtidos, dos quais 124 (90,51%) apresentaram segregacao 1:1 (P <0,01)
e 13 (9,49%) segregagdo 2:1. Para constru¢do do mapa de ligacdo, foram utilizados 124
marcadores RAPD, que segregaram 1:1, sendo que destes, 26 ndo mostraram-se ligados aos
grupos formados. Noventa e oito marcadores RAPD resultaram em 10 grupos de ligagdo (GLs),
cobrindo 789,55 cM, com distancia média de 8,97 cM entre dois marcadores adjacentes. Os
quatro primeiros grupos obtidos, apresentaram boa densidade os marcadores. O maior intervalo
entre dois marcadores adjacentes foi 33,42 cM, sendo que 88,64% dos intervalos nao
excederam 20 cM. As analises de QTL foram realizadas, utilizando o teste do qui-quadrado ¢ as
metodologias de marca simples, mapeamento por intervalo simples e mapeamento por intervalo
composto. Além de indicar marcadores consistentes, que explicam as variagdes das
caracteristicas ALTP, DICP, VIVG, PRAP, NRAL, NNRL e ALPR (épocas 1 a 5), a
metodologia de marca simples, discriminou dois marcadores associados a mais de uma
caracteristica, indicando efeito pleiotrépico no controle genético destas caracteristicas. Estes
marcadores sdo: a) OPZ09 associado a VIVG e a ALPR; b) OPAKO08b associado a NNRL e a
ALPR. As metodologias de marca simples € 0 mapeamento por intervalo composto permitiram
a deteccdo e identificagdo de dois QTLs consistentes, nas cinco épocas de avaliacdo. Estes
QTLs estdo situados nos grupos de ligacdo 5 ¢ 9 do mapa parcial da populacao segregante 3
(RC)), respectivamente, para as caracteristicas posi¢do da ramificagdo primaria e altura do
primeiro ramo. Eles explicam 12,25% a 16,48% ¢ 8,27% a 8,44% da variagao fenotipica da
caracteristica PRAP, associada aos locos OPV17 e OPS10a, ¢ ALPR associada ao loco

OPAKO8b, respectivamente. Em virtude do estudo de mapeamento de QTLs em cafeeiro ser
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recente, os resultados obtidos do presente estudo demonstram que mapas genéticos, baseados
em marcadores RAPD, podem ser utilizados para identificar regides gendmicas, que controlam

caracteristicas quantitativas.

Palavras chave: café, marcador molecular, caracteristicas quantitativas.

68



ABSTRACT

MAPPING OF QTLs IN BACKCROSS POPULATION 1 (RC;) OF ARABIC COFFEE

The genetic mapping of important agronomic characteristics of coffee can be improved by
using molecular markers which make possible to select superior genotypes in a short period of
time. This present study was done with the objective to increase the number of markers on the
ligation map of coffee constructed in the breeding program of the “Universidade Federal de
Vigosa/Empresa de Pesquisa Agropecudria de Minas Gerais” as well as to characterize and
identify the quantitative trait loci (QTLs) associated with nine agronomic characteristics. The
characteristics evaluated were: height plant, canopy diameter, vegetative vigor, position of the
primary ramification, number of lateral branches, number of nodes on the main branch, number
of nodes on the lateral branches, height of the first branch and stem diameter. The phenotypic
evaluations were done in five seasons (November 2002 to November 2003) with three months
between them except for stem diameter which was evaluated only in four seasons initiated at the
second season of the other characteristics. It was used the segregant population 3, RC; [(“Mundo
Novo IAC 464-18 x Hibrido de Timor UFV 440-22”) x (Hibrido de Timor UFV 440-22")], with
86 plants. The plants were fifty months old with the evaluations starting on 50, 53, 56, 59 and 62

months. A parcial map of ligation RAPD was developed using the minimum value 3.0 for LOD
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score (logo for the ratio between the probability that the markers were ligated and the probability
that they were not) and r (maximum frequency of recombination between the QTL and the
marker) of 0.40. Fifty RAPD markers were added to the parcial map of ligation of the segregant
population 3, RC,. Therefore, a total of 137 markers were obtained from which 124 (90.51%)
showed segregation 1:1 (P < 0,01) and 13 (9.49%) with segregation 2:1. A total of 124 RAPD
markers that segregated 1:1, with 26 of them not showing ligation with the formed groups, were
used to construct the ligation map. Ninety-eight RAPD markers resulted on 10 groups of ligation
(LGs) covering 789.55 cM with a mean distance of 8.97 between two adjacent markers. The four
first groups obtained showed a good density of markers. The longest interval between the two
adjacent markers was 33.42 cM with 88.64% of the intervals not exceding 20 cM. The analyses
of QTL were done using the chi-square tests and the methodologies of simple markers and
simple interval mapping and composite interval mapping. The methodology of simple markers
showed two markers associated with more than one characteristic indicating pleiotropic effects
on the genetic control of these characteristics besides to indicate consistent markers that explain
the variation on the following characteristic: height plant, canopy diameter, vegetative vigor,
position of the primary ramification, number of lateral branches, number of nodes on the lateral
branches and height of the first branch (seasons 1 a 5). The markers are: a) OPZ09 associated
with vegetative vigor and height of the first branch and OPAKO8b associated with number of
nodes on the lateral branches and height of the first branch. The methodologies of simple
markers and composite interval mapping allowed the detection and identification of two
consistent QTLs in the five seasons of evaluations. These QTLs are situated on the groups of
ligation 5 and 9 of the parcial map of the segregante population 3, RC;, respectively, to the
characteristics position of the pimary ramification and height of the first branch. They explain
12.25% to 16.48% and from 8.27% to 8.44% of the phenotypic variation of the characteristic
position of pimary ramification associated with the loci OPV17 and OPS10a besides the height
of the first branch associated to locus OPAKOS8D, respectively. Considering that the study of
mapping the QTLs on coffee is a recent area of research, the results obtained here show that the
genetic maps based on RAPD markers can be used to identify genomic regions that control

quantitative characteristics.

Key words: Coffee, molecular marker, quantitative characteristics.
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1. INTRODUCAO

O cafeeiro pertence ao subgénero Coffea, familia Rubiaceae, sendo formado por
aproximadamente 100 espécies (CHARRIER; BERTHAUD, 1985). Das espécies cultivadas,
Coffea arabica L. (café arabica) e Coffea canephora Pierre et Froenher (café robusta) sdo as
mais importantes economicamente, sendo C. arabica responsavel por 70-80% da produgdo
mundial, enquanto C. canephora ¢ responsavel pelos 20-30% restantes (CONAB, 2004). C.
arabica ¢ uma espécie autdgama, alotetraploide segmentar (tetraploide originado da hibridagdo
de duas espécies diploides diferentes com homologia parcial de cromossomos), com 2n = 4x =
44 cromossomos e autofértil (KRUG, 1936; CARVALHO; KRUG, 1949; KRUG; CARVALHO,
1951; CARVALHO, 1952; CHARRIER; BERTHAUD, 1985). As outras espécies sdo alogamas,
diploides com 2n = 2x = 22 cromossomos ¢ auto-incompativeis (CONAGIN; MENDES, 1961;
MONACO, 1960; CHARRIER; BERTHAUD, 1985).

Por se tratar de uma cultura perene e de periodo juvenil longo (3 anos), o melhoramento
genético do cafeeiro ¢ demorado. Portanto, ¢ de fundamental importancia o uso de técnicas, que
facilitem e acelerem a selecdo e a avaliagdo de gendtipos superiores no melhoramento genético
do cafeeiro. A selegdo assistida por marcadores moleculares pode acelerar o progresso genético,
favorecendo o aumento na eficiéncia de selec¢do, reducao no intervalo de geragdes e identificacao

de quebra de ligacdes génicas indesejaveis.
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Muitas das caracteristicas desejadveis em varias espécies vegetais, incluindo o cafeeiro,
resultam da a¢do conjunta de mais de um gene e das interagdes destes com o ambiente. Essas
caracteristicas exibem fenotipos com distribui¢do continua, sdo bastante influenciadas pelo
ambiente ¢ determinadas por mais de um loco no genoma, sendo de dificil manipulacdo e
compreensdo. Esses locos sdo denominados locos controladores de caracteristicas quantitativas
(“Quantitative Trait Loci - QTLs”) (GELDERMANN, 1975), sendo que, para a maioria dessas
caracteristicas, existem poucas informag¢des sobre o numero, posi¢do cromossdmica, magnitude
do efeito e interagdes entre os locos, que controlam sua expressao. Utilizando mapas genéticos e
técnicas de mapeamento de QTLs, € possivel obter tais informagoes.

Este trabalho objetivou-se aumentar o nimero de marcas do mapa de ligacao parcial do
café¢ arabica, obtido no programa de melhoramento do cafeeiro da Universidade Federal de
Vigosa (UFV)/Empresa de Pesquisa Agropecuaria de Minas Gerais (EPAMIG), assim como
identificar QTLs associados as caracteristicas altura da planta, didmetro de copa, vigor
vegetativo, posi¢ao da ramificagdo primaria, nuimero de ramos laterais, nuimero de nds no ramo

principal, nimero de n6s nos ramos laterais, altura do primeiro ramo e diametro do caule.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Marcadores moleculares

Atualmente, diversas técnicas permitem a obten¢do de um numero ilimitado de
marcadores moleculares, que podem ser utilizados com diferentes finalidades no melhoramento
genético vegetal. Quando um marcador apresenta comportamento de acordo com as leis basicas
de heranca, enunciadas por Mendel, ele ¢ considerado um marcador genético e pode ser
monitorado ao longo das geracdes (FERREIRA; GRATTAPAGLIA, 1998).

Os marcadores RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism) foram os primeiros a
ser empregados na constru¢do de mapas genéticos (BOTSTEIN et al., 1980). A técnica
compreende a digestdo do DNA gendmico com enzimas de restricao, separagao dos fragmentos
por eletroforese e transferéncia destes para membranas de nitrocelulose ou ndilon, onde sdo
hibridizados com sondas de DNA. As sondas sdo fragmentos de DNA marcados com
nucleotideos radioativos ou quimioluminescentes, sendo utilizadas na deteccdo de seqiiéncias
genomicas homologas. Apds serem hibridizadas com as sondas de DNA, as membranas sdao

expostas a um filme auto-radiografico, sendo revelados os polimorfismos. Embora o RFLP seja
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um marcador codominante e Util em analises genéticas comparativas, € uma técnica trabalhosa e
requer elevado nivel de conhecimento sobre o genoma a ser analisado.

Entre as técnicas de marcadores disponiveis, destacam-se aquelas baseadas na reacdo de
PCR (Polymerase Chain Reaction) (MULLINS; FALOONA, 1987; SAIKI et al., 1988). A
reagdo de PCR permite a replicagdo in vitro de fragmentos de DNA, resultando grandes
quantidades desses fragmentos a partir de poucas moléculas iniciais de DNA. A técnica envolve
a amplificagdo de uma regido especifica do DNA de seqiiéncia conhecida, utilizando-se
oligonucleotideos complementares, que flanqueiam a regido-alvo (MULLIS; FALOONA, 1987).
O conhecimento prévio da regido a ser amplificada constitui ¢ uma das principais limitacdes da
técnica, impossibilitando o estudo simultdneo de muitos locos. A reagdo de PCR ocorre em trés
ciclos de temperaturas em que os oligonucleotideos de seqiiéncia especifica sao utilizados como
iniciadores para a sintese de uma fita de DNA complementar a regido-alvo.

Uma variante da técnica de PCR foi descrita por dois grupos distintos (WELSH;
McCLELLAND, 1990; WILLIAMS et al., 1990), para descrever a mesma metodologia, sendo
que a segunda denominagdo tornou-se mais conhecida. O RAPD (Random Amplified
Polymorphic DNA) é uma adaptagao da técnica de PCR que utiliza oligodesoxirribonucleotideos,
com 10 nucleotideos (primers) de seqiiéncia arbitraria e uma freqiiéncia de G + C superior a
50%, que amplificam fragmentos de DNA, ao acaso, no genoma (WILLIAMS et al., 1990). Na
utilizagdo desta técnica, um fragmento especifico é amplificado quando um primer anela-se em
dois locais nas fitas opostas do DNA molde, sendo que o espago entre esses dois pontos ndo deve
ser superior a 2 ou 3 Kb (quilopares de base). O nimero e o tamanho dos fragmentos
amplificados dependem da seqiiéncia do primer e do DNA-molde (TINGEY; DEL TUFO, 1993;
FERREIRA; GRATTAPAGLIA, 1998).

Os fragmentos de DNA obtidos podem ser separados de acordo com seu tamanho e
visualizados em gel de eletroforese. O polimorfismo detectado pode ser devido a mutagdes nos
sitios de pareamento, ou inser¢oes e delegdes na regido flanqueada por esses sitios.

Marcadores RAPD tém sido largamente utilizados em analises gendmicas mostrando-se
particularmente uteis no melhoramento genético de plantas, principalmente devido a facilidade
de utilizagdo, rapidez, versatilidade e baixo custo. Uma das grandes vantagens do RAPD ¢ a
obten¢do de elevado numero de polimorfismos de forma relativamente simples (WELSH;

McCLELLAND, 1990; WILLIAMS et al., 1990; FERREIRA; GRATTAPAGLIA, 1998),
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principalmente em espécies pouca caracterizadas geneticamente, uma vez que nao requerem
conhecimento prévio do genoma. Este tipo de marcador gera grande niumero de informagdes em
curto espago de tempo e por um custo acessivel, possibilitando sua facil utilizacdo na maioria
dos programas de melhoramento, constituindo, portanto, uma ferramenta util, acessivel e de facil
aplicabilidade. Devido a tais vantagens, esta técnica foi utilizada para deteccdo de QTLs em
diferentes espécies vegetais (GRATTAPAGLIA; SEDEROFF, 1994; BYRNE; MURREL;
ALLEN, 1995; QUEIROZ, 2000; MELO, 2001; MIRANDA, 2002; SIVIERO et al., 2002;
SIVIERO; CRISTOFANI; MACHADO, 2003; ROCHA, 2004; VILARINHO, 2004).

Alguns fatores limitam sua aplicacao, tais o baixo conteudo de informagao por loco, pois
apenas um alelo ¢ normalmente determinado, o desconhecimento da base genética dos
fragmentos de DNA amplificados, bem como, por serem marcadores dominantes, ndo permitem
a distingdo entre homozigotos e heterozigotos. Um segundo problema apresentado por esses
marcadores € a baixa reprodutibilidade dos dados. No entanto, diferentes laboratorios tém
superado este problema, padronizando as condi¢des da técnica (YU; DEINZE; PAULS, 1993).
Atualmente, ¢ possivel aumentar a utilidade e a reprodutibilidade de um marcador RAPD de
interesse, convertendo-o em um marcador especifico e reprodutivel, denominado SCAR —
Sequence Chacacterized Amplified Regions (MELOTTO; ALFANADOR; KELLY, 1996).

SCAR ¢ um fragmento de DNA gendmico em um loco especifico, que ¢ identificado por
amplificacdo em PCR, usando-se um par de primer de oligonucleotideos especificos. Se um
fragmento amplificado por meio do RAPD for de interesse, ele ¢ clonado e suas duas
extremidades sdo seqiienciadas. Essas informagdes sdo utilizadas para a construgdo de dois
primers especificos, com aproximadamente 24 nucleotideos, que resultam em uma amplificagdo
reproduzivel desses locos, quando altas temperaturas de anelamento sao utilizadas. A vantagem
do marcador SCAR sobre o RAPD ¢ que ele detecta somente um loco especifico e,
consequentemente, sua amplificacdo ¢ menos sensivel as condigdes de reagdo e ele pode,
potencialmente, ser transformado em marcador co-dominante. De modo semelhante ao SCAR,
um par especifico de primers pode ser construido de modo que, somente, um produto de
amplificacdo seja produzido e que este seja correspondente ao alelo de interesse. A identificacao
das plantas que amplificam o alelo e das que ndo o amplificam ¢ feita pela simples leitura da
concentracdo de DNA da amostra, apds 30 a 40 ciclos de PCR, eliminando a necessidade de

executar a eletroforese (FERREIRA; GRATTAPAGLIA, 1998).
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O AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism) ¢ uma classe de marcadores, que
alia a especificidade dos sitios de restricdo do RFLP a praticidade da amplificagdo do PCR,
apresentando-se como ferramenta poderosa na caracterizacdo de genomas € no mapeamento
genético (ZABEAU, 1993; FERREIRA; GRATTAPAGLIA, 1998). A técnica baseia-se na
digestao simultanea do DNA gendmico com duas enzimas de restri¢ao, sendo Eco RI e Mse I as
mais usadas. Adaptadores complementares em extremidades coesivas de ambos os sitios de
restri¢do sdo ligados aos fragmentos de DNA digeridos. Estes fragmentos sdo submetidos a uma
reagdo de PCR com primers pré-seletivos de seqiiéncia complementar aos adaptadores,
acrescidos de um nucleotideo arbitrario em sua extremidade 3'. Dessa forma, apenas os
fragmentos que possuem os sitios de restricdo de Eco RI e Mse I serdo amplificados, aumentando
a propor¢ao dos fragmentos de interesse. A populacao de fragmentos pré-amplificada constituira
o DNA molde para as reagdes subseqiientes de amplificacdo seletiva, utilizando primers que
contém a seqiiéncia dos primers pré-seletivos, acrescida de dois nucleotideos arbitrarios em sua
extremidade 3'. A deteccdo dos fragmentos amplificados ¢ feita pela marcagdo radioativa ou
fluorescente de um dos primers seletivos. Os produtos de amplificacdo sdo separados em gel de
poliacrilamida, com resolucao de um par de base, aumentando a precisdo e o poder de detecgao
da técnica.

Outros marcadores que estdo sendo utilizados sdo os baseados em: locos hipervariaveis
de minissatélites (JEFFREYS; WILSON; THEIN, 1985), microssatélites, ou Simple Sequence
Repeats — SSR (LITT; LUTY, 1989; BECKMANN; SOLLER, 1990), STS (Sequence Tagged
Sites) (PARAN; MICHELMORE, 1993) e SNPs (Single Nucleotide Polymorphism).

Muitas sdo as aplicagdes dos marcadores moleculares no melhoramento genético de
plantas, como em estudos de diversidade genética, caracterizagdo de bancos de germoplasma,
constru¢do de mapas de ligacdo e outras. A constru¢do de mapas de ligacdo, utilizando

marcadores moleculares, ¢ uma estratégia que vem sendo utilizada para detec¢ao de QTLs.

2.1.1. Aplicacdes dos marcadores moleculares no melhoramento do cafeeiro

Os marcadores moleculares podem ser utilizados com diferentes finalidades, em

programas de melhoramento genético do cafeeiro, conforme apresentado a seguir.
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a) Desenvolvimento de mapas de ligacdo génica - ¢ uma das aplicacdes de maior
importancia da tecnologia dos marcadores moleculares no melhoramento de plantas, pois, estes
mapas podem ser usados para determinar a localizacdo de genes responsaveis por caracteristicas
simples e complexas. Para o caso de caracteristicas de heranca, simples, a identificacdo de
marcadores ligados a genes, que controlam estas caracteristicas permite monitorar ¢ acelerar a
introgressao desses genes em cultivares (FERREIRA; GRATTAPAGLIA, 1998; LANZA;
GUIMARAES; SCHUSTER, 2000).

Marcadores moleculares ligados a genes de interesse fornecem um ponto de partida para
a clonagem de genes baseada no mapa. Uma das aplicagdes dos mapas de ligacdo consiste em
determinar a localizagdo dos genes nos cromossomos, fornecendo subsidios ao melhorista para
escolha das melhores estratégias de acdo e planejamento dos métodos de sele¢ao. A partir do
mapa genético, o melhorista podera definir, com mais seguranga, por exemplo, quais genitores
devem ser utilizados nos cruzamentos e qual o tamanho das populagdes segregantes a serem
manipuladas, que fornecerdo maiores oportunidades para que os recombinantes de interesse
sejam identificados (FERREIRA; GRATTAPAGLIA, 1998; LANZA; GUIMARAES;
SCHUSTER, 2000).

Um mapa parcial de ligagdo para o café robusta, utilizando 100 marcadores RAPD e 47
marcadores RFLP, com 15 grupos de ligacdo, cobrindo 1.402 cM foi obtido por PAILLARD;
LASHERMES; PETIARD (1996). Com a mesma espécie, LASHERMES et al. (2001) obtiveram
um mapa de liga¢do parcial, com 11 grupos de ligagdo e 97 marcadores AFLP, 11 RAPD, 18
microssatélites ¢ 36 RFLP. Com as espécies C. pseudozanguebariae e C. liberica var. dewevrei,
KY et al. (2000) obtiveram um mapa de ligagdo parcial, com 167 marcadores AFLP e 13
marcadores RFLP. Trés mapas de ligagdo para o café ardbica, sendo que nos dois primeiros
foram utilizados os marcadores RAPD e no terceiro os marcadores AFLP, foram obtidos por
CABRAL (2001); OLIVEIRA et al. (2003a); PEARL et al. (2004).

b) Mapeamento de genes controlando caracteristicas qualitativas - os marcadores tém
sido utilizados para indicagdo de regides do genoma associado a caracteristicas monogénicas,
principalmente a resisténcia a doengas e pragas, utilizando-se a ligagdo génica. O mapeamento
de genes, que controlam caracteristicas qualitativas de importancia agrondmica para o cafeeiro,

pode ser util em programas de melhoramento, pela sele¢ao indireta dessas caracteristicas. Este
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tipo de selegdo tem aplicagdo em programas, que visam a piramidacdo de genes de resisténcia a
doengas, cuja execucdo por métodos convencionais € dificil, na maioria das vezes.

Alguns marcadores ligados a genes, controlando caracteristicas qualitativas, foram
identificados em café, como auto-incompatibilidade em café robusta (LASHERMES et al.,
1996), resisténcia a Colletotrichum kahawae (AGWANDA et al., 1997), resisténcia a Hemileia.
vastatrix Berk. et Br. (TEDESCO et al., 1999; MORENO et al., 2000), porte da planta (RUAS et
al., 2000) e resisténcia a Meloidogine spp (LASHERMES, 2002; LASHERMES, 2003; DINIZ,
2004).

c) Mapeamento de genes controlando caracteristicas quantitativas (QTLs) - no
mapeamento de QTLs, ha necessidade de obter mapas genéticos a partir da analise de grande
nimero de marcadores. Em seguida esses marcadores sdo associados a distribuicdo fenotipica
das diversas caracteristicas de interesse. Uma vez conhecida a posicdo dos marcadores no
genoma, aqueles que estiverem associados as caracteristicas terdo, em sua vizinhanga, locos que
controlam essas caracteristicas (LEE, 1995). Essas regides, entdo, podem ser monitoradas para
serem selecionadas em uma populagdo ou serem transferidas para materiais-elites, que nao
possuem os alelos favoraveis dessas regides.

Os QTLs representam um avang¢o no conhecimento da heranga das caracteristicas. Em
vez de conhecer a heranga, determina-se o controle genético dos componentes determinantes da
caracteristica, permitindo, para cada QTL, a localizagdo gendmica, a quantificagdo de seu efeito
e o conhecimento da agdo génica. Além disso, possibilita a determinag¢do da existéncia ou nao de
epistasias, ou seja, de interacdes entre os QTLs distintos e relacionados com a determinada
caracteristica, permitindo, ao melhorista, decidir quanto & melhor estratégia a ser empregada na
sele¢do da caracteristica (PEREIRA, 2003). A analise de marcadores moleculares tem mostrado
que as caracteristicas quantitativas podem ser condicionadas por QTLs com efeitos diferentes. O
uso de mapas de ligagdo possibilita a identificagdo de QTLs, que expliquem proporcoes
significativas das variacdes fenotipicas das caracteristicas quantitativas estudadas. Uma
aplicagdo imediata do mapeamento de QTLs, em programas de melhoramento, ¢ a escolha de
genitores que apresentam QTLs complementares e que terdo maiores chances de manifestar
efeitos heterdticos em combinagdes hibridas e de recombinagdes favoraveis nas geracdes

segregantes (SAKIYAMA, 1999).
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d) Selecao assistida por marcadores moleculares (SAM) - ¢ uma estratégia, que associa
marcadores moleculares a locos génicos importantes para a agricultura, sendo, portanto, uma
ferramenta importante e promissora em programas de melhoramento de plantas perenes, como ¢
o caso do cafeeiro. Varias sdo as aplicacdes da SAM, entre elas: acelerar o progresso genético,
aumentando a eficiéncia de sele¢do pela redugdo no intervalo de geragdes e pela identificacdo de
quebra de ligagdes indesejaveis (MILACH, 2001).

A eficiéncia da SAM depende da herdabilidade da caracteristica, cobertura do genoma
pelos marcadores moleculares, identificagdo de associagdo entre os marcadores € QTLs, tamanho
e numero de familias avaliadas, tipo de populagdo e escolha do método de selecao (LANZA;
GUIMARAES; SCHUSTER, 2000). A viabilidade da SAM para transferéncia de uma tnica
regido-alvo tem sido descrita para muitos genomas de plantas (RAMAN; READ, 1999; CHEN et
al., 2000; FALEIRO et al., 2001; MOREIRA et al., 2001, ERNST; CLAYTON; REN, 2001).

e) Retrocruzamento assistido por marcadores moleculares - a introgressdo de genes via
retrocruzamento assistido por marcadores moleculares ¢ uma forma eficiente para incorporar um
alelo desejado, em uma populagdo comercial ou elite. Marcadores sdo usados para identificar e
garantir a presenca do alelo introgredido e para monitorar o genoma remanescente do doador,
pois geralmente este esta associado a caracteristicas indesejaveis, excluindo o alelo em particular
(HOSPITAL; CHEVALET; MULSANT, 1992; VISSCHER; HALEY; TOMPSON, 1996). Apods
algumas geracdes de retrocruzamentos, a populagdo retrocruzada ¢ autofecundada para obtengdo
de individuos homozigotos no alelo desejado.

Comparado ao retrocruzamento convencional, o uso de marcadores moleculares no
retrocruzamento assistido tem as seguintes vantagens: recuperagdo rapida do genoma recorrente
e selecdo mais eficiente de gendtipos, que apresentam eventos de recombina¢do mais proximos
ao genes-alvo (HOSPITAL; CHEVALET; MULSANT, 1992; VISSCHER; HALEY;
TOMPSON, 1996; BRONDANI, 2000; MILACH, 2001; JUNGHANS, 2003).

Objetivando medir a eficiéncia da SAM, FERNANDES; LASHERMES (2002), fizeram
simulagdes em computador, utilizando café arabica como modelo. Nesse trabalho, a SAM foi
utilizada para escolha de 2% dos genotipos mais semelhantes, geneticamente, ao genitor
recorrente, para integrar o proximo ciclo de retrocruzamentos. Segundo os autores, com dois
retrocruzamentos assistidos, foi possivel recuperar a mesma propor¢dao do genoma do genitor

recorrente, que seria alcangada na quinta geragdo de retrocruzamento.
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Pesquisas comprovam que o numero de geragdes, que podem ser reduzidas, dependera
do tamanho do genoma da espécie estudada, do nimero de marcadores moleculares utilizados na
analise, do numero de plantas retrocruzadas, genotipadas e selecionadas, do tamanho da progénie
e da propor¢do do genoma recorrente a ser recuperado (BRONDANI, 2000; FALEIRO et al,
2001).

Muitos exemplos da transferéncia de caracteristicas indesejaveis ligadas ao gene-alvo
durante a execugdo de programas de sele¢do sdo conhecidos. Em café ardbica, mesmo apos seis
geragdes de retrocruzamentos, ¢ esperado persistir uma regido de 32cM flanqueando o gene-
alvo. Nos genomas de muitas plantas 32cM é DNA suficiente para conter centenas de genes.
Marcadores de DNA poderiam ser utilizados para eliminar ou, pelo menos, reduzir a
transferéncia de caracteristicas indesejaveis. Essas caracteristicas poderiam ser identificadas nos
recombinantes raros, os quais sao usualmente, selecionados apenas por acaso no melhoramento
classico (FERNANDES; LASHERMES, 2002). OLIVEIRA et al. (2003b) utilizaram 134
marcadores RAPD para estudar uma populagdo de 5 plantas RC;, oriundas do cruzamento entre
uma linhagem do Hibrido de Timor e o cultivar Catuai amarelo como recorrente. Segundo os
autores, 15 plantas apresentaram acima de 81% do genoma do Catuai, dentre as quais duas
exibiram 92% do genoma recorrente recuperado com, apenas, um retrocruzamento.

f) Selegdo assistida para caracteristicas quantitativas - as caracteristicas agronomicas de
maior importancia sdo reguladas por muitos genes de pequeno efeito e influenciadas pelas
condigdes ambientais, sendo de dificil manipulagdo e compreensdao. Esses locos sao
denominados locos controladores de caracteristicas quantitativas (“Quantitative Trait Loci -
QTLs”) (GELDERMANN, 1975). Em comparacdo com as caracteristicas de heranga simples,
controladas por um ou poucos genes, o melhoramento de caracteristicas poligénicas por meio da
selegdo assistida por marcadores ¢ questionavel, devido a dificuldade de selecionar,
concomitantemente, varios QTLs, cada um responsavel por parte da variagdao fenotipica além do
fato que a expressao de QTLs ¢é especifica para a populagdo e o ambiente em analise.

Existem varios estudos de simulagdo sobre a eficiéncia esperada de SAM, em plantas
(LANDE; TOMPSON, 1990; GILMELFARB; LANDE, 1994; FERREIRA, 1995; XIE; XU,
1998b). No entanto, em relacdo a sele¢ao assistida por marcadores que envolvem caracteristicas
quantitativas, pouco tem sido feito em termos de aplicacdo pratica (YOUNG, 1999). STUBER

(2000) relata que a principal causa do baixo impacto da SAM esta nas limitagdes estatisticas, que
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nao permitem localizar os poligenes com a precisdo necessaria a um programa de melhoramento.
LIU (1998) destaca as seguintes limitagdes de ordem estatistica: os QTLs sdo poligenes
hipotéticos baseados em inferéncias estatisticas, enquanto os efeitos genéticos usados para
maped-los podem ter pouco significado bioldgico; os modelos genéticos nos quais o
mapeamento de poligenes baseiam-se ndo sdo precisos; a variabilidade genética na unidade
estatisticamente experimental ndo ¢ adequada; e as metodologias de andlise estatistica ndo sdo
suficientemente poderosas e adequadas para as analises, que envolvam um alto nivel de
interacdes epistaticas.

Para que a SAM seja efetiva, sdo necessarias estimativas confidveis da posi¢ao e do efeito
do QTL. Maior poder, precisao e acuracia s6 podem ser obtidos, por meio da anélise de grandes
populacdes, usando um conjunto de marcadores com boa cobertura do genoma e valores
fenotipicos obtidos de experimentos em diferentes ambientes (FERREIRA; GRATTAPAGLIA,
1998; PATERSON, 1998; MILACH, 2001).

Alguns trabalhos mostraram que os marcadores moleculares apresentam-se como
ferramentas uteis, para monitorar etapas de selecdo de caracteristicas quantitativas
(ARENDONK; TIER; KINGHORN, 1994; STROMBERG; DUDLEY; RUFENER, 1994;
EATHINGTON; DUDLEU; RUFENER, 1997; SCHNEIDER; BROTHERS; KELLY, 1997;
SQUILASSI; GRATTAPAGLIA, 1997; XIE e XU, 1998a; BRONDANI, 2000).

A dificuldade em manipular caracteristicas quantitativas estd relacionada a sua
complexidade, principalmente o nimero de genes envolvidos em sua expressdo e as interagdes
entre eles (epistasia) (FALCONER, 1987). Como muitos genes estdo envolvidos na expressao de
caracteristicas poligé€nicas, geralmente apresentam pequenos efeitos individuais no fenétipo. Isto
implica que muitas regides devem ser manipuladas, ao mesmo tempo, no sentido de obter um
impacto significativo, e que o efeito de regides individuais ndo ¢ facilmente identificado. Por
esta razao, sao necessarios experimentos com repeticdo, a fim de caracterizar com acuracia os
efeitos de QTLs, bem como avaliar sua estabilidade em diferentes ambientes. Embora efeitos
significativos de QTLs possam ser detectados em diferentes ambientes, a avaliagdo da interagao
QTL x ambiente continua sendo, a maior limitagdo da SAM (JUNGHANS, 2003).

Uma questao importante, que merece aten¢do, ¢ como aumentar a eficiéncia da SAM de
caracteristicas quantitativas por meio da melhor caracterizagdo de genes-alvo. Felizmente,

experimentos de campo e metodologia estatisticas para mapeamento de QTLs tém sido,
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progressivamente, desenvolvidos na ultima década. Métodos matematicos, como o mapeamento
por intervalo composto, podem integrar dados de experimentos, oriundos de diferentes
ambientes, em uma andalise conjunta para avaliar a interagdo QTL x ambiente e identificar os
QTLs estaveis em diferentes ambientes.

Nao resta duvida sobre a importancia do uso dos marcadores moleculares no
melhoramento do cafeeiro. O grande desafio serd tornar estas técnicas mais eficientes,
automatizando etapas com a possibilidade de analisar um maior nimero de dados com rapidez e
reduc¢do de custos. A combina¢ao dos métodos de melhoramento, das metodologias estatisticas e
das técnicas moleculares traz novas perspectivas para o conhecimento genético e para a

aceleracdo dos programas de melhoramento genético do cafeeiro.

2.2. Mapeamento genético

O marco inicial do mapeamento genético foi o fendmeno da ligacdo genética, explicada
por Morgan, em 1910. O mapeamento genético ¢ baseado na hipodtese de que a co-transmissao de
dois marcadores reflete a proximidade entre eles, possibilitando o ordenamento linear dos genes
ao longo dos grupos de ligacio e a determinacdo da distancia entre os genes ligados
(FERREIRA; GRATTAPAGLIA, 1998; LANZA, GUIMARAES; SCHUSTER, 2000).

A distancia genética entre os locos ¢ medida em termos de freqiiéncia de recombinacgao,
que ¢ a probabilidade de ocorréncia de permuta genética entre dois marcadores. A distancia de
mapeamento, expressa em cM (centiMorgan), ¢ calculada com base na freqliéncia de
recombinacao por meio de fungdes de mapeamento que corrigem as distor¢gdes entre a conversao
das unidades. A fun¢ao de Haldane ¢ a mais simples e admite que as permutas genéticas ocorrem
ao acaso ¢ sdo independentes. J4 a funcdo de Kosambi considera a interferéncia parcial nos
célculos da distancia em centiMorgans. A interferéncia ¢ o fato de que uma permuta genética
afeta a ocorréncia de outras em regides adjacentes proximas a ela, considerando, desta forma, a
ocorréncia de crossing-overs duplos. A precisao na medida da distdncia genética ¢ diretamente
proporcional ao tamanho da populacdo e ao numero de marcadores analisados (SCHUSTER;
CRUZ, 2004).

A freqiiéncia de recombinagdo ¢ bastante varidvel entre diferentes regides

cromossdmicas, entre tipos de cromossomos € entre as espécies. Assim, a distdncia genética ndo
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apresenta correlacdo constante com a distancia fisica, definida em termos de pares de base. A
ordem dos locos determinada nos grupos de ligacdo, entretanto, corresponde a mesma
encontrada nos cromossomos. Sendo que regides contendo DNA repetitivo sdo uma das
principais causas da grande diferenca no tamanho fisico do genoma das plantas superiores
(FERREIRA; GRATTAPAGLIA, 1998; LANZA, GUIMARAES; SHUSTER, 2000).

Um importante conceito para o mapeamento genético ¢ o significado de polimorfismo. O
termo polimorfismo refere-se a presenca de mais de uma forma alélica, seja ela detectada
fenotipicamente, por meio de um marcador morfologico, ou genotipicamente por meio de
marcadores moleculares. Para que marcadores moleculares possam ser mapeados em um grupo
de ligacdo, € necessario que as populagdes apresentem polimorfismo. As formas de deteccdo do
polimorfismo molecular variam, conforme o tipo de marcador utilizado (FERREIRA;
GRATTAPAGLIA, 1998).

O mapeamento genético possibilita o estudo de qualquer processo morfoldgico,
fisiologico ou de desenvolvimento, desde que haja variacdo na constitui¢do genética de uma
populagdo, com um minimo de informagdo prévia (PATERSON, 1996). No contexto do
melhoramento de plantas, os mapas genéticos possibilitam a decomposi¢do de caracteristicas
genéticas complexas em seus componentes mendelianos simples, uma vez que podem ser
identificadas e mapeadas as regides gendmicas que controlam estas caracteristicas. O efeito de
cada uma dessas regioes pode ser quantificado, podendo ser acumulada toda a informagao para
os programas de melhoramento. O mapeamento genético ¢ uma importante ferramenta para
clonagem de genes, principalmente quando o produto génico ndo ¢ conhecido (FERREIRA;
GRATTAPAGLIA, 1998; LANZA; GUIMARAES, SCHUSTER, 2000).

Vérios marcadores moleculares foram empregados no mapeamento de algumas espécies
econdmicas importantes, dentre os quais destacam-se: o RFLP, que foi usado no mapeamento de
diversas espécies, como o milho (BURR et al., 1988; HELENTJARIS; WEBER; WRIGHT,
1988), soja (KEIM; SHOEMAKER; PALMER, 1989), cana-de-agticar (SILVA et al., 1994;
GUIMARAES, 1999), ervilha (ELLIS et al., 1992), algodio (REINISCH et al. 1994), cacau
(LANAUD et al., 1995; QUEIROZ, 2000), trigo (DEVOS; MILLAN; GALE, 1993), arroz
(TANKSLEY 1994a), feijao (VALEJOS; SAKIYAMA; CHASE, 1992; NODARI et al., 1993;
VILARINHO, 2004) e tomate (BERNATZKY; TANKSLEY, 1986; TANKSLEY, 1994b). Os

marcadores microssatélites foram usados para mapeamento de milho (KANTETY et al., 1995),
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arroz (BRONDANI, 2000), soja (SOARES, 2000; MIRANDA, 2002; CERVIGNI, 2003) e feijao
(CORREA, 1999). Os marcadores AFLP tém sido muito utilizados para o mapeamento de soja
(KEIM et al., 1997). Os marcadores RAPD foram usados para o mapeamento de feijao
(CORREA, 1999; FALEIRO, 2000; MELO 2001; VILARINHO, 2004), soja (SOARES, 2000),
citrus (SIVIERO et al.,, 2002; SIVIERO; CRISTOFANI; MACHADO, 2003), eucalipto
(ROCHA, 2004), enquanto os marcadores SCAR foram usados para mapeamento de feijao

(CORREA, 1999; VILARINHO, 2004).

2.2.1. Construcdo de mapas de ligagcao

Os primeiros mapas genéticos de espécies cultivadas (MACARTHUR, 1934; EMERSON
et al., 1935) foram construidos antes, mesmo, do material genético ser atribuido ao DNA, sendo
utilizadas caracteristicas de heranca simples. Segundo OLIVEIRA (1998), a limitacdo
encontrada pelos geneticistas pioneiros em mapeamento foi o nimero restrito de marcadores
morfologicos.

A constru¢do de uma mapa de ligacao envolve desde a aplicagdo de biologia molecular
até os conceitos originais de heranga genética, demonstrados por Mendel. O procedimento para
se construir um mapa de ligagao consta em primeiro lugar em cruzar genitores, fenotipicamente
contrastantes a0 maximo. A analise para a obtengdo dos marcadores pode ser realizada utilizando
populagdes F», de retrocruzamentos, linhagens endogamicas, e outras. A populagdo F, pode ser
obtida em, apenas, duas geragdes e contém as trés combinagdes possiveis de dois alelos para um
referido loco (AA, Aa, e aa), possibilitando, assim a estimativa do mecanismo de acdo génica e
das interacdes com outros locos. A populagdo de retrocruzamento ¢ considerada pouco
informativa, pois, segrega apenas para os alelos do genitor doador. As linhagens endogamicas
recombinantes (Recombinants Inbreed lines - RILs) constituem uma populacdo permanente,
visto que cada individuo € resultante de autofecundacdes sucessivas de uma planta F,. Nestas
populagoes, os individuos apresentam elevado indice de homozigose. A auséncia de heterozigose
¢, em parte, compensada pelos ciclos sucessivos de autofecundacdo, aumentando a oportunidade
de ocorréncia de recombinagdo, em comparagdo com as populagdes F,. Outra vantagem desta
populacao ¢ a possibilidade que os individuos sejam perpetuados e avaliados em experimentos,

em locais diferentes, o que possibilita a quantificacdo da interagdo genotipo x ambiente, além de
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permitir o intercambio de informacdes genéticas, geradas por diferentes grupos de pesquisa.
Entretanto, a limitacdo na obtencdo deste tipo de populagdo ¢ o longo tempo, pois, sdo
necessarias cerca de sete ou mais geracdes de autofecundacdo (BURR et al., 1988). Vale
ressaltar que a escolha da populagdo de mapeamento depende do habito reprodutivo da espécie e
do objetivo proposto no estudo.

Para a constru¢cdo do mapa pode ser utilizado tanto o RFLP quanto RAPD, ou qualquer
outro marcador e mesmo empregar varios de forma integrada. O numero de marcadores
moleculares necessarios para construir um mapa de ligacdo varia, em fun¢do do tamanho do
genoma, do nimero de cromossomos e da freqiiéncia de recombinagdo genética. Um mapa pode
ser considerado saturado, quando o numero de grupos de ligacdo, obtidos pela analise dos
marcadores, for igual ao niimero de cromossomos gaméticos do organismo e quando todos os
marcadores genéticos mapeados estiverem ligados, indicando que todas as regides do genoma
estio representadas (FERREIRA; GRATTAPAGLIA, 1998; LANZA, GUIMARAES;
SCHUSTER, 2000).

A partir de uma mapa de ligagdo, ¢ possivel obter informag¢des importantes para o
melhoramento genético de uma espécie. Essas informagdes variam desde a associagdo de
marcadores moleculares com caracteristicas quantitativas e sua localiza¢dao nos grupos de ligagao
até a identificacdo de regides genOmicas, associadas a caracteristicas quantitativas (FERREIRA;
GRATTAPAGLIA, 1998). Embora nao seja o Unico método para o estudo de associagdes de
caracteristicas quantitativas com marcadores moleculares (TANKSLEY, MEDINA-FILHO;
RICK, 1982; EDWARDS; STUBER; WENDEL, 1987; OSBORN; ALEXANDER; WILLIAMS,
1987), o desenvolvimento de um mapa genético oferece condigdes para avaliacdo dos
marcadores distribuidos por todo o genoma da espécie em estudo, maximizando a probabilidade
de se encontrar associagdes significativas. Uma vez encontradas essas associacdes, 0S
marcadores podem ser utilizados na sele¢do indireta de caracteristicas de interesse agronomico.

A selecdo indireta, usando marcadores moleculares, baseia-se no principio que se um
gene (ou grupos de genes) encontra-se ligado a um marcador genético de facil identificacdo,
entdo este marcador pode ser usado para selecionar a caracteristica de interesse em um programa
de melhoramento (FERREIRA; GRATTAPAGLIA, 1998). Segundo HAYWARD et al. (1994),

o método mais eficaz para etse tipo de associagdo envolve a obtengdo de mapas genéticos
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detalhados, nos quais sdo localizadas as regides contendo locos para caracteristicas quantitativas
(QTL).

A constru¢do de um mapa gera, ainda, um grande nimero de informacdes sobre a
estrutura e organizacdo do genoma da espécie estudada, tais como padrdes de distor¢ao de
segregacdao mendeliana de segmentos cromossomicos ou a presenga de inversoes, translocagdes e
duplicagdes de segmentos de DNA (TANKSLEY; MEDINA-FILHO; RICK, 1982).

No contexto de mapeamento de caracteristicas quantitativas, os genitores sdo
selecionados conforme os respectivos fendtipos contrastantes para as caracteristicas de interesse.
Os marcadores, que sdo capazes de detectar alelos diferentes entre as linhagens genitoras, sao
avaliados pelo teste qui-quadrado, enquanto aqueles que apresentam segregacdo mendeliana sdo
submetidos a andlises da populagdo segregante. Esses marcadores sdo agrupados pela analise de
dois pontos e, posteriormente, ordenados em cada grupo de ligagdo pela analise de trés pontos
por meio de varios algoritmos, para a construcdo de mapas genéticos como o MapMAKER
(LANDER et al., 1987), GMENDEL (LIU; KNAPP, 1992), JoinMAP (STAM, 1993) e
GQMOL (http\\www.ufv.br\dbg\ggmol\ggmol.htm).

Em caf¢ arabica, a constru¢do de mapas de ligacdo tem sido, particularmente, dificil devido
ao baixo nivel de polimorfismos (PAILLARD; DUCHATEAU; PETIARD, 1993; OROZCO-
CASTILLO et al., 1994; LASHERMES et al., 1996, 1999) e complicagdes advindas da poliploidia

(PAILLARD; LASHERMES; PETIARD, 1996). Tais complicagdes incluem o grande niimero de

grupos de ligacdo, a detec¢ao de locos multiplos por uma tinica sonda, e co-migracao de fragmentos

de diferentes locos, que podem impedir a interpretagdo de relagdes alélicas e analises genéticas

(O’DONOUGHUE et al., 1995). O Quadro 1 apresenta um resumo das informagdes e as principais

publicac¢des de mapas genéticos para o género Coffea.
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Quadro 1 — Principais trabalhos publicados de mapeamento genético para espécies do género
Coffea, destacando a populagdo avaliada, técnica utilizada, nimero de individuos e
numero de marcadores avaliados.

Autores Referéncia Espécie estudada  Populagdo Técnica utilizada N de N de Z
avaliada individuos Marcadores
PAILLARD; Theor. Appl. Coffea canephora RC, RAPD e RFLP 85 DHY 100 RAPD
LASHERMES ; Genet, v. 93, n. 1-2,  Pierre et Froenher 47 RFLP
PETIARD. p. 41-47, 1996.
LASHERMES et al. Genome, v. 44, p. C. canephora RC, AFLP, RAPD e RFLP 92 DHY 97 AFLP
589-596, 2001. 11 RAPD
18 SSR
36 RFLP
KY et al. Theor. Appl. Coffea RC, AFLP ¢ RFLP 62 167 AFLP
Genet, v. 101, n.4, pseudozanguebariae 13 RFLP
p. 669-676, 2000. C. liberica var.
dewevrei
CABRAL, T.A.T. Tese (Doutorado) -  Coffea arabica L. RC, RAPD 104 87 RAPD
Universidade
Federal de Vicgosa,
2001
OLIVEIRA et al. Anais... Porto C. arabica RC, RAPD 59 117 RAPD
Seguro-Ba, 2003a.
PEARL et al. Theor. Appl. C. arabica Pseudo-F, AFLP 60 368 AFLP

Genet., v. 108, p.
829-835, 2004

1 DH: duplo hapléides;
2. AFLP: Amplified Fragment Length Polymorphism; RAPD: Random Amplified Polymorhic DNA; RFLP: Restriction Fragment Length
Polymorphism; SSR: Simple Sequence Repeats.

2.3. Deteccao de QTLs

A heranga de muitas caracteristicas de interesse agrondmico ¢ conseqiiéncia da acao
conjunta de varios genes. A dificuldade em manipular essas caracteristicas esta relacionada a sua
complexidade, principalmente o niimero de genes envolvidos em sua expressdo e as interagdes
entre os locos (epistasia). Marcadores em nivel de DNA tém permitido identificar QTLs, estimar
seus efeitos genéticos e mapear sua posicao, mediante o uso de mapas genéticos, para a maioria
das culturas de importancia econdmica.

Utilizando a informagao indireta dos marcadores, € possivel, portanto, construir um mapa
de QTL. Entende-se por mapeamento de QTL ndo apenas sua localiza¢do fisica no genoma,

mediante alguma escala apropriada, mas também a quantificacdo e a caracterizacdo de seus
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efeitos, como interagdes alélicas (grau de dominancia) de cada um, e mesmo interagdes
espistaticas ou pleiotropicas. Estudos mais detalhados possibilitam ainda a deteccdo e a
decomposicao da interagdo gendtipos x ambientes em nivel de cada QTL.

O mapeamento de QTL pode ser também Uutil no melhoramento genético. Embora a
selecdo assistida por marcadores (SAM) seja possivel sem o mapeamento de QTL, este pode ser
util no direcionamento de cruzamentos especificos, maximizando tanto o numero de QTL com
alelos favoraveis, como o valor genotipico global, incluindo ai os efeitos espistaticos
(FERREIRA; GRATTAPAGLIA, 1998).

A identificagdo de QTLs por meio de marcadores moleculares ¢ simples. Do cruzamento
entre dois genitores, que contrastem para a maioria das caracteristicas de interesse, obtém-se uma
populacdo segregante (F,, retrocruzamento, RIL, e outras). Um niimero de progénies de, pelo
menos, 100 individuos (OLIVEIRA, 1998) ¢ avaliado quanto as caracteristicas de interesse e o
fen6tipo do marcador molecular ¢ obtido a intervalos regulares (5 — 20 cM), ao longo do
genoma. A procura de QTLs realiza-se, mediante associagdes entre os marcadores segregantes e
os valores fenotipicos das caracteristicas. Se tal associacdo ¢ identificada, significa que existe
uma ligacao fatorial entre o marcador e o QTL afetando a caracteristica em estudo (FERREIRA;
GRATTAPAGLIA, 1998; LANZA; GUIMARAES; SCHUSTER, 2000).

O estudo de QTLs associado ao uso de mapas genéticos, obtidos por marcadores
moleculares, permite identificar, mapear e quantificar o efeito dos QTLs. A eficiéncia na
detecgdo de QTLs depende do nimero de QTLs, magnitude de seu efeito, herdabilidade da
caracteristica, interagdes entre os genes, tipo e tamanho da populacdo segregante, tamanho do
genoma, freqiiéncia de recombinagdo entre o QTL e o marcador e saturagdo do mapa
(TANKSLEY, 1993; YOUNG, 1996). Quanto mais afastados estiverem o marcador ¢ o QTL,
menor serd a probabilidade de serem transmitidos, conjuntamente, ao mesmo individuo.
Conseqiientemente, a analise baseada em marcadores poderia ndo detectar uma associagdo
estatisticamente significativa entre o marcador e o QTL, ou seus efeitos genéticos poderiam ser
subestimados.

O mapeamento de QTLs ¢ baseado em testes de associacdo entre marcadores moleculares
e caracteristicas fenotipicas. Os procedimentos mais simples para detec¢do de tais associagdes
sdo: analise de variancia, estimativas de maxima verossimilhanga, regressdao linear simples e

nao-linear multipla (FERREIRA, 1995; FERREIRA; GRATTAPAGLIA, 1998; LANZA;
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GUIMARAES; SCHUSTER, 2000). Tais procedimentos possibilitam analisar a diferenca
existente entre os valores fenotipicos para cada marcador, separadamente (EDWARDS;
STUBER; WENDEL, 1987). Essas metodologias sdo de execucao simples, bastante flexiveis e
nao requerem a construgao de mapas genéticos, sendo utilizadas apenas para detectar associagdes
entre marcadores ¢ QTLs. As limitagoes dessas analises consistem em nao localizar o QTL e
calcular uma estimativa viesada da magnitude do seu efeito (FERREIRA, 1995; FERREIRA;
GRATTAPAGLIA, 1998; LANZA; GUIMARAES; SHUSTER, 2000).

Quando se dispde de um nuimero suficientemente grande de marcadores, ordenados em
grupos de ligagdo, o mapeamento de QTLs, assim como a estimativa de seus efeitos, pode ser
realizado, utilizando-se o método de mapeamento por intervalo simples, proposto por LANDER;
BOTSTEIN (1989). Esta metodologia baseia-se nas informacdes da segregagdo de pares de
marcadores adjacentes como unidades de analise, utilizando o método da maxima
verossimilhanga para estimar a freqiiéncia de recombinacdo e a magnitude do efeito do QTL no
intervalo entre dois marcadores ligados no mapa genético (LYNCH; WALSH, 1998). O
mapeamento por intervalo simples apresenta baixa resolugdo, quando dois QTLs estdo proximos
no mesmo cromossomo, ndo sendo possivel estimar corretamente a posicdo e a magnitude de
seus efeitos. Para solucionar a baixa resolu¢do do mapeamento por intervalo simples, novas
metologias foram propostas. O método de mapeamento por intervalo composto (ZENG, 1993,
1994; JANSEN; STAM, 1994) ¢ assim denominado por que combina o método por intervalo
original e a regressao multipla e 0 mapeamento por intervalos multiplos (JANSEN, 1993; KAO;
ZENG; TEASDALE, 1999). Este método, que incorpora parametros de epistasia ao modelo, ¢
multiplo, pois, busca simultaneamente estimativas de nimero, posigodes, efeitos e interagdes entre

diferentes QTLs.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Material genético

Foi utilizada a populacao segregante 3, RC; de café ardbica com 86 plantas, proveniente
do cruzamento [(“Mundo Novo IAC 464-18 x Hibrido de Timor UFV 440-22”) x “Hibrido de
Timor UFV 440-22”]. O cultivar “Mundo Novo IAC 464-18” (FAZUOLI et al., 2002)
corresponde a uma recombinagdo resultante de um cruzamento natural entre as variedades
Sumatra e Bourbon Vermelho de café arabica. O “Hibrido de Timor UFV 440-22” (PEREIRA et
al., 2002) originou-se de uma introducao, registrada como UFV 440. Essa introducao originou-se
de uma progénie de cafeeiros, selecionados na Estacdo Regional de Uige (ERU) pertencente ao
Instituto de café de Angola, com o registro ERU 209, a qual ¢ proveniente da introdu¢ao CIFC
2570.

3.1.1. Avaliacdes fenotipicas

Avaliaram-se as seguintes caracteristicas agronomicas na populagdo segregante 3, RC;:

altura da planta, didametro da copa, vigor vegetativo, posi¢ao da ramificagdo primaria, numero de

ramos laterais, nimero de n6s no ramo principal, nimero de nos nos ramos laterais, altura do
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primeiro ramo e didmetro do caule. A descri¢ao detalhada dessas caracteristicas encontra-se no

item 3.1. (Capitulo 1).

3.1.2. Extracao de DNA

Folhas jovens das 86 plantas da populacdo segregante 3, RC; foram trituradas na
presenga de nitrogénio liquido. O po resultante foi transferido para tubos eppendorf contendo
tampao de extracdo (sorbitol 0,35M, Tris-HCI1 0,1 M pH 8.0, EDTA Na, 0,005 M), tampao de
lise nuclear (Tris-Hcl 0,2 M pH 8.0, EDTA Na, 0,05 M, NaCl 2M, CTAB 2%), bissulfito de
sodio 0,02, sarcosil 0,8% (w/v) e carvao ativo 1% (w/v). Os tubos foram incubados em banho-
maria a 65 °C, por uma hora, com agitagdo de 15 em 15 minutos. Os tubos foram retirados do
banho-maria e deixados em repouso até atingirem a temperatura ambiente. Igual volume de
cloroformio: alcool isoamilico (24:1) foi acrescentado. Os tubos foram, suavemente, invertidos
durante 10 minutos e centrifugados por cinco minutos a 10.000 rpm. A fase superior
(sobrenadante) foi transferida para tubos novos e 0 DNA foi precipitado com a adigdo de igual
volume de isopropanol gelado (-20 °C). Nesta fase, os tubos foram, suavemente, invertidos
varias vezes até precipitar o DNA. Apos a precipitagdo do DNA, os tubos foram centrifugados
durante cinco minutos a 10.000 rpm. O sobrenadante foi descartado e o precipitado (DNA) foi
lavado com etanol 70%. Ap6s o descarte do etanol, o DNA foi seco ao ar e ressuspenso em TE
(Tris-Hel 10 mM, pH 8.0; EDTA 1 mM) e incubado a 37 OC, por 30 minutos, com RNAse A, a
uma concentrag¢ao final de 60pg/ml.

A concentracdo do DNA foi determinada, a partir de DNA padrdao com os fragmentos ja

conhecidos.

3.1.3. Amplificacdo do DNA e anédlise eletroforética dos produtos

As reagdes de amplificacdo foram feitas em um volume total de 25 pl, contendo Tris-HCI
10 mM (pH 8.3), KCI 50 mM, MgCl, 2 mM, 0,1 mM de cada dos desoxirribonucleotideos
(dATP, dTTP, dGTP e dCTP), primer (Operon Technologies, Alameda, CA, EUA), 0,2 uM,
uma unidade da enzima Taq polimerase e 25 ng de DNA gendémico. O volume final foi

completado com agua ultrapura. Os ciclos de amplificagdo foram realizados em termociclador
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(Gene Amp PCR System 9600, Perkin-Elmer), programado para um ciclo de desnaturacao (95
°C por 1 minuto), 39 ciclos para amplificagdo (15 seg a 94°C, 30 seg a 35°C, 60 seg a 72°C) e,
finalmente, 7 min a 72°C. Os fragmentos amplificados foram separados por eletroforese em gel
de agarose 1,2% em TBE 1X (Tris-borato 90 mM e EDTA 2 mM) por, aproximadamente, quatro
horas a 80 volts. Terminada a eletroforese, o gel foi corado com brometo de etidio 0,2 pg/ml,
durante 30 minutos e colocado para descorar durante uma hora. Terminada a coloragdo e
descoloragdo, o gel foi fotografado, utilizando-se o sistema Eagle Eye II (Stratagene, La Jolla,

CA). Os fragmentos RAPDs foram registrados como presenga ou auséncia de bandas.

3.1.4. Construcéo do mapa de ligagdo

Os polimorfismos RAPD gerados foram classificados, de acordo com o genitor de
origem. Os marcadores originados do genitor “Mundo Novo IAC 464-18” foram codificados
com o numero 1 e aqueles provenientes do genitor “Hibrido de Timor UFV 440-22” foram
codificados com o numero 0. Os fragmentos presentes no “Mundo Novo IAC 464-18” e no F; (H
464-2), que segregaram na populagdo segregante 3 (RC,) foram analisados pelo teste de qui-
quadrado (y?) para taxas de segregacdes 1:1 e 2:1. A proporc¢do 1:1 é esperada para o caso de
heranca dissomica e tetrassomica, em que a planta F; tem apenas um alelo dominante (Aa e
Aaaa), enquanto a proporcao 2:1 representa uma distor¢ao da segregacdo 1:1. Para a construgdo
do mapa de ligacdo, foram consideradas apenas os marcadores com segregacao 1:1, que ¢ a
propor¢ao esperada para heranga dissomica em populacdo de retrocruzamento 1 (RC;). A
Andlise de dois pontos foi usada, para identificar os grupos de ligagdo com valores de
recombinacdo maximo de 0,4 e LOD escore minimo de 3,0. O limite convencional para este
critério ¢ defenido como LOD > 3,0, que corresponde a propor¢ao 1.000:1 a favor da ligacao
(LEWIN, 1994). A fungao de Kosambi (KOSAMBI, 1944) foi usada para conversao das taxas de
recombinacdo em distancia de mapa em cM (centiMorgan).

A defini¢ao dos parametros LOD escore minimo (logaritmo na base 10 da razio entre a
probabilibildade que os marcadores estejam ligados e a probabilidade que eles ndo estejam
ligados) de 3,0 e r (maxima freqiiéncia de recombinacdo entre o QTL e o marcador) de 0,40
para o agrupamento dos marcadores foi a mesma adotada por CABRAL (2001). Para

determinagdo da ordem mais provavel dos marcadores, em cada grupo de ligagdo, utilizou-se o
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método (SARF). Este método, baseia-se na escolha da melhor ordem pela menor soma das
recombinagdes adjacentes.

Todos os marcadores com segregacdo mendeliana 1:1 foram avaliados, a fim de para
determinar associagdes com as nove caracteristicas agronomicas pela metodologia de marca
simples (P < 0,05 e P < 0,01), com a finalidade de detectar os possiveis QTLs candidatos.
Analises de regressao linear simples foram realizadas, objetivando comprovar os resultados das
analises de varidncia e, adicionalmente, determinar o R* que, neste caso, ¢ interpretado como a
propor¢dao da variacdo fenotipica explicada pelo marcador. Este procedimento possibilita a
avaliacdo de todos os marcadores, em relagdo as caracteristicas fenotipicas, inclusive aqueles que
nao se agruparam no mapa de ligacdo. A precisdo desta metodologia ¢ baixa, pois, ndo permite a
deteccao da posi¢ao do QTL nem a estimacgao dos efeitos génicos do QTL.

As informagdes do mapa de ligagdo foram utilizadas para mapear os QTLs, ao longo
dos grupos de ligagdo, por meio do mapeamento por intervalo simples (LANDER; BOTSTEIN,
1989) e mapeamento por intervalo composto (ZENG, 1993, 1994; JANSEN; STAM, 1994).

3.1.4.1. Denominacao dos marcadores no mapa de ligacéo

Os marcadores RAPD foram identificados com as letras do primer da série Operon.

3.1.5. Teste de normalidade

As nove caracteristicas agrondmicas foram avaliadas quanto a sua normalidade, pelo teste
de Lilliefors. Conforme este teste, a hipdtese H, corresponde a testar se € razoavel considerar que
os dados seguem distribuicdo normal. As estimativas de simetria e curtose foram, também,
consideradas a fim de facilitar as comparacdes entre as distribuicdes observadas. Os testes de
simetria e curtose possibilitam estimar alteracdes dos pardmetros proprios da distribuicdo
normal, que se caracteriza por apresentar-se simétrica (grau de simetria nulo) e mesocurtica

(valor de curtose igual a 3). Tais testes foram realizados, conforme SCHUSTER; CRUZ (2004).
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3.1.6. Identificagdo e mapeamento de QTLs

Primeiramente, foram realizados estudos de repetibilidade de todos os dados
fenotipicos das 86 plantas da populacao segregante 3, RC; (épocas 1 a 5) (Capitulo 1 — Quadros
5 e 7). O coeficiente de repetibilidade ¢ utilizado, em melhoramento genético, como limite
superior da herdabilidade em sentido amplo, em nivel de individuos, assim como critério para
avaliar a eficiéncia do processo seletivo (LUSH, 1964). A estimativa do coeficiente de
herdabilidade atende a duas finalidades basicas no melhoramento de plantas, a de demonstrar a
relativa facilidade com que diferentes caracteristicas sdo selecionadas em determinado esquema
de melhoramento e a de permitir que estimativas dos progressos esperados com a sele¢dao sejam
obtidos. Para FALCONER (1987), a herdabilidade de uma caracteristica ¢ uma das mais
importantes propriedades de uma populagdo, porque expressa a propor¢ao da variancia total que
¢ atribuida ao efeito médio dos genes, o que determina o grau de semelhanga entre aparentados.
A selecdo ¢é efetuada, fundamentalmente, nessa semelhanga. Embora as estimativas de
repetibilidade das nove caracteristicas avaliadas no presente estudo estejam confundindo-se com
o efeito ambiental, os valores obtidos estdo dentro do limite estabelecido para a cultura em
estudo (Quadro 1). Adicionalmente, associagdes entre essas nove caracteristicas foram obtidas, a

fim de verificar os efeitos pleiotropicos dos genes (Capitulo 2 — Quadro 4).

3.1.7. Determinagéo do ponto de corte para o mapeamento de QTLs

Devido ao grande nimero de permutagdes necessarias a obtencdo do valor do ponto de
corte, bem como o fato de haver diferentes épocas de avaliagdo no experimento, esta estratégia ¢
computacionalmente lenta. A significancia de um QTL ¢ atribuida pela razao de verossimilhanca
entre a probabilidade de existéncia do QTL e a probabilidade de que nenhum QTL exista em
determinada posigdo do mapa de ligagdo. A estatistica LR estd associada ao 3 com 1 grau de
liberdade para o caso de mapeamento em que se considera a populagdo de retrocruzamento. O
nivel critico foi estabelecido, conforme ZENG (1994). De acordo com esta metodologia, mesmo
um nivel de significancia ndo muito rigoroso para o mapa pode levar a um nivel de significancia
dréstico para cada intervalo, aumentando a chance de se cometer o erro tipo I. Por este motivo,

foi utilizado um nivel de significancia de 10% para o mapa.
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3.1.8. Mapeamento de QTLs utilizando a metodologia de marca simples

A associacdo entre marcadores individuais e a expressdo das nove caracteristicas
quantitativas foi testada, utilizando-se a metodologia de marca simples e considerando como
significativos os valores de P < 0,05 ¢ P < 0,01. Todas as analises moleculares foram realizadas,
utilizando-se o programa GQMOL, 2004.2.1 (http//www.ufv.br/dbg\gqmol\ggmol.htm) em

desenvolvimento na Universidade Federal de Vigosa - UFV.

3.1.9. Mapeamento de QTLs utilizando a metodologia de mapeamento por intervalo

simples

Para aumentar o poder de detec¢ao de QTLs e melhorar a precisdo das estimativas do
efeito e posi¢ao dos QTLs, aplicou-se o0 método de mapeamento por intervalo simples, proposto
por LANDER; BOTSTEIN (1989). O mapeamento por intervalo baseia-se em informagdes da
segregacao de pares de marcadores adjacentes, como unidades de analise. Portanto, apenas os
marcadores ligados foram avaliados. As analises foram realizadas, utilizando-se as freqiiéncias
de recombinacdo entre os marcadores, determinadas pelas analises de ligagdo, sendo avaliado
cada cM (centiMorgan) do genoma mapeado.

O teste estatistico utilizado, para verificagdo da existéncia de associacdo entre um
marcador ¢ um QTL, foi a razdo de verossimilhanga ou, mais especificamente, o dobro do
logaritmo natural da razdo entre a maxima verossimilhanca para o modelo completo € maxima
verossimilhanga para o modelo reduzido. Tal teste foi realizado, conforme SCHUSTER; CRUZ
(2004). A verossimilhanga obtida, assumindo-se a presenga de um QTL ligado a um marcador
unico, ou em um intervalo entre dois marcadores, ¢ comparada com a verossimilhanca
maximizada, em que ndo ha QTL segregando.

A razdo de verossimilhanga (LR), em que se assume QTL ligado na hipétese alternativa
e a auséncia de QTL na hipdtese nula, pode ser plotada para cada posi¢do, gerando uma curva
caracteristica de verossimilhang¢a (mapa de verossimilhanga). Para o retrocruzamento, apenas o
efeito conjunto de g (efeito conjunto de a e d) e a posicdo r, (freqliéncia de recombinacao entre
0 QTL e o marcador) sdo estimados e o nimero de graus de liberdade ¢ um (g ¢ estimado no

modelo completo, mas ndo no reduzido). O teste ¢ feito para cada valor de r, nos dois modelos,
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utilizando a estatistica de . Ndo h4 grau de liberdade para r,, pois, este nio ¢ fixado no modelo
reduzido (o teste € para auséncia de QTL e ndo para a independéncia).

A deteccdo da presenca e da posigdo do QTL ¢ feita, ao mesmo tempo. Quando o
maximo valor de LR ultrapassa o limite critico, indica a presenca do QTL, enquanto o pico da
curva indica a posi¢ao deste. Quando o maximo valor de LR ndo ultrapassa o limite critico, ¢

sinal de que ndo ha QTL no intervalo testado.

3.1.10. Mapeamento de QTLs utilizando a metodologia de mapeamento por intervalo composto

Os modelos lineares simples, como andlise de variancia e regressdo linear simples, ndo
necessitam das informacdes dos mapas de ligagdo, sendo a distribui¢dao dos valores fenotipicos
analisada para cada marcador separadamente. Por utilizarem apenas as diferencgas entre as
médias dos marcadores, ndo ¢ possivel estimar a magnitude do efeito génico do QTL nem sua
posicdo no genoma (LYNCH; WALSH, 1998). Desse modo, foi utilizado o método de
mapeamento por intervalo composto (ZENG, 1993, 1994; JANSEN; STAM, 1994), objetivando
aumentar o poder de detecgdo de QTLs e melhorar a precisdo das estimativas do efeito e da
posicao dos possiveis QTLs. Este método ¢ baseado na segregacao de marcadores adjacentes ao
QTL, utilizando-se marcadores em outros intervalos para isolar o efeito de outros possiveis
QTLs se estiverem ligados.

A metodologia de mapeamento por intervalo composto inclui, na analise, marcadores
adicionais além daqueles que compreendem o intervalo. Tais marcadores sdo denominados
cofatores. Os cofatores sdo marcadores associados a expressdo da caracteristica, permitindo a
redugdo da variancia residual provocada por outros QTLs fora do intervalo considerado,
podendo estar ou nao localizados no mesmo grupo de ligacdo do QTL. Esta redugdo na soma de
quadrados dos desvios promove aumento nos valores de LR, e conseqlientemente, maior poder
de deteccdo da analise por intervalo composto. Os cofatores sdo normalmente, definidos
conforme o nimero da progénie, saturagdo do mapa, e outros.

A inclusdo de cofatores ligados visa remover as influéncias dos possiveis QTLs
localizados fora do intervalo em estudo. Neste sentido, ¢ delimitado um espaco “janela” (area
de protegdo dentro da qual nenhum marcador é cofator) aquém e além de cada marca, para

evitar problemas de multicolinearidade, porém com possibilidade de reducdo no poder de
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deteccao do QTL pela reducdo dos valores de LR. No programa GQMOL 2004.2.1, optou-se
pela inclusdo de cofatores sem restricdo, ou seja, neste caso a “janela” foi abolida. A inclusao
de cofatores ndo ligados foi também avaliada com a finalidade de promover redu¢do na soma de
quadrados de desvio e aumentar os valores de LR, uma vez que, se estiverem associados a
outros QTLs, estes marcadores devem responder por parte da variagdo da caracteristica

quantitativa analisada.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Deteccdo de polimorfismos e selecdo dos oligonucleotideos

Um total de 1080 primers RAPD foi avaliado entre os genitores ¢ F;. Destes, 231
(21,39%) amplificaram bandas especificas presentes no “Mundo Novo [IAC 464-18” ¢ F; (H
464-2) e ausentes no “Hibrido de Timor UFV 440-22”. Em café robusta, PAILLARD;
LASHERMES; PETIARD (1996), trabalhando com duplos hapléides (DHs), encontraram taxa
de polimorfismo com marcadores RAPD igual a 29%.

Desses 231 primers, 181 (78,36%) foram selecionados por apresentarem padrdo
polimoérfico mais intenso e reprodutivel nos genitores e no individuo F; (H 464-2).

Dos 181 primers selecionados, 112 (61,88%) foram utilizados para amplificar o DNA das
86 plantas da populacdo segregante 3 (RC,). Desses 112 primers, 74 foram obtidos a partir do
trabalho desenvolvido por CABRAL (2001). Esses 74 primers deram origem a 87 marcadores
RAPD (1,18 fragmento polimoérfico por primer), dos quais 76 (87,36%) apresentaram segregagao
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1:1 (P < 0,01), sendo que, 11 (12,64%) destes apresentaram segregacao (2:1). Os 38 novos
primers selecionados, a partir deste estudo, deram origem a 50 marcadores RAPD (1,32
fragmentos polimorficos por primer), dos quais 48 (96%) apresentaram segregagdo 1:1 (P <

0,01), 2 segregagao 2:1 (4%) (Quadro 2).

Quadro 2 — Marcadores RAPD originados do genitor “Mundo Novo IAC 464-18” segregando na
propor¢ao mendeliana esperada (1:1) e o valor de qui-quadrado significativo a P <
0,01. O namero “1”, representa o alelo presente no “Mundo Novo IAC 464-18” e o
namero “0”, representa o alelo presente no “Hibrido de Timor UFV 440-22”. O
numero “9”, representa a classe dos genotipos que falharam na reagdao de
amplificacdo. Primer com mais de um produto polimérfico foi identificado com as
letrasa, b ec.

Primer 1 0 9 e Probabilidade (%) Primer = 1 0 9 7 Probabilidade (%)
OPAO1* 42 4 - 00470 82,9250™ OPFO05* 47 39 - 0,7440 38,8320™
OPMO06a* s1 35 - 29770 8,447 0™ OPG11* 42 40 4 0,0490 82,5200™
OPMO6b* 4343 - 0,0000 100,0000™ OPG13* 50 36 . 2,2790 13,1131™
OPM18* 41 41 40,0000 100,000 0™ OPG14* 41 45 - 0,1860 66,6228™
OPQO5a* 43 42 1 00120 91,3630™ OPJ17* 41 40 5 0,0120 91,1528™
OPQOSb* 3347 1 09530 32,8970™ OPN14* 35 45 6 1,2500 26,3552™
OPQO6* 39 47 - 07440 38,8320™ OPM17* 43 40 3 0,1080 74,1934™
OPRI6* 50 34 2 3,048 8,086.0™ OPPO1* 49 35 2 2,3330 12,6630"™
OPS07a* 320 46 8 25130 11,2920™ OPPOG* 32 40 14 0,889 34,5779™
OPSO7b* 40 37 9 0,117 73,2440™ OPPO8* 41 44 1 0,1060 74,4882
OPKO02* 3930 17 1,1740 27,8600™ OPP19* 40 43 3 0,1080 74,1934™
OPQI2* 38 48 - 1,1630 28,0888 ™ OPR17* 40 35 1 0,3330 56,3703 ™
OPBA06* 46 40 - 04190 51,7634™ OPS09* 52 32 2 4,7620 2,9096™
OPS10a* 49 37 - 1,6740 19,5670™ OPWO8a* 49 36 1 1,9880 15,8530"™
OPU09* 46 35 51,4940 22,1620™ OPWO8b* 40 45 1 0,2940 58,7590™
OPZ14* 45 40 10,2940 58,7600™ OPZ09* 39 46 1 0,5760 44,7700™
OPBBI0* 45 329 21950 13,8480 ™ OPW13a* 39 47 - 0,7440 38,8320™
OPBD02* 50 36 - 22790 13,1130™ OPW13b* 46 40 - 0,4190 51,7630™
OPBO2* 5135 - 29770 8,4470™ OPBG19* 51 35 . 2,9770 8,447 0™
OPB20* 42 42 20,0000 100,0000™ OPBHI16* 33 46 7 2,1390 14,3570"™
OPE19a* 43 38 5 03090 57,8520™ OPC02* 30 37 19 07310 39,2450™
OPE19b* 37 44 50,6050 43,6700™ OPO04* 48 37 1 1,4240 23,2823
OPGO6a* 42 43 1 00120 91,3630™ OPX09* 49 35 2 2,3330 12,6630 "™
OPGO6b* 39 46 1 05760 44,7700™ OPX10* 36 39 1 0,1200 72,9030™
OPGI5* 44 42 - 00470 82,9250™ OPZ08* 41 39 6 0,0500 82,3060™
OPJ11a* 41 4 10,1060 74,4880™ OPD13* 44 41 1 0,1060 74,4880™
OPJ11b* 47 38 1 09530 32,8970™ OPD14* 35 32 19 0,1340 71,3990™
OPO15* 3748 1 14240 23,2820™ OPI20* 42 4 2 0,0000 100,0000™
OPBDO05* 46 39 1 05760 44,7699 ™ OPK13b* 45 40 1 0,2940 58,7590™
OPTO6* 4 2 - 00470 82,9248™ OPO06a* 39 43 4 0,1950 65,8690™

I % = marcadores estabelecidos a partir do trabalho de CABRAL (2001);
** = marcadores RAPD estabelecidos a partir deste estudo.
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QUADRO 2 — Continuagao...

Primer 0 x’ Probabilidade (%)  Primer 1 0 9 e Probabilidade (%)
OPU14* 40 45 1 0,2940 58,7594 ™ OPO06b* 38 44 4 0,4390 50,7590 ™
OPVO08* 50 36 - 2,2790 13,1131™ OPP16* 40 46 - 0,4190 51,7634"™
OPV15* 40 45 1 0,2940 58,7594™ OPV17* 36 36 14 0,0000 100,0000 ™
OPWO1* 49 34 3 2,7110 9,967 0™ OPY02* 52 31 3 5,3130 2,1160™
OPBE12* 50 36 - 2,2790 13,1130™ OPYO03* 41 41 4 0,0000 100,0000 ™
OPY17a* 40 41 5 0,0120 91,1530™ OPBC18* 46 38 2 0,7620 38,2730"™
OPZ06* 39 44 3 0,3010 58,313™ OPBF18* 43 40 3 0,1080 74,1930™
OPBGO5* 33 39 14 0,5000 47,9500 ™ OPVO7* 36 47 3 1,4580 22,7276 ™

OPAF02%* 47 39 - 0,7440 38,8320™ OPAVO06c** 29 50 7 5,5820 1,8143"™

OPAF16** 44 42 - 0,0470 82,9250™ OPALI12%** 45 40 1 0,2940 58,7600 ™
OPAD19** 41 45 - 0,1860 66,6230™ OPAKOS5** 42 39 5 0,1110 73,8880 "™
OPAF10a** 43 41 2 0,0480 82,7260™ OPAHO09** 39 43 4 0,1950 65,8690 ™
OPAF10b** 47 38 1 0,9530 32,8972™ OPAN|2** 41 44 1 0,1060 74,4880 ™
OPAAl6a** 45 40 1 0,2940 58,7600 ™ OPATI13a** 51 34 1 3,4000 6,5200"™

OPAAI6b** 41 44 1 0,1060 74,4882"™ OPATI3b** 49 36 1 1,9880 15,853"™

OPABOla** 45 40 1 0,2940 58,7594 ™ OPAU10** 42 43 1 0,0120 91,3630"™
OPABO1b** 45 40 1 0,2940 58,7594™ OPAV(9a** 41 44 1 0,1060 74,4880™
OPAC15%* 39 46 1 0,5760 44,7700™ OPAV09b** 45 40 1 0,2940 58,7594 ™
OPAE09** 44 41 1 0,1060 74,4880™ OPAV17** 42 42 2 0,0000 100,0000 ™
OPAA10** 40 46 - 0,4190 51,7634™ OPAX20** 38 45 3 0,5900 44,2280"™
OPAV05** 46 40 - 0,4190 51,763 0™ OPAR18** 39 43 4 0,1950 65,8690 ™
OPAYO01** 40 42 4 0,0490 82,5200™ OPAQI19** 47 32 7 2,8480 9,14820™
OPAKO8a** 46 39 1 0,5760 44,7700™ OPAKO02** 37 48 1 1,4240 23,2823 "™
OPAKO8b** 50 35 1 2,6470 10,3740 ™ OPAL09** 42 41 3 0,0120 91,2596 ™
OPAKI la** 49 36 1 1,9880 15,8526™ OPAV(7a** 37 48 1 1,4240 23,2823 "™
OPAKI11b** 47 38 1 0,9530 32,8972"™ OPAV07b** 43 42 1 0,0120 91,3627"™
OPAGO8** 42 44 - 0,0470 82,9250™ OPAV(7c** 40 45 1 0,2940 58,7594 ™
OPAF15a** 49 37 - 1,6740 19,5668 ™ OPAN16** 43 42 1 0,0120 91,3630 ™
OPAF15b** 39 47 - 0,7440 38,8320™ OPAPO02** 39 46 1 0,5760 44,7699 ™
OPATO02** 35 47 4 1,7560 18,5110™ OPATI14%** 39 46 1 0,5760 44,7699 "™
OPAVO06a** 33 46 7 2,1390 14,3576™ OPAS06** 43 40 3 0,1080 74,1934 "™
OPAV06b** 39 40 7 0,0130 91,0420™ OPAF18%** 43 43 - 0,0000 100,0000 ™

I. % = marcadores estabelecidos a partir do trabalho de CABRAL (2001);
** = marcadores RAPD estabelecidos a partir deste estudo.

Em café arabica, PEARL et al. (2004) observaram que das 128 combinacdes de primers

AFLP, 172 produziram fragmentos polimorficos (1,34 fragmentos polimorficos por primer).

Usando-se enzimas de restricdo Eco RI e Mse I, a taxa de polimorfismo aumentou e uma média

de 2,1 marcadores polimorficos por primer (AFLP) foi obtida. Segundo os autores, um total de

464 marcadores polimorficos foram obtidos, a partir de 288 pares de primers. Destes, 188 (41%)

apresentaram segregacao 1:1, 160 (34%) segregacao 3:1 e 116 (25%) segregacao distorcida.
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Segregacao distorcida tem sido relatada, freqlientemente, em cruzamentos
interespecificos para todos os tipos de marcadores (morfologicos, isoenzimas, RFLP, RAPD e
AFLP). Segundo esses estudos, a porcentagem de locos apresentando segregacdo distorcida €
variavel: 36% em arroz (XU et al., 1997; VIRK; FOR-LLOYD; NEWBURY, 1998), 14% em
seringueira (LESPINASSE et al., 2000) e 30% em Coffea sp (KY et al., 2000). Em cruzamentos
interespecificos de espécies selvagens com a cultivada Lycopersicum esculentum, a taxa de
distor¢do tem variado de 51% a 80% (PATERSON et al.,, 1988, 1991; DE VICENTE;
TANKSLEY, 1993). Segregac¢ao distorcida foi também observada em café robusta (PAILLARD;
LASHERMES; PETIARD, 1996; LASHERMES et al., 2001) e café ardbica (CABRAL, 2001).
As explicagdes para tais distor¢des sdo selecdo gamética, zigotica, pos-zigotica ou zigotos letais
(GADISH; ZAMIR, 1986; ZAMIR; TADMOR, 1986; WANG et al., 1998).

CABRAL (2001) observou que, do total de 92 marcadores polimoérficos, 82 tiveram
segregacdo 1:1, quatro segregacao 2:1 (4,3%) e dois segregacao 5:1 (2,2%). Segundo a autora,
para os marcadores que segregaram 2:1, houve excesso de heterozigotos. A segregagdo 2:1 ¢
considerada uma distor¢do da segregacdo 1:1. J4 a propor¢do 5:1 pode ser resultante de
segregacao tetrassomica (ALLARD, 1971; SYBENGA, 1972).

Embora relatos na literatura que o descarte dos marcadores de segregacdo distorcida €
uma possibilidade que deve ser avaliada considerando as causas que podem resultar em tais
distor¢des, neste estudo optou-se pelo descarte de tais marcadores. A utilizacdo de marcadores
com segregagdo distorcida pode alterar a construgdo dos grupos de ligagdo, uma vez que os
programas utilizados para calcular a freqiiéncia de recombinacdo levam em consideracdo a
segregacdo 1:1 em RC;. Marcadores com desvio de segregagdo podem aumentar a probabilidade
do erro tipo I, ou seja, assumir como verdadeira uma associacao entre dois locos quando ela ndo

existe.

4.2. Construcédo do mapa de ligacéo

No Quadro 2 estdo indicados, com um asterisco, os marcadores estabelecidos a partir do
estudo de Cabral (2001) e com dois asteriscos os novos marcadores RAPD, estabelecidos a partir
do presente trabalho. Um total de 112 primers deram origem a 137 marcadores RAPD (1,22

fragmentos polimodrficos por primer), dos quais 124 (90,51%) apresentaram segregacao 1:1 (P <
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0,01) e 13 (9,49%) segregacdo 2:1. Desses 137 marcadores, 13 (OPS10b, OPS10c, OPLI11,
OPHOS8, OPR09, OPZ15, OPBB09, OPK13a, OPM02, OPYO01, OPY17b, OPAEO7 e OPARO3)
apresentaram segregacao 2:1, que ¢ uma distor¢do da segregacdo 1:1, sendo, entdo retirados da
analise. Os 124 marcadores restantes, que segregaram na propor¢ao 1:1, foram utilizados na
constru¢do do mapa de ligacao parcial. Destes 124 marcadores, 26 ndo mostraram-se ligados aos
grupos formados e foram retirados da andlise. Os 98 marcadores restantes foram mapeados em
10 grupos de ligagdo (GLs), cobrindo 789,55 cM. O mapa de ligagdo parcial obtido a partir das
86 plantas da populacdo segregante 3 (RC;) de café arabica, apresentando os 98 marcadores

RAPD distribuidos em 10 grupos de ligagdo ¢ apresentado na Figura 1.

102



GL1
| OFBOZ
10.75_|
| OPz14
gaE _ |
R
10.97_|
_I:IF‘E‘1E
470 ™ opeGE1s
10.55__|
_I:IF'EE'H:I
17.82_|
| OFBDOS
12.41_|
_EIF‘H"IEEI
380 opants
:-g: “-. OPAF10a
e WL
1 a5 5-0PWOBb
i OPBG0S
'1.'1|:| OrAD1S
i PAQ
- OPB20
an MilioPcoss
s Fl11a
fofen P G053
o PATOZ
pies PAGOE
El'12 PY03
it 0P 3b
: _\\ups-m-a
s ET_|
| OPAF1Sb
17.14__|
| _DPAC1S
1839 |
| OPAUID
GLo6
OF&YDEa
5.38
OFAEDS
4.70 aFz09
e OFF1S

Figura 1— Mapa parcial de ligacdo génica de café ardbica com base em marcadores RAPD, obtido
a partir do cruzamento [(“Mundo Novo TAC 4664-18 x Hibrido de Timor CIFC
2570”) x (Hibrido de Timor CIFC 2570)]. Os valores a esquerda representam as
distancias entre os marcadores (em cM), e a direita esta a designacao dos marcadores

RAPD.
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Considerando todos os grupos de ligacao (GLs), a distancia média entre dois marcadores
adjacentes foi 8,97 cM, sendo que, dentro de cada grupo, a distdncia média variou de 6,4 cM
(GL 6) a 17,25 cM (GL 10). O maior intervalo entre dois marcadores foi de 33,42 cM, no GL 4,
sendo que 88,64% dos intervalos foram menores que 20 cM. Tal fato torna este mapa apropriado
para o mapeamento de QTLs, cujos modelos admitem intervalos de até 20 cM entre marcadores.

Em café robusta, PAILLARD; LASHERMES; PETIARD (1996) observaram distancia
média de 10 cM entre dois marcadores, considerando todos os grupos; dentro de cada grupo, a
distancia média variou de 3,25 a 18,3 ¢cM. O maior intervalo foi de 30,7 cM e 11 intervalos
excederam 25 cM.

Como o café ardbica ¢ um alotetrapléide (KRUG; CARVALHO, 1952; CARVALHO,
1952) segmentar (GRASSIAS; KAMMACHER, 1975; MEDINA-FILHO et al., 1984; PINTO-
MAGLIO; CRUZ, 1998), é esperado que ocorram segregacdes tetrassomicas em adi¢do a
segregacOes dissomicas (SYBENGA, 1972). Entretanto, estudos de heranca tém demonstrado
que o café ardbica possui um sistema genético, exclusivamente, dissomico (KRUG; MENDES,
1940; KRUG; CARVALHO 1952; LASHERMES et al., 2000). Estudos citogenéticos, realizados
em café arabica, mostraram que apesar da grande semelhanga estrutural e morfoldgica entre
cromossomos homeologos, a formacdo de tetravalentes € rara, prevalecendo a formacdo de
bivalentes (PINTO-MAGLIO; CRUZ, 1998). Na origem de café arabica, provavelmente, houve
duplicagdo dos cromossomos das duas espécies genitoras; portanto, deve haver pareamento
preferencial dos homoélogos, mesmo havendo grande similaridade entre a maioria dos
cromossomos homeélogos. E provéavel que este pareamento preferencial tenha controle genético,
como ocorre em trigo (RILEY; CHAPMAN, 1958; RILEY; CHAPMAN; KIMBER, 1960;
FELDMAN, 1993), o que ¢ discutido por PINTO-MAGLIO; CRUZ (1998) e LASHERMES et
al. (2000) como possivel explicagdo da heranca dissomica em café ardbica.

Considerando que café ardbica ¢ tetraploide e o café robusta diploide, pode-se admitir
que na origem espontidnea do Hibrido de Timor ou nao houve redu¢do cromatica na formacao
dos esporos, que originaram os gametas, ou houve duplicacdo cromossomica no gameta de café
robusta. Em centenas de metafases de células das plantas CIFC 832/1 e CIFC 832/2, o numero
de cromossomos encontrado com maior freqiiéncia foi 44. Os cromossomos ndo apresentaram

grandes diferengas morfologicas. Entretanto, ¢ possivel separar dois pares de cromossomos
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grandes, um par pequeno, sendo o restante de tamanho intermediario. Provavelmente estes dois
pares maiores sdo provenientes um de café robusta e outro de café arabica (R1JO, 1974).

A disponibilidade de um mapa saturado de ligacdo génica ¢ uma ferramenta 1til para o
entendimento da genética do cafeeiro. Com a integragdo de mapas moleculares e informagdes
citologicas, os geneticistas e melhoristas estardo aptos a estudar caracteristicas complexas e obter
valiosas informagdes sobre o processo de evolugdo de polipldides. Outros tipos de marcadores
moleculares (RFLP, AFLP e SSR) poderao ser utilizados para a melhor cobertura do genoma do
cafeeiro, possibilitando a formagdao de novos grupos e saturagdo dos intervalos nos grupos ja

obtidos.

4.3. Teste de normalidade

Os resultados das analises do teste de normalidade indicaram que a caracteristica VIVG
foi a que mais se desviou da distribui¢do normal, nas cinco €pocas de avaliagao. Tal fato implica
a rejeicao da hipotese Hy, mesmo a 1% de probalidade. Embora as caracteristicas PRAP, NRAL
e NNRP (época 1) tenham sido significativas pelo teste de Lilliefors, as estimativas de curtose e
simetria apresentadas por tais caracteristicas estdo dentro do padrdo de distribui¢do normal. Este
fato foi também observado para as caracteristicas PRAP ¢ NNRP (época 2), PRAP, NRAL e
NNRP (época 3), PRAP, NRAL, NNRP e NNRL (¢época 4), DICP, PRAP e NNRL (época 5). As
estimativas de simetria e curtose confirmam que a caracteristica VIVG foi a que apresentou
distribuicao divergente, em relag¢do a distribuicao normal (dados ndo apresentados).

As possiveis explicacdes para a ndo normalidade dos dados da caracteristica VIVG sdo o

numero reduzido da progénie e as condi¢des do experimentais utilizadas.
4.4. Mapeamento de QTLs utilizando a metodologia de marca simples

Em fungdo da estrutura da populagdo de mapeamento (populagdo segregante, 3 RC) e
dos marcadores utilizados nas andlises, segregando na proporcao 1:1, apenas o efeito conjunto de

g foi estimado. As estimativas de repetibilidade estimadas em nivel de individuos, para as nove

caracteristicas avaliadas, sdo apresentadas no Capitulo 1.
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De acordo com este estudo, os coeficientes de repetibilidade e seus respectivos
coeficientes de determinagdo variaram de 0,67 (91,33%) para o NRAL a 0,99 (99,98%) para a
ALPR. Para a caracteristica DIAC, a tnica caracteristica avaliada em apenas quatro €pocas, as
estimativas destes dois parametros variaram de 0,84 (95,57%) a 0,86 (96,08%) (Quadros 5 e 7).
As altas estimativas de repetibilidade para as nove caracteristicas avaliadas apontam tais
caracteristicas como sendo bons indicadores da acuracia da identificacdo de QTLs para a selegdo
precoce, justificando as subseqiientes analises para deteccdo e mapeamento dos possiveis locos
candidatos.

Embora seja considerada uma analise exploratdria, as analises de marcas simples tem a
vantagem de permitir a deteccdo dos marcadores relacionados a expressdao das caracteristicas,
mesmo, que estes ndo facam parte dos grupos de ligacdo. O nimero de marcadores ndo ligados,
obtidos na analise, aumenta a importancia desta abordagem, indicando a existéncia de regides do
genoma importantes para a expressao das caracteristicas e, ainda, ndo mapeadas.

A metodologia de marca simples indicou associagdes significativas (P < 0,05) entre
marcadores e a variagdo das nove caracteristicas avaliadas nas diferentes épocas (dados nao
apresentados). Nos Quadros 3 a 10, sdo apresentadas as associagdes significativas (P < 0,01)
entre marcadores e a variagdo das diferentes caracteristicas, avaliadas pela marca simples nas

cinco épocas.

106



Quadro 3 — Mapeamento de QTLs da caracteristica altura da planta avaliada na populagao
segregante 3, RC1de café ardbica avaliada em cinco épocas (50 meses - €poca 1,
53 meses - época 2, 56 meses - época 3, 59 meses - época 4 e 62 meses - €época
5), utilizando as metodologias de andlise de varidncia e de regressdao linear

simples.
Altura da planta (50 meses - época 1)

Marca Prob (F)! Meédia (1) Média (0) R*(%) Grupo de ligagio?
OPGl15 0,0090 ** 59,1659 a 63,5357 B 7,8343 5
OPY02 0,0029 ** 63,5212 a 58,3355 B 10,4304 9
OPAVO07c 0,0010 ** 64,1475 a 58,6644 B 12,2075 NL

53 meses - época 2

Marca Prob (F)~ Média (1) Média (0) R*(%) Grupo de ligagio?
OPGO6b 0,0069 ** 67,0103 a 71,2261 b 8,4541 2
OPGI15 0,0018 ** 66,7455 a 71,619 b 11,0021 5
OPV15 0,0014 ** 66,4200 a 71,4556 b 11,6039 2
OPBH16 0,0036 ** 66,2152 a 71,1870 b 10,4558 2
OPCO02 0,0027 ** 65,9767 a 71,500 b 12,9949 2
OPBGO05 0,0034 ** 71,9394 a 66,9282 b 11,5938 1
OPADI19 0,0051 ** 71,4293 a 67,0267 b 8,9638 1
OPAVO07c 0,0051 ** 71,4600 a 67,0089 b 9,0510 NL

56 meses - época 3
Marca Prob (F) Média (1) Média (0) R*(%) Grupo de ligagio
OPGl15 0,0013 ** 70,2886 a 75,4262 b 11,5752 5
OPV15 0,0085 ** 70,4950 a 748111 b 8,0548 2
OPBGO05 0,0093 ** 75,4091 a 70,7462 b 9,2621 1
OPAVO07c 0,0040 ** 75,3050 a 70,6089 b 9,5374 NL
59 meses - época 4
Marca Prob (F) Média (1) Média (0) R*(%) Grupo de ligacio
OPGl15 0,0005 ** 75,6432 a 81,5476 b 13,5657 5
OPAVO07c 0,0090 ** 80,9800 a 76,4356 b 7,9431 NL
62 meses - época 5
Marca Prob (F)"” Média (1) Média (0) R*(%) Grupo de ligagio
OPS10a 0,0078 ** 83,6469 a 89,5730 b 8,1329 5
OPU09 0,0035 ** 83,3217 a 90,1029 b 10,3009 5
OPG15 0,0001 ** 82,0545 a 90,5357 b 16,9797 5
OPW08a 0,0099 ** 83,5673 a 89,3000 b 7,7439 4
OPX09 0,0051 ** 83,6367 a 90,0029 b 9,1714 4
OPV17 0,0015 ** 82,5028 a 90,4722 b 13,5216 5
OPAKO08a 0,0069 ** 83,4022 a 89,4436 b 8,4659 4

1 #% = significativo a 1% de probabilidade;
2 NL = ndo ligado.
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Quadro 4 — Mapeamento de QTLs da caracteristica diametro da copa avaliada na populagao
segregante 3, RC; de café ardbica avaliada em cinco épocas (50 meses - €poca 1,
53 meses - época 2, 56 meses - época 3, 59 meses - época 4 e 62 meses - €época
5), utilizando as metodologias de andlise de varidncia e de regressdo linear

simples.
Diametro da copa (50 meses - época 1)

Marca Prob (F) Meédia (1) Média (0) R*(%) Grupo de ligacdo
OPS07b 0,0012 ** 44,8375 a 53,1973 b 13,0436 4
OPU09 0,0086 ** 46,7826 a 53,2200 b 8,4108 5
OPZ09 0,0033 ** 45,3179 a 52,5109 b 9,9419 6
OPD14 0,0080** 45,5171% 52,7625b 10,3203 4
OPAAl6a 0,0036 ** 45,8600 a 52,9650 b 9,7357 4
OPAE09 0,0008 ** 45,2909 a 53,4024 b 12,7177 6

53 meses - época 2

Marca Prob (F)~ Média (1) Média (0) R*(%) Grupo de ligagio
OPM18 0,0064 ** 58,6537 a 65,7488 b 8,9276 7
OPS07b 0,0016 ** 57,5600 a 66,0054 b 12,4743 4
OPBD02 0,0086 ** 59,0600 a 65,9306 b 7,9310 4
OPZ09 0,0081 ** 58,1487 a 65,0848 b 8,1562 6
OPAAl6a 0,0060 ** 58,5356 a 65,7125 b 8,7586 4

56 meses - época 3
Marca Prob (F) Meédia (1) Meédia (0) R%(%) Grupo de ligagio
OPM18 0,0019 ** 61,6683 a 70,7780 b 11,3852 7
OPANI12 0,0044 ** 61,4634 a 69,8886 b 9,3586 7
59 meses - época 4
Marca Prob (F)" Média (1) Média (0) R*(%) Grupo de ligagio
OPM138 0,0095 ** 64,1585 a 72,4000 b 8,1051 7
62 meses - época 5
Marca Prob (F) Meédia (1) Meédia (0) R*(%) Grupo de ligacdo

1/

: ¥* = significativo a 1% de probabilidade;
=: NL = nao ligado.

N

Quadro 5 — Mapeamento de QTLs da caracteristica vigor vegetativo avaliada na populagao
segregante 3, RC, de caf¢ arabica avaliada em cinco épocas (50 meses - época 1,
53 meses - época 2, 56 meses - época 3, 59 meses - €poca 4 € 62 meses - época
5), utilizando as metodologias de andlise de varidncia e de regressdo linear

simples.
Vigor vegetativo (50 meses - época 1)
Marca Prob (F) Média (1) Média (0) R*(%) Grupo de ligacio
53 meses - época 2
Marca Prob (F)~ Média (1) Média (0) R*(%) Grupo de ligagio

1 %% = significativo a 1% de probabilidade;
: NL = ndo ligado.

[
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Quadro 5 — Continuagao...

56 meses - época 3
Marca Prob (F)~ Média (1) Média (0) R*(%) GL

59 meses - época 4

Marca Prob (F) Média (1) Média (0) RY(%) Grupo de ligagio
62 meses - época 5

Marca Prob (F)"” Média (1) Média (0) R*(%) Grupo de ligagdo

OPZ09 0,0088 ** 531582 54163 b 7,9872 6

1 #% = significativo a 1% de probabilidade;
Z: NL = ndo ligado.

Quadro 6 — Mapeamento de QTLs da caracteristica posi¢do da ramificacdo primaria avaliada na
populacao segregante 3, RC; de café arabica avaliada em cinco épocas (50 meses -
época 1, 53 meses - época 2, 56 meses - €poca 3, 59 meses - época 4 e 62 meses -
época 5), utilizando as metodologias de andlise de variancia e de regressao linear

simples.
Posi¢do da ramificagio primdria (50 meses - época 1)

Marca Prob (F)” Média (1) Média (0) R*(%) Grupo de ligagdo
OPS10a 0,0026 ** 4,2063 a 4,2486b 10,2632 5
OPU09 0,0049 ** 4,2074 a 4,2474b 9,6085 5
OPBDO05 0,0070 ** 4,242 a 4,2036b 8,4503 1
OPP06 0,0030 ** 4,2025 a 4,2480 b 11,8877 5
OPR17 0,0018 ** 4,199 a 4,2474b 12,5945 5
OPAE09 0,0028 ** 4,2036 a 4,2456b 10,2488 6
OPAV(09a 0,0029 ** 4,2022 a 4,2441b 10,2127 6

53 meses - época 2

Marca Prob (F) Média (1) Média (0) R*(%) Grupo de ligagdo
OPS10a 0,0015 ** 4,2088 a 4,2516b 11,4281 5
OPU09 0,0020 ** 42078 a 4,2506 b 11,4303 5
OPBDO05 0,0057 ** 4,2443 a 4,2067 b 8,8505 1
OPP06 0,0070 ** 4,2091 a 4,2485b 9,9164 5
OPR17 0,0034 ** 4,2043 a 4,2480 b 11,1768 5
OPAEO09 0,0067 ** 4,2089 a 4,2456 b 8,5314 6
OPAV09a 0,0074 ** 4,2078 a 4,2441 b 8,3196 6

56 meses - época 3

Marca Prob (F)~ Média (1) Média (0) R*(%) Grupo de ligagio
OPS10a 0,0006 ** 4,2178 a 4,2622 b 13,0213 5
OPU09 0,0011 ** 4,2180 a 4,26110b 12,6709 5
OPR17 0,0052 ** 4,2155a 4,2560 b 10,1986 5
OPV17 0,0079 ** 4,2153 a 4,2533 b 9,6615 5

1 #% = significativo a 1% de probabilidade;
2 NL = ndo ligado.
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Quadro 6 — Continuagao...

59 meses - época 4

Marca Prob (F)~ Média (1) Média (0) R%(%) Grupo de ligagio
OPS10a 0,0004 ** 4,2190 a 4,2668 b 13,9568 5
OPU09 0,0007 ** 42193 a 4,266 b 13,6473 5
OPV17 0,0053 ** 4,2158 a 4,2572 b 10,5666 5

62 meses - época 5

Marca Prob (F) Média (1) Média (0) R%(%) Grupo de ligacio
OPS10a 0,0026 ** 4,2190 a 4,2597 b 10,2916 5

OPU09 0,0044 ** 4,2193 a 4,2586 b 9,7915 5
OPBDO05 0,0050 ** 4,2539a 4,2156 b 9,0928 1

OPP06 0,0030 ** 4,2166 a 4,2595b 11,8952 5

OPR17 0,0024 ** 42128 a 4,2580 b 11,915 5
OPAE09 0,0055 ** 42177 a 4,2554b 8,9136 6
OPAV09a 0,0060 ** 4,2166 a 4,2539b 8,7446 6

(S

: NL = nao ligado.

: *¥* = gignificativo a 1% de probabilidade;

Quadro 7 — Mapeamento de QTLs da caracteristica nimero de ramos laterais avaliada na
populagdo segregante 3, RC,; de café ardbica avaliada em cinco épocas (50 meses
- época 1, 53 meses - €poca 2, 56 meses - época 3, 59 meses - época 4 e 62 meses
- ¢época 5), utilizando as metodologias de analise de variancia e de regressao
linear simples.

Numero de ramos laterais (50 meses - época 1)
Marca Prob (F)X Média (1) Média (0) R%(%) Grupo de ligagio
53 meses - época 2
Marca Prob (F) Meédia (1) Média (0) R%(%) Grupo de ligagdo

OPGO6b 0,0098 ** 10,2051 a 11,4130 b 7,7704 2

OPV15 0,0016 ** 10,1000 a 11,5556 b 11,3994 2

OPBH16 0,0005 ** 9,8788 a 11,5435 b 14,7025 2

OPD14 0,0092 ** 9,9429 a 11,2500 b 9,9711 4

OPO06a 0,0082 ** 10,2051 a 11,4419 b 8,4032 2

OPO06b 0,0078 ** 10,1842 a 11,4318 b 8,5261 2

OPP16 0,0084 ** 11,5000 a 10,2826 b 7,9864 NL

OPY17a 0,0046 ** 10,075 a 11,3902 b 9,7410 2

OPBF18 0,0076 ** 10,2326 a 11,4500 b 8,4780 2

OPBGO5 0,0036 ** 11,5758 a 10,1538 b 11,4630 1

OPAT02 0,0015 ** 11,8000 a 10,3191 b 11,9607 1

(SIS

: NL = nao ligado.

: ¥* = significativo a 1% de probabilidade;
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Quadro 7 — Continuagao...

56 meses - época 3

Marca Prob (F)~ Média (1) Média (0) R*(%) Grupo de ligagio?
OPQO05b 0,0086 ** 11,7105 a 13,0426 b 8,0172 2
OPGO06b 0,0076 ** 11,6667 a 13,0217 b 8,2739 2
OPV15 0,0015 ** 11,6250 a 13,2000 b 11,442 2
OPBE12 0,0087 ** 11,8600 a 13,1944 b 7,9144 4
OPBH16 0,0025 ** 11,4545 a 13,0435 b 11,2661 2
OPXO09 0,0076 ** 11,8980 a 13,2571 b 8,3650 4
OPOO06a 0,0069 ** 11,6923 a 13,0233 b 8,7610 2
OPO06b 0,0077 ** 11,6842 a 13,0000 b 8,5370 2
OPY17a 0,0015 ** 11,5250 a 13,1220 b 12,0081 2
OPBGO05 0,0015 ** 13,3030 a 11,5897 b 13,4926 1
OPATI14 0,0099 ** 13,1538 a 11,8478 b 7,7418 NL
OPATO02 0,0048 ** 13,3429 a 11,9149 b 9,5030 1

59 meses - época 4

Marca ___ Prob (F) Média (1) Média (0) R*(%) Grupo de ligagio
OPQO05a 0,0068 ** 16,6744 a 15,1905 b 8,496 1
OPS07b 0,0066 ** 15,200 a 16,7838 b 9,4372 4
OPBE12 0,0084 ** 15,2800 a 16,7500 b 7,9900 4
OPBH16 0,0033 ** 14,8182 a 16,5435 b 10,6409 2
OPX09 0,0069 ** 15,2653 a 16,8000 b 8,5680 4
OPD14 0,0039 ** 14,7143 a 16,5313 b 12,0945 4
OPY17a 0,0092 ** 15,0500 a 16,5366 b 8,2731 2
OPBGO05 0,0045 ** 16,7273 a 14,9744 b 10,9752 1
OPATO02 0,0007 ** 17,0857 a 15,1702 b 13,5559 1

62 meses - época 5

Marca Prob (F)~ Meédia (1) Meédia (0) R%(%) Grupo de ligagio
OPAO1 0,0097 ** 18,7857 a 17,1136 b 7,7065 1
OPQO05a 0,0040 ** 18,8837 a 17,0238 b 9,5343 1
OPS07b 0,0061 ** 17,1250 a 19,0000 b 9,5992 4
OPB20 0,0100 ** 18,7857 a 17,1190 b 7,8215 1
OPBE12 0,0038 ** 17,1400 a 19,0278 b 9,5678 4
OPWO08b 0,0068 ** 18,8250 a 17,0667 b 8,5023 1
OPXO09 0,0081 ** 17,2041 a 18,9714 b 8,2318 4
OPD14 0,0031 ** 16,6286 a 18,8438 b 12,6896 4
OPBGO05 0,0021 ** 19,0909 a 16,8462 b 12,7241 1
OPADI19 0,0062 ** 18,8537 a 17,0889 b 8,5706 1
OPAGO08 0,0097 ** 18,7857 a 17,1136 b 7,7065 1
OPATO02 0,0003 ** 19,4000 a 17,0426 b 15,1521 1

< ** =significativo a 1% de probabilidade;
<: NL = ndo ligado.
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Quadro 8 — Mapeamento de QTLs da caracteristica nimero de nds no ramo principal avaliada
na populagdo segregante 3, RC de café arabica avaliada em cinco épocas (50 meses
- época 1, 53 meses - €poca 2, 56 meses - época 3, 59 meses - época 4 e 62 meses -
época 5), utilizando as metodologias de andlise de variancia e de regressao linear
simples.
Numero de nos nos no ramo principal (50 meses - época 1)
Marca Prob (F)” Média (1) Média (0) R(%) Grupo de ligagdo
OPG15 0,0048 ** 57273 a 6,7143 b 9,0925 5
OPI20 0,0080 ** 6,6905 a 57381 b 8,2764 10
53 meses - época 2
Marca Prob (F)X Média (1) Média (0) R*(%) Grupo de ligagio?
OPP16 0,0069 ** 8,3750 a 7,2391b 8,3815 NL
56 meses - época 3
Marca Prob (F)~ Média (1) Média (0) R*(%) Grupo de ligagio
59 meses - época 4
Marca Prob (F)Y Meédia (1) Meédia (0) R*(%) Grupo de ligacdo
62 meses - época 5
Marca Prob (F)~ Média (1) Média (0) R*(%) Grupo de ligagio
OPGI5 0,0030 ** 11,4545 a 12,8810 b 10,004 5

1 #% = significativo a 1% de probabilidade;

[

: NL = ndo ligado.

Quadro 9 — Mapeamento de QTLs da caracteristica nimero de nds nos ramos laterais avaliada
na populacdo segregante 3, RC; de café ardbica avaliada em cinco épocas (50
meses - época 1, 53 meses - €época 2, 56 meses - época 3, 59 meses - época 4 e 62
meses - época 5), utilizando as metodologias de analise de variancia e de regressao

linear simples.

Numero de nés nos ramos laterais (50 meses - época 1)

Marca Prob (F)~/ Média (1) Média (0) R%(%) Grupo de ligagio?
53 meses - época 2
Marca Prob (F)X Média (1) Média (0) R*(%) Grupo de ligagdo
OPAKO08b 0,0085 ** 15,2400 a 13,6000 b 8,0615 9
56 meses - época 3
Marca Prob (F) Média (1) Meédia (0) R*(%) Grupo de ligacdo
OPAKO8b 0,0048 ** 16,3800 a 14,4857 b 9,207 9
59 meses - época 4
Marca Prob (F) Média (1) Meédia (0) R*(%) Grupo de ligagio?
OPAKO08b 0,0044 ** 17,5200 a 15,2857 b 9,3400 9
OPAKO02 0,0089 ** 17,7568 a 15,7083 b 7,9673 NL

I #% = significativo a 1% de probabilidade

Z: NL = ndo ligado.

>
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Quadro 9 — Continuagao...

62 meses - época 5

Marca Prob (F)~ Média (1) Média (0) R*(%) Grupo de ligagio”
OPY(2 0,0090 ** 18,3846 a 15,9677 b 8,134 9
OPAKlla 0,0097 ** 18,4286 a 16,1111 b 7,7886 NL

: *¥* =significativo a 1% de probabilidade;
: NL = ndo ligado.

Quadro 10 — Mapeamento de QTLs da caracteristica diametro do caule avaliada na populagao
segregante 3, RC; de café ardbica em quatro épocas (53 meses - época 2, 56 meses

- época 3, 59 meses - época 4 e 62 meses - ¢época 5), utilizando as metodologias
de analise de variancia e de regressao linear simples.

53 meses - época 2

Marca Prob (F)” Média (1) Média (0) R*(%) Grupo de ligagio
OPE19b 0,0048 ** 12107 a 1,3383 b 9,6323 2
OPZ09 0,0059 ** 12196 a 1,3406 b 8,7660 6
OPBH16 0,0020 ** 1,2046 a 1,3449 b 11,7134 2
OPO06a 0,0070 ** 1,2211a 1,3436 b 8,7456 2
OPO06b 0,0096 ** 1,2220 a 1,3400 b 8,0865 2
OPAE09 0,0099 ** 123152 1,3452 b 7,7385 6

56 meses - época 3

Marca Prob (F)” Média (1) Média (0) R*(%) Grupo de ligagio?
OPY02 0,0002 ** 1,5565 a 1,4051 b 16,2294 9
OPAKO08b 0,0039 ** 1,5350 a 1,4040 b 9,6180 9
OPAV07c 0,0018 ** 1,5547 a 1,4156 b 11,1387 NL

59 meses - época 4

Marca Prob (F) Média (1) Média (0) R*(%) Grupo de ligacio”
OPY02 0,0012 ** 1,6842 a 1,5304 b 12,165 9
OPAVO07c 0,0039 ** 1,6875a 1,5384 9,6328 NL

62 meses - época 5
Marca Prob (F)~ Média (1) Média (0) R*(%) Grupo de ligagio

U #% = significativo a 1% de probabilidade;

Z: NL = no ligado.

De acordo com estes resultados, na época 1, observam-se trés marcadores associados a
ALTP (P < 0,01), sendo um nao ligado, e explicam de 7,83% a 12,21% da variag¢do fenotipica
desta caracteristica. Nas demais épocas, o numero de marcadores que apresentaram tal
associacdo foram: época 2 - oito marcadores, sendo um nao ligado, e explicam de 8,45% a
12,99%; época 3 - quatro marcadores, sendo um nao ligado, e explicam de 9,26% a 11,58% da

variagdo fenotipica desta caracteristica; época 4 - dois marcadores, sendo um nao ligado, e
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explicam de 7,94% a 13,57% da variagdo fenotipica desta caracteristica; e época 5 - sete
marcadores, e explicam de 7,74% a 16,98% da variagao fenotipica desta caracteristica.

Associados ao DICP, encontraram-se seis marcadores (P < 0,01), que explicam de 8,41%
a 13,04% da variacao fenotipica desta caracteristica (época 1). Nas demais épocas o numero de
marcadores que apresentaram tal associagdo foram: época 2 - cinco marcadores, que explicam de
8,16% a 12,47% da variagdo fenotipica desta caracteristica; época 3 - dois marcadores, que
explicam de 9,36% a 11,39% da variacao fenotipica desta caracteristica; época 4 - um marcador,
que explica 8,11% da variacdo fenotipica desta caracteristica. Na época 5, ndo foram observados
marcadores associados.

Um marcador mostrou associacdo com o VIVG (P < 0,01) e explica 7,99% da variacao
fenotipica desta caracteristica (época 5). Nas demais €pocas, ndo foram observados marcadores
associados.

Associados a PRAP, encontraram-se sete marcadores (P < 0,01), que explicam de 8,45%
a 12,59% da variacao fenotipica deta caracteristica (época 1). Nas demais épocas, o numero de
marcadores que apresentaram tal associagdo foram: época 2 - sete marcadores, ¢ explicam de
8,32% a 11,43% da variagdo fenotipica desta caracteristica; época 3 - quatro marcadores, que
explicam de 9,66% a 13,02% da variacdo fenotipica desta caracteristica; época 4 - trés
marcadores, que explicam de 10,57% a 13,96% da variagdo fenotipica desta caracteristica; e
época 5 - sete marcadores, que explicam de 8,74% a 11,91% da variagdo fenotipica desta
caracteristica.

Associado ao NRAL (P < 0,01), ndo encontraram-se marcadores (época 1). Na época 2,
onze marcadores mostraram associagdo com o NRAL, sendo um nao ligado, os quais explicam
de 7,77% a 14,70% da variagdo fenotipica desta caracteristica. Nas demais épocas, o nimero de
marcadores que apresentaram tal associacdo foram: época 3 - doze marcadores, sendo um nao
ligado, os quais explicam de 7,74% a 13,49% da variagdo fenotipica desta caracteristica; época 4
- nove marcadores, que explicam de 7,99% a 13,55% da variagdo fenotipica desta caracteristica;
e época 5 - doze marcadores, que explicam de 7,71% a 15,15% da variagdo fenotipica desta
caracteristica.

Na época 1, observaram-se dois marcadores associados ao NNRP (P < 0,01), que
explicam de 8,28% a 9,09% da varia¢do fenotipica desta caracteristica. Nas épocas 2 e 5, um

marcador mostrou-se associado a esta caracteristica, sendo que cada um deles explica 8,38% e
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10,00% da variagdo fenotipica desta caracteristica nestas €pocas, respectivamente. Nas demais
épocas, ndo encontram-se marcadores associados.

Associados ao NNRL (época 1), ndo encontram-se marcadores. Nas épocas 2 e 3, um
marcador mostrou-se associado ao NRAL (P < 0,01), sendo que cada um deles explica 8,06% e
9,21% da variacao fenotipica desta caracteristica nestas €pocas, respectivamente. Nas demais
épocas, o numero de marcadores que apresentaram tal associacdo foram: época 4 - dois
marcadores, sendo um nao ligado, e que cada um deles explica de 7,97% a 9,34% da variagdo
fenotipica desta caracteristica; e época 5 - dois marcadores, sendo um nao ligado, e cada um
deles explica de 7,79% a 8,13% da variagdo fenotipica desta caracteristica.

Associados a ALPR (P < 0,01), ndo encontraram-se marcadores. Por outro lado, quando
considerou a probabilidade (P < 0,05), seis marcadores foram encontrados, sendo trés ndo
ligados, explicam de 4,72 a 7,23% da variagdo fenotipica desta caracteristica (época 1). Nas
demais épocas , o nimero de marcadores que apresentaram tal associagdo foram: época 2 - seis
marcadores, sendo trés ndo ligados, explicam de 4,70% a 7,27% da variacdo fenotipica desta
caracteristica; época 3 - sete marcadores, sendo trés nao ligados, explicam de 4,60% a 7,35% da
variacdo fenotipica desta caracteristica; época 4 - sete marcadores, sendo trés nao ligados,
explicam de 4,57% a 7,35% da variagdo fenotipica desta caracteristica; e época 5 - sete
marcadores, sendo trés ndo ligados, explicam de 4,56% a 7,33% da variacdo fenotipica desta
caracteristica (dados ndo apresentados).

Associados ao DIAC, encontraram-se seis marcadores (P < 0,01), que explicam de 7,74%
a 11,71% da variagdo fenotipica desta caracteristica (época 2). Nas demais €épocas, 0s nimeros
de marcadores que apresentaram tal associagao foram: época 3 - trés marcadores, sendo um nao
ligado, explicam de 9,62% a 16,23% da variacdo fenotipica desta caracteristica; época 4 - dois
marcadores, sendo um ndo ligado, explicam de 9,63% a 12,17% da variagdo fenotipica desta
caracteristica. Na época 5, nao foram encontrados marcadores.

A metodologia de marca simples indicou marcadores importantes para a expressao das
diferentes caracteristicas. Embora fossem significativos a 1% e 5%, esses marcadores nao
agruparam-se em nenhum dos 10 grupos (dados ndo apresentados).

A andlise da média dos gendtipos para cada marcador, que se apresentou associado ao
fenotipo (analise de variancia) indicou que a média dos individuos que possuem a marca

(gendtipo: Aa), na maioria das vezes, foi inferior ao valor médio observado nos individuos que

115



ndo a possuem (genoOtipo: aa). A presenca da marca estd associada, na maioria das vezes, a
reducdo na média dos valores fenotipicos, o que indica que o genitor “Mundo Novo TAC 464-
187, embora nao expresse alteracao significativa na variacao destas caracteristicas, possui alelos
favoraveis e importantes para a expressao de tais caracteristicas.

A metodologia de marca simples, além de indicar marcadores consistentes, que explicam
as variacoes das caracteristicas (ALTP, DICP, VIVG, PRAP, NRAL, NNRL e ALPR) para a
populagdo segregante 3, RC; (épocas 1 a 5), apontou dois marcadores associados a mais de uma
caracteristica, indicando efeitos pleiotrépicos no controle genético destas caracteristicas. Tais
marcadores sdo: a) OPZ09 associado ao VIVG e ao ALPR; e b) OPAKO08b associado ao NNRL
e ao ALPR (Quadro 11).

Quadro 11 — Marcadores consistentes que explicam as variagcdes das caracteristicas para a
populagdo segregante 3, RC; nas épocas 1 a 5.

Caracteristicas Marcadores

Altura da planta OPG15

Diametro da copa OPM18 e OPANI2

Vigor vegetativo OPZ09

Posigao da ramificagdo primaria OPS10a, OPU09, OPBDO05, OPP06, OPR17, OPV17, OPAEQ9 e
OPAVO09a.

Nuimero de ramos laterais OPBH16

Numero de n6s nos ramos laterais OPAKO08b

Altura do primeiro ramo OPZ14, OPZ09, OPAA10, OPAKO08b, OPAVO07c e OPAT14

Em alguns estudos, a metodologia de marca simples foi utilizada no mapeamento de
caracteristicas agrondmicas em cana-de-acicar (GUIMARAES, 1999). Os resultados indicaram
que as caracteristicas numero de colmos, porcentagem de colmos por inflorescéncia, diametro
médio de dois colmos, peso dos colmos, porcentagem de fibra, e teor de sacarose no colmo (%)
explicaram entre 7% e 17% da varidncia fenotipica destas caracteristicas e, apenas, 13% das
associagdes tiveram R? entre 19% e 23%, ndo sendo identificados QTLs de efeitos maiores. Por
outro lado, utilizando a mesma metodologia, ROCHA (2004) observou a existéncia de 5, 8, 7, 8§,
7, 11 e 7 marcas, respectivamente proximas aos locos controladores da expressdao das
caracteristicas densidade da madeira, rendimento de polpa, teor de extrativos, teor de lignina

insoltuvel, teor de lignina solivel, crescimento de madeira e altura comercial em eucalipto.
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4.5 Mapeamento de QTLs utilizando a metodologia de mapeamento por intervalo simples

No Quadro 12, sdo apresentados o numero de marcadores e de intervalos presentes nos

grupos de ligagdo (GLs) da populagdo segregante 3 (RC;), além dos valores do LR critico.

Verifica-se que os quatro primeiros GLs apresentaram o maior numero de intervalos e boa

densidade de marcadores.

Quadro 12 — Grupos de ligagdo, nimero de marcadores e de intervalos, e valores de LR critico
obtidos conforme ZENG (1994), considerando grau de liberdade de 1 e nivel de
significancia de 10% para o mapa.

Grupo de ligagdo ~ Numero de marcadores Numero de Intervalos Valor de LR critico
1 27 26 12,5180
2 18 17 11,7260
3 17 16 11,6120
4 15 14 11,3640
5 6 5 9,4640
6 4 3 8,5300
7 4 3 8,5300
8 2 1 8,5300
9 3 2 7,7940
10 2 1 7,7940

O Quadro 13, resume as informagdes obtidas para a metodologia de mapeamento por

intervalo simples das diferentes caracteristicas, nas cinco épocas de avaliagdo.
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Quadro 13 — Associagdes entre marcadores e fenotipos detectadas por meio da metodologia de
mapeamento por intervalo simples, indicando valores maximo de LR e a propor¢ao
da variancia fenotipica explicada por cada marcador (R?) e o efeito da regido ou do
marcador na média do fenotipo, para as diferentes caracteristicas.

Epoca 1 - 50 meses

Fenotipo GLY Marcadores Posicao” LR? média Rz(%) gi
entre o cM

intervalo
Diametro da 4 OPD14 14,01 13,2971 47,0724 3,21 -4,341
copa OPS07b
Diametro da 6 OPAE09 8,38 12,2967 45,1429 13,04 -8,2592
copa OPZ09
Posi¢do da 6 OPAV(09a 4,01 10,423 4,201 11,16 -0,0456
ramificacdo OPAE09
primaria

Epoca 2 - 53 meses

Fenotipo GLY Marcadores Posi¢io” LR” média Rz(%) g4—
entre o cM
intervalo
Posi¢do da 6 OPAV(09a 4,01 8,3789 4,2067 9,17 -0,0397
ramificacdo OPAE09
primaria
Numero de nos 9 OPAKO08b 3,01 7,0966 15,5747 8,54 1,6112
nos ramos
laterais

Epoca 3 - 56 meses

Fenotipo GLY Marcadores Posicio” LRY média R* (%) gi
entre o cM

intervalo
Diametro da 7 OPX10 14,17 10,7082 61,2609 12,35 -9,965
copa OPM18
Posi¢do da 5 OPV17 8,30 12,0061 42145 14,64 -0,0475
ramifica¢@o OPS10a
primaria

7

: GL = grupo de ligagdo;

: ¢M = centiMorgan;

: LR =razdo de verossimilhanga;
: g = efeito conjunto de a e d.

B
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QUADRO 13 — Continuagdo...

Epoca 4 - 59 meses

Fenotipo GLY Marcadores Posi¢io” LRY média RZ(%) gi
entre o cM
intervalo
Posi¢do da 5 OPV17 8,30 13,3374 4,215 16 -0,0517
ramifica¢ao OPS10a
primaria
Numero de 4 OPD14 6,01 11,3367 14,6976 15,67 -2,1684
ramos laterais OPS07b
Epoca 5 - 62 meses
Fenotipo GL"” Marcadores Posigao” LRY média R*(%) o
entre o cM
intervalo
Altura da planta 5 OPS10a 18,96 11,2147 82,3535 13,98 -9,1343
OPU09
Posi¢do da 6 OPAV(09a 4,01 8,8199 42155 9,61 -0,0408
ramifica¢@o OPAEO09
primaria
Numero de 4 OPD14 5,01 13,7219 16,4223 18,12 -2,8658
ramos laterais OPS07b

L: GL = grupo de ligagdo;

“: ¢cM = centiMorgan;
¥: LR = razdo de verossimilhanga;

¥ g = efeito conjunto de a e d.

A metodologia de mapeamento por intervalo simples (épocas 1 a 5), detectou e
identificou 8 regides, associadas aos locos controladores da expressdo de cinco das nove
caracteristicas avaliadas, respectivamente: ¢poca 1 - DICP (GL 4 e 6) e PRAP (GL 6); época 2
- PRAP (GL 6) e NNRL (GL 9); época 3 - DICP (GL 7) e PRAP (GL 5); época 4 - PRAP (GL
5) e NRAL (GL 4); e época 5 - ALTP (GL 5), PRAP (GL 6) e NRAL (GL 4). Sao considerados
QTLs, apenas, aquelas regides de valores de LR superiores ao LR critico, determinado pelo
teste de qui-quadrado com 1 grau de liberdade e nivel de significancia de 10% para o mapa
(Quadro 12). Esta metodologia confirmou as associagdes envolvendo os marcadores ligados,
flanqueando as regides dos QTLs candidatos acima mencionados. Por outro lado, a metodologia

de mapeamento por intervalo simples confirmou, apenas, algumas das associagdes detectadas
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pela marca simples. As possiveis explicagdes para tal fato sdo: a baixa saturagdo do mapa e o
numero reduzido de progénies.

O valor da proporg¢ao fenotipica explicada por cada marcador, além do efeito da regido
ou do marcador na média do fendtipo foram, respectivamente: época 1 - 3,21% e -4,341 para os
locos OPD14 ¢ OPS07b associados ao DICP (GL 4); 13,04 % e -8,2592 para os locos OPAE09
e OPZ09 associados ao DICP (GL 6); e de 11,16% e -0,0456 para os locos OPAV(09a ¢
OPAEO09 associados a PRAP (GL 6). Nas demais épocas os valores foram: época 2 - 9,17% e -
0,0397 para os locos OPAV09a e OPAE(9 associados ao PRAP (GL 6), 8,54% e 1,6112 para o
loco OPAKO8b associado ao loco NNRL (GL 9); época 3 - 12,35% e -9,965 para os locos
OPX10 e OPM18 associados ao DICP (GL 7) e 14,64% -0,0475 para os locos OPV17 e
OPS10a associados a PRAP (LG 5); época 4 - 16% e -0,0517 para os locos OPV17 e OPS10 a
associado a PRAP (GL 5) e 15,67% e -2,1684 para os locos OPD14 e OPS07b associados ao
NRAL (GL 4); e época 5 - 13,98% e -9,1343 para os locos OPS10a e OPUQ9 associados ao
ALTP (GL 5); 9,61% e -0,0408 para os locos OPAV90a e OPAEQ9 associados a PRAP (GL 6),
e 18,12% e -2,8658 para os locos OPD14 e OPS07b associados ao NRAL (GL 4).

As Figuras 2 a 6, mostram os QTLs candidatos detectados nas diferentes €pocas,

utilizando a metodologia de mapeamento por intervalo simples.
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Figura 2 — Mapeamento por intervalo simples indicando a presenca de QTLs candidatos para as
caracteristicas A: didmetro da copa associado aos locos OPD14 ¢ OPS07b (GL 4), B:
diametro da copa associado aos locos OPAE09 e OPZ09 (GL 6), e C: posi¢do da ramificagdo
primaria associada aos locos OPAV09a e OPAEQ9 (GL 6), considerando a época 1 (50
meses). Nestas figuras na ordenada estd disposto a escala dos valores de LR para cada grupo
de ligagdo analisado. Na abscissa estd a representacdo do grupo de ligacdo e as distancias
em centiMorgans. A linha horizontal indica o valor de LR e o limite de significancia
estatistico para cada grupo de ligacdo. A regido acima do limite de LR ¢ candidata a conter

um QTL.
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Caracteristica: Posi¢do da ramifica¢do primaria A Caracteristica: Nimero de nés nos ramos laterais B
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Figura 3 — Mapeamento por intervalo simples indicando a presenca de QTLs candidatos para as
caracteristicas A: posi¢do da ramifica¢do primaria associada aos locos OPAV(09a e OPAE(09
(GL 6), e B: numero de nos nos ramos laterais associado ao loco OPAKO8b (GL 9),

considerando a época 2 (53 meses).
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Figura 4 — Mapeamento por intervalo simples indicando a presenca de QTLs candidatos para as
caracteristicas A: didmetro da copa associado aos locos OPX10 ¢ OPM18 (GL 7), e B:
posicdo da ramificagdo primaria associada aos locos OPV17 e OPS10a (GL 5), considerando

a época 3 (56 meses).
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Caracteristica: Posi¢do da ramificacdo primaria A Caracteristica: NUmero de ramos laterais B
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Figura 5 — Mapeamento por intervalo simples indicando a presenca de QTLs candidatos para as
caracteristicas A: Posicdo da ramificacdo primdria associada aos locos OPV17 e OPS10a

(GL 5), e B: nimero de ramos laterais associado aos locos OPD14 ¢ OPS07b (GL 4),

considerando a época 4 (59 meses
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Figura 6 — Mapeamento por intervalo simples indicando a presenca de QTLs candidatos para as caracteristicas A:
altura da planta associado aos locos OPS10a e OPU09 (GL 5), B: Posi¢do da ramificagdo primaria
associada aos locos OPAV09a e OPAEO9 (GL 6), e C: ntimero de ramos laterais associado aos locos

OPD14 e OPS07b, considerando a época 5 (62 meses).
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Analisando as Figuras 2 a 6, verifica-se que a metodologia de mapeamento por intervalo
simples (épocas 1 a 5) detectou e identificou regides associadas aos seguintes QTLs candidatos,
nas cinco sucessivas épocas, respectivamente: época 1 - DICP (GL 4), DICP (LG 6) e PRAP
(GL 6); época 2 - PRAP (GL 6) e NNRL (GL 9); época 3 - DICP (GL 7) e PRAP (GL 5);
época 4 - PRAP (GL 5) e NRAL (GL 4); época 5 - ALTP (GL 5), PRAP (GL 6), e NRAL (GL
4).

Vale ressaltar que embora a metodologia de mapeamento por intervalo simples ndo
detectou QTLs consistentes, nas cinco sucessivas épocas de avalia¢dao, ela apontou locos
candidatos relacionados a varia¢do de cinco dentre as nove caracteristicas avaliadas. Apos esta
analise preliminar, todas as regides do genoma tiveram sua posi¢ao e efeitos reavaliados, por

meio da metodologia de mapeamento por intervalo composto.
4.6. Mapeamento de QTLs utilizando a metodologia de Mapeamento por intervalo composto

Os procedimentos de regressao “stepwise” e algumas vezes, a metodologia de marcas
simples indicaram cofatores, os quais foram utilizados no mapeamento por intervalo composto,
objetivando a reducdo da variancia residual e aumento no valor de LR (Quadro 14). Tais
procedimentos promoveram os maiores valores de LR, em relacdo ao uso de marcadores nao

ligados. Segundo JANSEN; STAM (1994), o nimero de marcadores na regressdo nao deve
ultrapassar 2 \/ﬁ , em que n¢ o numero de individuos.

O Quadro 14 resume os resultados apresentados por meio da metodologia de

mapeamento por intervalo composto, para as diferentes caracteristicas nas cinco épocas.
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Quadro 14 — Associacdes entre marcadores e fenotipos detectadas por meio da metodologia de
mapeamento por intervalo composto, indicando valores méximo de LR, a
propor¢do da varidncia fenotipica explicada por cada marcador (R?) ¢ o efeito da

regido ou do marcador na média do fenétipo, para as diferentes caracteristicas.

Epoca 1 - 50 meses

Fenotipo GL" Marcadores Posi¢io” LRY Média R’ (%) o7 Cofatores

entre o cM utilizados/
intervalo Grupo de ligagdo

Posi¢do da 5 OPV17 8,38 9,352 4,1981 12,25 -0,0511 OPAAl6a (4)

ramificacdo OPS10a OPBDO5 (1)

primaria

Posigdo da 6 OPAV09a 3,01 8,694 4,2022 9,59 -0,0434 OPAA1l6a (4)

ramificacdo OPAEO09

primaria

Altura do 9 OPAKO08b 0,00 7,1185 41,4877 8,27 4,091 OPZ09 (6)

primeiro ramo

Epoca 2 - 53 meses

Fenotipo GL"” Marcadores Posi¢io” LR” Média R’ (%) o Cofatores

entre o cM utilizados/
intervalo grupo de ligagdo
Diametro da 7 OPM18 12,17 10,8971 57,7705 14,75 -8,1611 OPS07b (4)
copa OPY02 (9)*
OPBC18(3)*

Posigéo da 5 OPV17 8,30 10,1953 4,2032 12,87 -0,0514 OPAAIl6a (4)

ramifica¢@o OPS10a

primaria

Posigéo da 6 OPAV(09a 4,01 8,7577 4,2052 10,21 -0,0428 OPY17a (2)

ramificacdo OPAE09

primaria

Numero de nos 9 OPAKOS8b 0,00 7,2267 15,5699 9,01 1,532 OPBF18 (2)

nos ramos

laterais

Altura do 9 OPAKO08b 0,00 7,169 41,511 8,32 4,1079 OPZ09 (6)

primeiro ramo

17

: GL = grupo de ligagao;

: ¢cM = centiMorgan;

: LR =razdo de verossimilhanga;

: g = efeito conjunto de a e d.

: cofatores estabelecidos pelas analises de marca simples.

2

3/,

(SIS
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Quadro 14 — Continuagao...

Epoca 2 - 53 meses

o

Fendtipo GLY Marcadores Posicio” LRY Meédia R*(%) g Cofatores
entre o cM utilizados/
intervalo grupo de ligagao
Diametro do 6 OPAE09 11,383 11,3838 1,2007 14,52 -0,1699 OPI20 (10)
caule OPZ09 OPV17 (5)
Epoca 3 - 56 meses
Fenotipo GLY Marcadores Posig:ﬁozf LRY Meédia RZ(%) g,# Cofatores
entre o cM utilizados/
intervalo grupo de ligagdo
Diametro da 7 OPX10 12,15 11,4471 60,9587 16,02 -9,9939 OPSO07b (3)
copa OPM18 OPJ17 (3)
OPYO02 (9)
Posi¢do da 5 OPV17 8,30 10,339 4,2157 13,03 -0,0437 OPAV09a (6)~
ramifica¢ao OPS10a
primaria
Numero de nos 9 OPAKO08b 0,00 7,3161 16,5471 9,00 1,6612 OPBF18 (2)
nos ramos
laterais
Altura do 9 OPAKO08b 0,00 7,2493 42,0109 8,41 4,105 OPZ09 (6)
primeiro ramo
Epoca 4 - 59 meses
Fenotipo GLY Marcadores Posicio” LRY Meédia R*(%) o7 Cofatores
entre o cM utilizados/
intervalo grupo de ligagdo
Posi¢do da 5 OPV17 8,30 12,8245 4,2152 16,48 -0,0528 OPY17a(2)
ramificacdo OPS10a
primaria
Altura do 9 OPAKO08 0,00 7,2852 42,0457 8,44 4,1201 OPZ09(6)

primeiro ramo

17

: GL = grupo de ligagao;
*: ¢cM = centiMorgan;

[« 2

S

LR =razdo de verossimilhanga;
: g = efeito conjunto de a e d.
: cofatores estabelecidos pelas analises de marca simples.
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Quadro 14 — Continuagao...

Epoca 5 - 62 meses

Fenotipo GL" Marcadores Posi¢ao” LRY Meédia RZ(%) g4* Cofatores

entre o cM utilizados/
intervalo grupo de ligagdo

Posi¢do da 5 OPV17 8,30 9,5031 4,2082 12,42 -0,0511 OPAAl6a (4)

ramificacdo OPS10a OPBDO5 (1)

primaria

Posigdo da 6 OPAV09a 5,01 9,2232 42121 12,77 -0,049 OPCO02 (2)

ramificacdo OPAEO09

primaria

Altura do 9 OPAKO08 0,00 7,2733 42,0391 8,43 4,114 OPZ09 (6)

primeiro ramo

: GL = grupo de ligagdo;
Z: ¢M = centiMorgan;

" LR = razdo de verossimilhanga;
: g = efeito conjunto de a e d.

: cofatores estabelecidos pelas analises de marca simples.

[& [

54

A metodologia de mapeamento por intervalo composto, relacionado as épocas 1 a 5,
detectou e identificou seis regides relacionadas com os locos controladores da expressdo de
cinco das nove caracteristicas avaliadas cinco sucessivas €épocas, respectivamente: época 1 -
PRAP (GL 5) (OPV17 e OPS10a), CRPL (GL 6) (OPAV09a ¢ OPAE09) e ALPR (LG 9)
(OPAKO8D); época 2 - DICP (GL 7) (OPM18), PRAP (GL 5) (OPV17 e OPS10a), PRAP (GL
6) (OPAV09a e OPAE09), NNRL (GL 9) (OPAKO0S8), ALPR (GL 9) (OPAKOS8b) e DIAC (GL
9) (OPAE(09 e OPZ09); época 3 - DICP (GL 7) (OPX10 e OPM18), CRPL (GL 5) (OPV17 e
OPS10a), NNRL (GL 9) (OPAKO0S8) e ALPR (GL 9) (OPAKO8); época 4 - PRAP (GL 5)
(OPV17 e OPS10a), e ALPR (GL 9) (OPAKO8b); e época 5 - PRAP (GL 5) (OPV17 e
OPS10a), PRAP (GL 6) (OPAV09a e OPAE09), e ALPR (GL 9) (OPAKOS).

O valor da proporcao fenotipica explicada por cada marcador, além do efeito da regido
ou do marcador na média do fendtipo, nas cinco sucessivas épocas foram, respectivamente:
época 1 - 12,25% e - 00511 para os locos OPV17 e OPS 10a associados a PRAP (GL 5), 9,59%
e - 0,0434 para os locos OPAV09a e OPAE(9 associados a PRAP (GL 6), 8,27% e 4,091 para o
loco OPAKO8b associado a ALPR; época 2 - 14,75% e -8,1611 para o loco OPM18 associado
ao DICP (GL7), 12,87% e -0,0514 para os locos OPV 17 e OPS10a associados a PRAP (GL 5),
10,21% e - 0,0428 para os locos OPAV09a e OPAEQ9 associados a PRAP (GL 6), 9,01% ¢
1,532 para o loco OPAKO8b associado ao NNRL (GL 9), 8,32% e 4,1079 para o loco
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OPAKO8b associado a ALPR (GL 9), 14,52% e - 0,1699 para os locos OPAE09 e OPZ09
associados ao DIAC (GL 6); época 3 - 16,02% e - 9,9939 para os locos OPX10 e OPM18
associados ao DICP (GL 7), 13,03% e - 0,0437 para os locos OPV17 e OPS10a associados a
PRAP (LG 5), 9,00% e 1,6612 para o loco OPAKO8b associado ao NNRL, e 8,41% e 4,105
para o loco OPAKO08b associado ao ALPR (GL 9); época 4 - 16,48% e - 0,0528 para os locos
OPV17 e OPS10a associado ao PRAP (GL 5), 8,44% e 4,1201 para o loco OPAKO0S8b associado
a ALPR (GL 9); e época 5 -12,42% e - 0,0511 para os locos OPV17 e OPS10a associados ao
PRAP (GL 5), 12,77% e - 0,049 para os locos OPAV09a e OPAE(9 associados a PRAP (GL 6),
e 8,43% e 4,114 para o loco OPAKO8b associado a ALPR (GL 9).

A metodologia de mapeamento por intervalo composto ndo indicou regides
relacionadas aos locos controladores da expressao das caracteristicas DICP (GLs 4 e 6 - época
1), NRAL (GL 4 - época 4), NRAL (GL 4) e ALTP (GL 5) (época 5), previamente detectados
por meio das metodologias de marca simples e mapeamento por intervalo simples. No entanto,
confirmou quatro QTLs candidatos relacionados aos locos controladores da expressdo das
caracteristicas PRAP (GL 6 - épocas 1, 2 e 5), DICP (GL 7 - épocas 2 e 3), NNRL (GL 9 -
épocas 2 e 3) e DIAC (GL 6 - época 2), sendo que destes, apenas o DIAC, nao foi detectado
pela metodologia de mapeamento por intervalo simples. A metodologia de mapeamento por
intervalo composto permitiu também a detecgdo e identificagdo de dois QTLS consistentes
relacionadas aos locos controladores da expressdo das caracteristicas PRAP (GL 5 - épocas 1 a
5) e ALPR (GL 9 - epocas 1 a 5), sendo que destes, apenas o QTL associado a ALPR nao foi
detectado e identificado por meio da metodologia de mapeamento por intervalo simples.

No presente estudo, os QTLs candidatos relacionados a expressao das caracteristicas
DICP (GLs 4 e 6 - época 1), PRAP (GL 5 - épocas 3 e 4) e outro PRAP (GL 6 - épocas 1,2 e 5)
detectados por meio do mapeamento por intervalo simples, bem como o QTL consistente
detectado a partir do mapeamento por intervalo composto associado a PRAP (GL 5 - épocas 1 a
5) e o outro QTL candidato ligado a PRAP (GL 6) (épocas 1, 2 e 5) estdo localizados em 2
grupos de ligacdo diferentes. Nao foram encontradas informagdes sobre estes locos em cafeeiro,
na literatura disponivel. Por outro lado, ROCHA (2004) em estudos sobre eucalipto observou
quatro QTLs relacionados a expressdao da caracteristica densidade da madeira, localizados em

quatro grupos de ligacao diferentes, enquanto VERHAEGEN et al. (1997), citado por ROCHA
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(2004) também identificaram trés QTLs em idade adulta, associados com a esta caracteristica
em eucalipto, localizados em dois grupos de ligacao diferentes.

A metodologia de mapeamento por intervalo composto, além de detectar QTLs
candidatos relacionados a variacdo de cinco das nove caracteristicas avaliadas, apontou um
QTL associado a PRAP e um outro ligado a ALPR, consistentes (épocas 1 a 5), situados nos
grupos de ligacdo 5 e 9 do mapa parcial da populagdo segregante 3 (RC)), respectivamente. Tais
QTLs explicam entre 12,25% a 16,48% ¢ 8,27% a 8,44% da variagdo fenotipica das
caracteristicas PRAP, associada aos locos OPV17 e OPS10a, assim como a ALPR associada ao
loco OPAKOS8Db, respectivamente. A consisténcia de tais locos também foi confirmada por meio
da metodologia de marca simples quando considerou (P < 0,01) (Quadro 6), exceto a ALPR,
cuja consisténcia foi confirmada a partir da mesma metodologia, porém considerando (P <
0,05) (dados nao apresentados).

Comparando os resultados obtidos por ambas as metodologias de mapeamento, percebe-
se que a metodologia de mapeamento por intervalo simples detectou e identificou oito QTLs
candidatos relacionados com a expressao de cinco das nove caracteristicas avaliadas. Por outro
lado, a metodologia de mapeamento por intervalo composto detectou e identificou dois QTLs
consistentes e outros quatro QTLs candidatos relacionados com a expressao de cinco das nove
caracteristicas avaliadas, nas cinco sucessivas épocas.

A metodologia de marca simples indicou que todas as caracteristicas avaliadas sdo de
natureza quantitativa e, portanto, influenciadas por varios locos de efeitos menores. As
metodologias de mapeamento por intervalo simples e mapeamento por intervalo composto nao
indicaram QTLs de efeitos maiores, mesmo para as caracteristicas que apresentaram elevadas
estimativas de repetibilidade (Capitulo 1 — Quadro 5).

Os marcadores associados as diferentes caracteristicas por meio da metodologia de
marca simples estdo localizados em um grupo de ligagdo. Representam portanto, uma regiao
gendmica, quando analisadas pelo mapeamento por intervalo simples e mapeamento por
intervalo composto, sendo detectado apenas um QTL em cada um dos grupos de ligacao
influenciando essas caracteristicas (épocas 1 a 5).

As estimativas de LR e R” obtidas a partir do mapeamento por intervalo simples para a
caracteristica PRAP (GL 6), associada aos locos OPAV(09a e OPAE09 (épocas 1 e 5),

apresentaram valores superiores aos obtidos a partir do mapeamento por intervalo composto.
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Tal fato sugere que os cofatores aumentaram a variancia residual, resultando em diminui¢do do
LR. Por outro lado, as estimativas destes dois pardmetros relacionadas aos locos controladores
da expressao das caracteristicas PRAP (GL 6) associada aos locos OPAV(09a e OPAEQ9 (época
2), NNRL (GL 9) associado ao loco OPAKOS8b (época 2) e DICP (GL 7) associado aos locos
OPX10 e OPMI18 (época 3), apresentaram valores superiores aos obtidos a partir do
mapeamento por intervalo simples. Constata-se que a presenga dos cofatores, neste caso, €
justificada, pois, eles reduziram a variancia residual, aumentando, conseqiientemente, os valores
de LR e R”.

As Figuras 7 a 10 mostram os QTLs candidatos, detectados por meio da metodologia de

mapeamento por intervalo composto nas diferentes €pocas.
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Caracteristica: Posicdo da ramificagdo primaria A
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Figura 7 — Mapeamento por intervalo composto indicando a presenca de QTL candidato para a

Caracteristica: Diametro da copa
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Gra

caracteristica A: posi¢do da ramificacdo primaria associada aos locos OPAV(09a e OPAE(9

(LG 6), considerando a época 1 (50 meses). Nesta figura na ordenada esta disposto a escala

dos valores de LR para o grupo de ligagdo analisado. Na abscissa estd a representacdo do

grupo de ligagdo e as distdncias em centiMorgans. A linha horizontal indica o valor de LR ¢

o limite de significancia estatistico para cada grupo de liga¢do. A regido acima do limite de

LR ¢ candidata a conter um QTL.
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Figura 8 — Mapeamento por intervalo composto indicando a presenca de QTLs candidatos para as

caracteristicas A: diametro da copa associado ao loco OPM18 (GL 7), B: posicdo da

ramifica¢do primdria associada aos locos OPAV09a e OPAE09 (GL 6), C: numero de nés

nos ramos laterais associado ao loco OPAKO8b (LG 9), e D: diametro do caule associado aos

locos OPAEQ09 e OPZ09 (GL 6), considerando a época 2 (53 meses).
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Figura 8 — Continuagao...
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Figura 9 — Mapeamento por intervalo composto indicando a presenca de QTLs candidatos para as
caracteristicas A: didmetro da copa associado aos locos OPX10 e OPM18 (GL 7), e B:
nimero de nos nos ramos laterais associado ao loco OPAKO08b (GL 9), considerando a época

3 (56 meses).
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Caracteristica: Posi¢do da ramificacdo primaria A
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Figura 10 — Mapeamento por intervalo composto indicando a presenca de QTL candidato para a
caracteristica A: posi¢do da ramificagdo primaria associado aos locos OPAV09a e OPAE09

(GL 6), considerando a época 5 (62 meses).

Nas Figuras 11 e 12, verifica-se que a metodologia de mapeamento por intervalo
composto, possibilitou a deteccdo e identificacdo de dois QTLs consistentes nas cinco
sucessivas épocas de avaliagdo. O primeiro associado a PRAP (GL 5) e o segundo ligado a

ALPR (GL 9), respesctivamente.

133



Caracteristica: Posicdo da ramificacdo primaria A Caracteristica: Posicdo da ramificagédo primaria B
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FIGURA 11 — Mapeamento por intervalo composto indicando a presenga de QTL consistente (épocas 1 a

5) para a caracteristica posicdo da ramificacdo primaria associada aos locos OPV17 e
OPS10a (GL 5). As letras A a E mostram a consisténcia de tal QTL nas cinco épocas
individuais de avaliagdo, respectivamente: A: época 1 - 50 meses, B: época 2 - 53 meses,

C: época 3 - 56 meses, D: época 4 - 59 meses , e E: época 5 - 62 meses.
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Caracteristica: Altura do primeiro ramo A Caracteristica: Altura do primeiro ramo B
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FIGURA 12 — Mapeamento por intervalo composto indicando a presenca de QTL consistente (épocas 1 a
5) para a caracteristica altura do primeiro ramo associado aos loco OPAKO08b (GL 9). As
letras A a E mostram a consisténcia de tal QTL nas cinco épocas individuais de avalia¢des,
respectivamente: A: época 1 - 50 meses, B: época 2 - 53 meses, C: época 3 - 56 meses, D:

época 4 - 59 meses, e E: época 5 - 62 meses.
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SIVIERO et al. (2002), utilizando a metodologia de mapeamento por intervalo
composto, detectou dois QTLs no mapa de Poncirus trifoliata cv. “Rubidoux”, associados as
caracteristicas frutificacdo e produc¢do de sementes a partir de uma progénie de 82 plantas,
obtidas do cruzamento entre Citrus sunki vs. Poncirus trifoliata. SIVIERO, CRISTOFANI e
MACHADO (2003), estudando a mesma progénie, observaram dois QTLs associados ao
enraizamento de estacas. Tais QTLs foram responsaveis por 20,9% e 15,8% da variagdo

fenotipica total para o enraizamento de estacas, respectivamente.

4.7. Correlacdo fenotipica entre as caracteristicas agronémicas

Os coeficientes de correlagdes fenotipicas entre as nove caracteristicas agrondmicas sao
apresentados no Capitulo 2 (Quadro 4), cujos valores foram testados pelo teste t a 1% e 5% de
probabilidade. Embora os valores absolutos dos coeficientes, nas cinco épocas de avaliagdao na
populagdo segregante 3, RC; tenham sido reduzidos, treze coeficientes de correlagdo fenotipica
foram significativos a 1% e outros trés foram significativos a 5%, considerando a época 1. Nas
demais €pocas, os resultados foram: época 2 - quinze e oito coeficientes foram significativos,
respectivamente a 1% e 5%; época 3 - dezessete coeficientes foram significativos, a 1%; época
4 - dezessete e um coeficientes foram significativos, respectivamente a 1% e 5%; e época 5 -
dezesseis e dois coeficientes foram significativos, respectivamente a 1 ¢ 5%.

As baixas magnitude das correlagdes envolvendo as diferentes caracteristicas, além da
baixa saturacdo do mapa, ndo permitiram verificar se tais caracteristicas exibiam QTLs
mapeados nas mesmas posi¢des do genoma.

Estudos demonstram que caracteristicas correlacionadas apresentam freqiientemente,
QTLs mapeados nas mesmas posi¢des no genoma (PATERSON et al., 1991; XIAO, YUAN;
TANKSLEY, 1996). Por outro lado, existem relatos do efeito pleiotropico de QTLs em milho
(VELDBOOM; LEE; WOODMAN, 1994), em arroz (XIAO et al., 1996) e em cana-de-agucar
(GUIMARAES, 1999).

Conclui-se que, entre as trés metodologias de mapeamento (marca simples, mapeamento
por intervalo simples e mapeamento por intervalo composto) utilizadas no presente estudo,
apenas duas (marca simples e mapeamento por intervalo composto) foram concordantes quanto
a detec¢do e identificacdo de dois QTLs consistentes nas cinco épocas, sendo o primeiro

associado a PRAP e o segundo ligado a ALPR. Tais QTLs consistentes estdo situados nos
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grupos de ligagdo 5 e 9 do mapa parcial da populacao segregante 3, RC, respectivamente. Eles
explicam entre 12,25% a 16,48% e 8,27% a 8,44% da variagdo fenotipica das caracteristicas
PRAP, associada aos locos OPV17 e OPS10a e de ALPR associada ao loco OPAKOSD,
respectivamente. Devido a baixa saturacdo do mapa, o numero reduzido de progénies e
utilizacdo de apenas um tipo de marcador (dominante) ndo foi possivel detectar os outros QTLs,
previamente detectados pela metodologia de marca simples. Neste contexto, além da utilizacao
de outros marcadores, sdo necessarios o estudos de progénies maiores para se ter acuracia no
estudo de mapeamento de QTL.

Para implementagdo de procedimentos de selegdo assistida, alguns aspectos devem ser
considerados, pois, além do tamanho da amostra, a técnica de marcadores utilizada (RAPD) e a
pouca saturagdo do mapa apresentam implicagdes para o desenvolvimento de marcas para
auxiliar a selegdo. Neste sentido, a reprodutibilidade da técnica de RAPD pode ser controlada
por meio do desenvolvimento de marcadores SCAR, sintetizados a partir do conhecimento da
seqliéncia de bases dos fragmentos de DNA amplificados pela técnica de RAPD. A baixa
saturacdo do mapa apresenta implicagdes quanto ao desenvolvimento de marcadores para a
selecdo assistida, uma vez que dificulta a utilizacdo de pares de marcas nos procedimentos de
selecdo, sabidamente mais eficientes do que procedimentos utilizando uma tUnica marca. A
selecdo simultanea de outras caracteristicas correlacionadas, assim como a valida¢ao dos dois
QTLs consistentes para outras populagdes e outros ambientes, ¢ importante para o
desenvolvimento de marcas a serem incorporadas nesses programas. A integracdo de mapas de

ligagdo, se possivel, € uma ferramenta promissora neste processo.
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5. CONCLUSOES

(1). As trés metodologias de mapeamento utilizadas (marca simples, mapeamento por intervalo
simples e mapeamento por intervalo composto) identificaram marcadores moleculares ligados a

caracteristicas de importancia agrondmica em cafeeiro.

(2). As metodologias de marca simples e mapeamento por intervalo composto possibilitaram a
deteccao e identificagao de dois QTLs consistentes, nas cinco sucessivas épocas de avaliacao,
sendo o primeiro associado a posicao da ramificagdo primdria e o segundo ligado a altura do
primeiro ramo. Tais QTLs estdo situados nos grupos de ligagdo 5 e 9 do mapa parcial da
populagdo segregante 3 (RC,), respectivamente, explicando, entre 12,25% a 16,48% e 8,27% a
8,44% da variagdo fenotipica das caracteristicas posi¢ao da ramifica¢do primaria associada aos
locos OPV17 e OPS10a e altura do primeiro ramo associada ao loco OPAKOSDb,

respectivamente.

(3). A metodologia de mapeamento por intervalo simples foi a menos consistente quanto a

deteccao e identificagdo de QTLs, nas cinco €épocas.
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CAPITULO 4

MAPEAMENTO DE QTLs EM POPULACAO SEGREGANTE F, DE CAFE ARABICA

RESUMO

O estudo de locos controladores de caracteristicas quantitativas (QTLs) associado ao uso
de mapas genéticos, obtidos por marcadores moleculares, possibilita identificar, mapear e
quantificar o efeito dos QTLs. O presente trabalho teve como objetivo a identificacdo e a
caracterizacao de QTLs associados as caracteristicas altura da planta (ALTP), diametro da copa
(DICP), vigor vegetativo (VIVG), posicao da ramificagdo primaria (PRAP), nimero de ramos
laterais (NRAL), nimero de nds no ramo principal (NNRP), nimero de nos nos ramos laterais
(NNRL), altura do primeiro ramo (ALPR) e didmetro do caule (DIAC). As avaliagdes
fenotipicas foram realizadas em cinco sucessivas épocas de avaliagdo (17 a 29 meses), com
intervalo de trés meses entre avaliagdes, exceto para o DIAC que foi avaliado em quatro épocas,
sendo estas iniciadas a partir da segunda época de avaliagdo das demais caracteristicas. Utilizou-
se a populagdo segregante 4 (F») com 47 plantas. Esta populacdo segregante foi obtida, a partir da
autofecundacdo controlada de uma planta F, (H 464-2), a qual originou-se do cruzamento
“Mundo Novo IAC 464-18 x Hibrido de Timor UFV 440-22”. As plantas apresentavam idade

inicial de 17 meses, sendo que as avaliagdes foram realizadas aos 17, 20, 23, 26 ¢ 29 meses de
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idade. Foi desenvolvido um mapa parcial de ligagdo RAPD, utilizando-se LOD escore minimo
(logaritmo na base 10 da razdo entre a probabilibildade de que os marcadores estejam ligados e a
probabilidade de que eles ndo estejam ligados) de 3,0 e r (freqiiéncia maxima de recombinagdo
entre 0 QTL e o marcador) de 0,40. Foram obtidos 97 marcadores RAPD, apresentando
segregacdo 3:1 (P < 0,01), os quais foram utilizados na constru¢do do mapa, sendo que 35 nao
mostram-se ligados aos grupos formados. Sessenta e dois marcadores resultaram em 13 grupos
de ligacdo, cobrindo 339,71 cM. Nos cinco primeiros grupos obtidos, a densidade de marcadores
foi boa. A distancia média entre dois marcadores adjacentes foi 6,93 cM. O maior intervalo entre
dois marcadores adjacentes foi 20,58 cM, sendo que 97,96% dos intervalos ndo excederam 20
cM. Além de indicar marcadores consistentes, que explicam as variagdes das caracteristicas
ALTP, DICP, PRAP, NRAL, NNRP, NNRL e ALPR para a populagao segregante 4 (F,) (épocas
1 a 5), a metodologia de marca simples discriminou trés marcadores associados a mais de uma
caracteristica, indicando efeitos pleiotropicos no controle genético dessas caracteristicas. Estes
marcadores sdo: a) OPALI12 associado a PRAP e a ALPR; b) OPAX20 associado ao NRAL e ao
NNRP; e ¢) OPARO2 associado ao NNRL e a ALPR. As metodologias de marca simples,
mapeamentos por intervalo simples e intervalo composto detectaram e identificaram um QTL,
associado a ALPR. Este QTL foi consistente nas cinco sucessivas épocas de avaliagdo, e esta
presente no grupo de ligacdo 4 do mapa parcial da populacdo segregante 4 (F,). Este QTL
explica entre 29,14% a 29,41% (épocas 1 e 2) e 30,32% a 30,45% (épocas 3 a 5) da variacao
fenotipica da caracteristica ALPR associada aos locos OPAEOS e OPG14. O numero reduzido de
QTL identificado ¢ devido a baixa saturacdo do mapa, ao numero reduzido de progénies e a
utilizacdo de apenas um tipo de marcador (dominante). O nimero de grupos de ligagdo obtidos
na populacdo em estudo, como também na populacdo 3 (RC,) ¢ inferior ao correspondente
numero haploide de cromossomos de Coffea arabica L. Assim, o genoma da espécie foi,

parcialmente, explorado e muitas regides ainda ndo foram identificadas.

Palavras-chave: café, marcador molecular, caracteristicas quantitativas, mapa de ligagdo.
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MAPPING OF QTLs IN SEGREGANT POPULATION F, OF ARABIC COFFE

ABSTRACT

The study of quantitative loci characteristics (QTLs) associated with the use of genetic
maps obtained from molecular markers allow to identify, to map and quantify the effect of
QTLs. The present study had the objective to identify and to characterize the effect of QTLs
associated with the characteristics height plant, canopy diameter, vegetative vigor, position of the
primary ramification, number of lateral branches, number of nodes on the main branch, number
of nodes on the lateral branches, height of the first branch and stem diameter. The phenotipic
evaluations of these characteristics were done in five seasons (17 to 29 months) with three
months between them except for the stem diameter which was evaluated in four seasons initiated
from the second seasons of the other characteristics. It was used the segregant population 4 (F»)
with 47 plants. This segregant population was obtained from a controlled self-fecundation of a
plant F; (H 464-2) which was originated from the cross “Mundo Novo IAC 464-18 x Hibrido de
Timor UFV 440-22”. The plants were 17 months old and the evaluations starting on 17, 20, 23,
26 and 29 months. A parcial map of ligation RAPD was developed using the minimum value 3.0
for LOD score (logjo for the ratio between the probability that the markers were ligated and the
probability that they were not) and r (maximum frequency of recombination between the QTL

and the marker) of 0.40. A total of 97 RAPD markers showing segregation 3:1 (P < 0,01) were
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used to construct a map with 35 of them not ligated to formed groups. Sixty-two markers
resulted on 13 groups of ligation covering 339.71 ¢cM. The five first groups obtained showed a
good density of markers. The mean distance between the two adjacent markers was 6.93 cM. The
longest interval between two adjacent markers was 20.58 cM with 97.96% of the intervals not
exceding 20 cM. The methodology of simple markers showed three markers associated with
more than one characteristics besides to indicate consistent markers that explain the variation on
the following characteristics: height plant, canopy diameter, position of the primary ramification,
number of lateral branches, number of nodes on the main branch, number of nodes on lateral
branches and height of the first branch indicating pleiotropic effects on the genetic control of
these characteristics. The markers are: OPAL12 associated with the position of the primary
ramification and the height of the first branch; OPAX20 associated with number of lateral
branches and number of nodes on the main branch; and OPARO02 associated with the number of
nodes on the lateral branches and height of the first branch. The methodologies of simple
markers and simple interval mapping and composite interval mapping allowed the detection and
identification of one QTL associated with the height of the first branch. This QTL was consistent
at the five seasons of evaluations and is present on the group of ligation 4 of the parcial map of
the segregant population 4 (F,). This QTL explain from 29.14% to 29.41% (seasons 1 and 2) and
from 30.32% to 30.45% (seasons 3 and 5) of the phenotypic variation of the characteristics
height of the first branch associated with the loci OPAEOS5 and OPG14. The reduced number of
QTL identified is due to the low saturation of the map, the reduced number of progenies and the
use of a single kind of marker (dominant). The number of groups of ligation obtained on the
population used in this study as well as on the population 3 (RC,) is lower that the correspondent
number of haploid cromossomes of Coffee arabica L. Therefore, the genome of this specie was

parcially explored and many regions were not identified yet.

Key words: Coffee, molecular marker, quantitative characteristics, map of ligation.
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1. INTRODUCAO

O melhoramento genético de qualquer espécie vegetal, baseado em selegdo fenotipica,
depende da habilidade do pesquisador em estimar a propor¢ao de uma caracteristica de interesse
que ¢ determinada por fatores genéticos herdaveis. Portanto, vale ressaltar este componente da
proporg¢ao do fenotipo, determinada por fatores ambientais. No caso de caracteristicas de heranca
complexa, nas quais o componente ambiental ¢ importante, o melhorista pode encontrar
dificuldades para exercer sele¢do adequada. Nesses casos, a selecdo fenotipica pode ser facilitada
pelo uso de marcadores de DNA, que estejam proximos, ou flanqueando os QTLs de interesse.
aplicando a metodologia de marca simples, ¢ possivel testar associacdes entre os marcadores € 0s
valores fenotipicos das caracteristicas avaliadas, enquanto a aplicagdo de metodologias de
mapeamento por intervalo simples e mapeamento por intervalo composto, confirma essas
associacdes, previamente detectadas por meio da marca simples, além de possibilitar a
determinacdo da posi¢do e do efeito dos marcadores, que flanqueiam as regides dos QTLs
candidatos. Estes dois ultimos tipos de andlise requerem a obtencdo das distancias de
recombinagdo entre dois marcadores adjacentes e portanto, necessitam da constru¢ao de um mapa
de ligagao, envolvendo todos os marcadores ligados da populagdo segregante em estudo.

O presente trabalho objetivou-se construir um mapa de ligagdo para o café arabica, a

partir de uma populagdo segregante F, e identificar QTLs associados as caracteristicas
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agrondmicas altura da planta, diametro da copa, vigor vegetativo, posi¢do da ramificagdo
primaria, nimero de ramos laterais, nimero de nds no ramo principal, nimero de nds nos ramos

laterais, altura do primeiro ramo e didmetro do caule.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1. Material genético

No presente trabalho, foi utilizada a populagdo segregante 4 (F,) com 47 plantas. Esta
populagdo segregante foi obtida, a partir da autofecundagdo controlada de uma planta F; (H 464-
2), proveniente do cruzamento “Mundo Novo IAC 464-18 x Hibrido de Timor UFV 440-22”. O
cultivar “Mundo Novo TAC 464-18” (FAZUOLI et al., 2002) corresponde a uma recombinagao
resultante de um cruzamento natural entre as variedades Sumatra e Bourbon Vermelho de café
arabica. O “Hibrido de Timor UFV 440-22” (PEREIRA et al., 2002) originou-se de uma
introdugdo, registrada comoUFV 440. Essa introducao originou-se de uma progénie de cafeeiros,
selecionados na Estacdo Regional de Uige (ERU) pertencente ao Instituto de café¢ de Angola, com
o registro ERU 209, a qual ¢ proveniente da introdugao CIFC 2570.

O cultivar “Mundo Novo TAC 464-18”, embora seja produtivo e apresente alelos
desejaveis e de interesse para o programa de melhoramento genético do cafeeiro da UFV, ¢
susceptivel ao fungo Hemileia vastatrix Berk. et Br., causador da ferrugem alaranjada do
cafeeiro, que € a principal doenga do cafeeiro arabica em nivel mundial. As populagdes derivadas

do Hibrido de Timor apresentam diferentes combina¢des dos genes de resisténcia a este
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patogeno, favorecendo sua utilizacdo em programas de retrocruzamento, em que os alelos
favoraveis presentes nessas populagdes possam ser introgredidos em materiais-elites, como o
“Mundo Novo IAC 464-18”. Dessa forma, a populagdo segregante, obtida a partir do cruzamento
entre estes dois materiais, oferece possibilidade para mapeamento de regides gendOmicas
associadas a resisténcia a este patdogeno e a outras caracteristicas agrondmicas.

Segundo WU et al. (1992), uma populagdo de mapeamento constituida por 47 plantas ndo
fornece a precisdo de mapeamento, requerida em espécies polipldides. No entanto, o tamanho
das populagdes utilizadas no mapeamento genético de algumas culturas tém oscilado entre 47

(TULSIERAM et al., 1992) e 138 plantas (KISS et al., 1993).
2.1.1. Avaliacdes fenotipicas

Na populacdo segregante 4 (F,), foram avaliadas as seguintes caracteristicas
agronOmicas: altura da planta (ALTP), didmetro da copa (DICP), vigor vegetativo (VIVQ),
posicdo da ramificagdo primaria (PRAP), nimero de ramos laterais (NRAL), nimero de n6é no
ramo principal (NNRP), nimero de nds nos ramos laterais (NNRL), altura do primeiro ramo
(ALPR) e diametro do caule (DIAC). A descrigdo detalhada destas caracteristicas ¢ apresenta no
item 3.1. (Capitulo 1).

2.1.2. Extracdo de DNA

A extragdo de DNA das 47 plantas da populacdo segregante 4 (F,) foi realizada,

conforme metodologia descrita no item 3.1.2 (Capitulo 3).

2.1.3. Amplificacdo do DNA e andlise eletroforética dos produtos

As reacdes de amplificacdo das 47 plantas da populagdo segregante 4 (F») e as analises

eletroforéticas foram realizadas, conforme descrito no item 3.1.3 (Capitulo 3).
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2.1.4. Construcdo do mapa de ligacao

Os polimorfismos RAPD gerados foram classificados de acordo com genitor de origem. Os
marcadores originados do genitor “Mundo Novo IAC 464-18” foram codificados com o nimero
1 e aqueles provenientes do genitor “Hibrido de Timor UFV 440-22” foram codificados com o
numero 0. Os fragmentos presentes no “Mundo Novo [IAC 464-18” e no F; (H 464-2) e que
segregaram na populacdo segregante 4 (F,) foram recodificados, para serem utilizados no
programa GQMOL 2004.2.1. Assim, os marcadores com o nimero 1 receberam a codificacdo 4 e
os marcadores com o numero 0 receberam a codificagio 2. Foram avaliados, apenas, os
marcadores em fase de aproximacgao.

A definicdo dos parametros LOD escore minimo de 3,0 e r (maxima freqiiéncia de
recombinacdo entre 0 QTL e o marcador ) de 0,40 para o agrupamento dos marcadores foi a
mesma adotada por CABRAL (2001). A func¢do de Kosambi (KOSAMBI, 1944) foi usada para
conversdo das taxas de recombinacdo em distancia de mapa em cM (centiMorgan). Para
determinagdo da ordem mais provavel dos marcadores, em cada grupo, utilizou-se o método

SARF, conforme descrito no item 3.1.4 (Capitulo 3).
2.1.4.1. Denominacdo dos marcadores no mapa de ligacédo
Os marcadores RAPD foram identificados com as letras do primer da série Operon.
2.1.5 Teste de normalidade
As nove caracteristicas agrondmicas foram avaliadas, quanto a normalidade, pelo teste de
Lilliefors. As estimativas de simetria e curtose, também foram consideradas para facilitar

comparagdes entre as distribuigdes observadas. Tais testes foram realizados conforme

SCHUSTER; CRUZ (2004).
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2.1.6 ldentificacdo e mapeamento de QTLs

Primeiramente, foram realizados estudos de repetibilidade de todos os dados fenotipicos
da populagdo segregante 4, F, (épocas 1 a 5) (Capitulo 1 — Quadro 6). Correlagdes entre as nove
caracteristicas também foram obtidas (Capitulo 2 — Quadro 5). Posteriormente, todos os
marcadores com segregacdo mendeliana 3:1 foram avaliados, para determinar associagdes com
as nove caracteristicas, utilizando a metodologia de marca simples e considerando as
probabilidades (P < 0,05 e P <0,01), na tentativa de detec¢do dos QTLs candidatos. A analise de
regressdo linear simples também foi realizada com o objetivo de comprovar os resultados das
analises de variancia e, adicionalmente, para determinagao do R2

As informagdes do mapa de ligagao foram utilizadas, para mapear os QTLs ao longo dos
grupos de ligagdo, por meio das metodologias de mapeamento por intervalo simples (LANDER;
BOTSTEIN, 1989) e mapeamento por intervalo composto (ZENG, 1993, 1994; JANSEN;
STAM, 1994). Todas as analises moleculares foram realizadas utilizando-se o programa
GQMOL 2004.2.1 (http//www.ufv.br/dbg\gqmol\gqmol.htm), em desenvolvimento na

Universidade Federal de Vigosa.
2.1.7. Determinacdo do ponto de corte para o mapeamento de QTLs

A significancia de um QTL ¢ atribuida pela razdo de verossimilhanga entre a
probabilidade de existéncia do QTL e a probabilidade de que nenhum QTL existe em
determinada posicdo do mapa de ligacdo. A estatistica LR esta associada ao qui-quadrado (x?)
com 2 graus de liberdade, para o caso de mapeamento considerando-se a populagdo F,. O nivel
critico foi estabelecido, conforme ZENG (1994), utilizando nivel de significancia (o) de 10%

para o mapa.
2.1.8 Mapeamento de QTLs utilizando a metodologia de marca simples

As analises de marca simples foram realizadas, conforme descrito no item 3.1.8 (Capitulo

3).
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2.1.9 Mapeamento de QTLs utilizando a metodologia de mapeamento por intervalo simples

A presenga do QTL foi testada, utilizando-se a razdo de verossimilhang¢a, assumindo QTL
ligado na hipotese alternativa e auséncia de QTLs na hipotese nula. Sob hipotese nula, a
distribuicdo esperada de LR ¢ assintoticamente >, com 2 graus de liberdade para a F, pois, os
parametros “a” (efeito aditivo) e “d” (efeito devido a dominancia) sdo estimados no modelo
completo, mas ndo no modelo reduzido (auséncia de QTL).

A localizagdo mais provavel do QTL foi estimada, utilizando-se a fungdo de

verossimilhanga e plotando uma curva para cada cM do genoma, em valores de LR.
2.1.10. Mapeamento de QTLs utilizando a metodologia de mapeamento por intervalo composto

As analises de mapeamento por intervalo composto foram realizadas, conforme descrito

no item 3.1.10 (Capitulo 3).
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Deteccédo de polimorfismos e selecdo de primers RAPD

Dos 400 primers RAPD avaliados, pertencentes aos kits OPAA, OPAC, OPAE, OPAF,
OPAG, OPAH, OPAI, OPAJ, OPAK, OPAL, OPAN, OPAP, OPAQ, OPAR, OPAS, OPAT,
OPAU, OPAV, OPAW, OPAX, 85 (21,25%), foram selecionados por amplificar fragmentos
polimorficos especificos presentes no Mundo Novo [IAC 464-18 e F; (H 464-2) e ausentes no
Hibrido de Timor 440-22. Destes, 42 (49,41%) foram selecionados por apresentarem padrdo de
polimorfismo mais intenso e reprodutivel. Estes 42 novos primers, selecionados a partir deste
estudo, deram origem a 58 marcadores RAPD (1,38 fragmento polimorfico por primer). Dos 74
primers polimorficos, obtidos por CABRAL (2001) (Quadro 2 - Capitulo 3), 35 (47,30%) foram
reproduzidos pela técnica de RAPD e deram origem a 39 marcadores RAPD (1,11 fragmento
polimorfico por primer). Um total de 97 marcadores RAPD polimoérficos foi avaliado pelo teste
qui-quadrado (P < 0,01), para segregacdo mendeliana esperada de 3:1. Marcadores RAPD
selecionados, a partir do trabalho desenvolvido por CABRAL (2001), sdo identificados com um
asterisco, enquanto os novos marcadores selecionados a partir deste estudo sdo identificados com

dois asteriscos, conforme se observa no Quadro 1.

162



QUADRO 1 - Marcadores RAPD originados do genitor “Mundo Novo IAC 464-18” segregando
na proporc¢ao mendeliana esperada (3:1) e o valor de qui-quadrado significativo a P
< 0,01. O numero “2”, representa o alelo presente no “Hibrido de Timor UFV 440-
22” e o numero “4”, representa o alelo presente no “Mundo Novo [AC 464-18”. O
nimero “9”, representa a classe dos gendtipos que falharam na reacdo de
amplificacdo. Primer com mais de um produto polimorfico foi identificado com as
letras a, b, c e d.

Primer"’ 4 9 2 Probabilidade  Primer” 4 x Probabilidade
(7o) (o)

OPB20* 34 13 - 0,1770 67,3700™ OPWO08* 30 17 3,1280 7,6974™
OPAO1* 30 16 1 2,3480 12,5458"™ OPZ06* 34 13 0,1770 67,370™
OPG15* 31 11 5 0,0320 85,8586 ™ OPPO8™ 34 13 0,1770 67,3700™
OPC02* 28 14 5 0,1556 21,2317 OPG14* 35 12 0,0070 93,28885™
OPD14* 30 12 5 0,2860 59,2980™ OPZ14* 34 13 0,1770 67,3700™
OPK13* 32 15 - 1,1990 27,3605™ OPBA06* 33 14 0,5740 44,8489 ™
OPJ17* 34 12 1 0,0290 86,4813™ OPY17* 31 16 2,0500 15,2242"™
OPLI11* 28 13 6 0,9840 32,1277 OPBD02* 34 13 0,1777 67,3700™
OPG13* 35 12 - 0,0070 93,2885™ OPBE12* 33 14 0,5740 44,8489 ™
OPI20* 35 12 - 0,0070 93,2885™ OPBF18* 31 16 2,050 15,2242"™
OPO06* 35 12 - 0,0070 93,2885™ OPBG19* 32 15 1,1990 27,3605
OPM18* 35 12 - 0,0070 93,2885™ OPS09* 36 11 0,0640 80,0542 ™
OPO015a* 29 18 - 4,4330 3,5258™ OPHO08* 30 17 3,1280 7,6974™
OPO15b* 32 15 - 1,1990 27,3605 ™ OPTO06* 32 15 1,1990 27,3605 ™
OPP16a* 37 10 - 0,3480 55,5522™ OPBDO05* 28 16 3,0300 8,1723™
OPP16b* 35 12 - 0,0070 93,2885™ OPYO01* 29 14 1,3100 25,2381"™
OPVO07* 37 10 - 0,3480 55,5522™ OPMO6a* 35 12 0,0070 93,2885™
OPV08* 36 11 - 0,0640 80,0542 ™ OPMO6b* 32 15 1,1990 27,3605 ™
OPP06a* 28 19 - 5,9650 1,4596 0™ OPR17* 40 7 2,5600 10,9579 ™
OPPO6b* 34 13 - 0,1770 67,3700™ OPAVO06a** 33 14 0,5740 44,8489 ™
OPAWI12%* 32 15 - 1,1990 27,3605™ OPAV06b** 34 13 0,1770 67,3700™
OPAHO09** 31 16 - 2,0500 15,2242"™ OPAVO06c** 33 14 0,5740 44,8489™
OPAHAT1** 36 11 - 0,0640 80,0542™ OPAV06d** 34 13 0,1770 67,3700™
OPALI17** 34 13 - 0,1770 67,3700™ OPAF03a** 36 9 0,6000 43,8578 ™
OPATO2** 34 13 - 0,1770 67,3700™ OPAFO03b** 31 14 0,8960 34,3777™
OPAIQ9** 32 15 - 1,1990 27,3605 ™ OPAGO8** 35 12 0,0070 93,2885™
OPAIl5a** 30 17 - 3,1280 7,6974"™ OPANI12%* 36 11 0,0640 80,0542™
OPAI15b** 33 14 - 0,5740 44,8489 ™ OPAL12%* 35 12 0,0070 93,2885™

1+ = Marcadores RAPD estabelecidos a partir do estudo de CABRAL (2001);

** = Novos marcadores RAPD estabelecidos a partir deste estudo.
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QUADRO 1 - Continuagao...

Primer” 4 2 9 2 Probabilidade Primer¥ 4 2 9 2 Probabilidade
(%) (%)

OPAI18a** 37 10 - 0,3480 55,5522 OPAT13a** 29 18 - 4,4330 3,5258™
OPAI18b** 36 11 - 0,0640 80,0542 ™ OPAT13b** 34 13 - 0,1777 67,3700
OPAAl6a** 32 14 1 0,7250 39,4627"™ OPAUI10** 34 13 - 0,1777 67,3700
OPAA16b** 34 12 1 0,0290 86,4813 OPAU14** 36 11 - 0,0640 80,0542
OPAC15** 34 13 - 0,1770 67,3700™ OPAV(09** 33 14 - 0,5740 44,3489™
OPAEQ7** 35 12 - 0,0070 93,2885 OPAVI17** 28 19 - 5,9650 1,45960™
OPAEQS5** 36 11 - 0,0640 80,0542 OPAEQ9** 34 13 - 0,177 67,3700
OPAEQ3** 33 14 - 0,5740 44,8489™ OPAF10a** 35 12 - 0,0070 93,2885™
OPAF16** 37 10 - 0,3480 55,5522™ OPAF10b** 35 12 - 0,0070 93,2885
OPAF15a** 36 10 1 0,2610 60,9523™ OPAKO02a** 28 19 - 5,9650 1,45960™
OPAF15b** 35 11 1 0,0290 86,4813™ OPAKO02b** 32 15 - 1,1990 27,3605™
OPARO3** 41 6 - 3,7520 52752"™ OPANOSa** 30 17 - 3,1280 7,6974™
OPARI18** 32 15 - 1,1990 27,3605™ OPANOSb** 30 17 - 3,1280 7,6974™
OPAJ13** 31 16 - 2,0500 15,2242 OPANO7a** 30 16 1 2,3480 12,5458 ™
OPAS06** 38 9 - 0,8580 35,4255"™ OPANOQ7b** 31 15 1 1,4200 23,3356 "™
OPAT14%* 31 16 - 2,0500 15,2242 OPAP20a** 35 12 - 0,0070 93,2885"™
OPAV(Q5** 32 15 - 1,1990 27,3605 ™ OPAP20b** 37 10 - 0,3480 55,5522"™
OPAX20%* 32 14 1 0,7250 39,4627™ OPAP20c** 31 16 - 2,0500 15,2242™
OPARO02** 31 15 1 1,4200 23,3356"™ OPAJ1la** 31 16 - 2,0500 15,2242
OPAAI10** 32 15 - 1,1990 27,3605 ™ OPAJ11b** 28 19 - 5,9650 1,4596™
OPAQI19** 33 14 - 0,5740 44,8489™

1% = Marcadores RAPD estabelecidos a partir do estudo de CABRAL (2001);
** = Novos marcadores RAPD estabelecidos a partir deste estudo.

Em café robusta, PAILLARD; LASHERMES; PETIARD (1996) observaram taxa de
polimorfismo com marcadores RAPD igual a 29%, em uma populacdo de duplos hapléides. Em
café arabica, CABRAL (2001) observou taxa de polimorfismo igual a 21,5%, em uma populagdo

de retrocruzamento 1 (RC)).
3.2. Construcéo do mapa de ligacéo
Para constru¢d@o do mapa, foram utilizados os 97 marcadores RAPD que segregaram 3:1

(Quadro 1). Destes 97 marcadores, 35 ndo mostraram-se ligados aos grupos formados. Os outros

62 marcadores foram mapeados em treze grupos de ligagdo (GLs), cobrindo 339,71 cM. A
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Figura 1 ilustra o mapa de ligacdo parcial, obtido a partir da populagao segregante 4 (F,) com 62

marcadores RAPD distribuidos em 13 GLs .
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Figura 1 — Mapa parcial de ligacdo génica de café ardbica com base em marcadores RAPD,
obtido a partir da autofecundagao controlada de uma planta F, (H 464-2), originada do
cruzamento “Mundo Novo TAC 464-18 x Hibrido de Timor UFV 440-22”. Os
marcadores RAPD estdo indicados no lado direito de cada grupo de ligagdo, e as

distancias em cM, no lado esquerdo de cada grupo.
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Figura 1 — continuacao....
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Considerando todos os grupos, a distdncia média entre dois marcadores foi 6,93 cM e,
dentro de cada grupo, a distancia média variou de 2,0 cM (GL 6) a 18,16 cM (GL 13). O maior
intervalo entre dois marcadores foi de 20,58 ¢cM (GL 2), sendo que 97,96% dos intervalos foram
menores do que 20 cM, o que torna este mapa apropriado para o mapeamento de QTLs, cujos
modelos admitem intervalos de até¢ 20 cM entre marcadores.

Os mapas de ligagcdo sdo baseados na freqiiéncia de recombinagdo entre dois marcadores
adjacentes, apresentando, normalmente, variagdes no tamanho e no comprimento dos GLs, de
acordo com o nivel de saturacdo do mapa e com a natureza dos marcadores utilizados no
mapeamento. A diferenca observada entre o nimero de GLs obtidos (13) e o numero de
cromossomos da espécie C. arabica (n = 22) é devida a baixa satura¢do do mapa, ao tipo de
marcador utilizado e ao tamanho da amostra. A maior densidade de marcadores foi observada
nos LGs 1 a 5. Os demais marcadores distribuiram-se nos oito GLs, contendo entre trés ou dois
marcadores cada. Portanto, o nimero de grupos de ligagdo obtidos no presente estudo ¢ inferior
ao correspondente numero haploide de cromossomos (22). Sendo assim, o genoma de C.

arabica, foi parcialmente, explorado e muitas regides ainda ndo foram identificadas.

3.3 Teste de normalidade

Em analogia ao exposto no item 4.3 (Capitulo 3), a caracteristica VIVG (épocas 1 a 5) foi
a unica que mais se desviou da distribuicdo normal, o que leva a rejeicdo da hipdtese, mesmo a
1% de probabilidade. As estimativas de simetria e curtose confirmaram que esta caracteristica foi
a mais divergente, em relacdo a distribui¢do normal. Embora as caracteristicas PRAP, NNRP,
NNRL (época 1) tenham sido significativas para o teste de Lilliefors, as estimativas de curtose e
simetria estdo dentro do padrdo de distribui¢do normal. O mesmo foi observado para as
caracteristicas PRAP, NRAL e NNRP (época 2), PRAP, NRAL e NNRP (épocas 3 a 5) e para o
DIAC (épocas 4 ¢ 5) (dados nao apresentados).

As possiveis explicagdes para a ndo normalidade dos dados da caracteristica VIVG sdo as
mesmas apresentadas no item 4.3 (Capitulo 3).

Para que um marcador seja eficiente na sele¢do indireta, ¢ essencial que ele seja herdavel
e de facil avaliagdo. Outro ponto fundamental ¢ que o marcador esteja intimamente ligado ao

alelo, que se deseja selecionar, pois, assim eles tendem a ficar juntos e sempre que um individuo

168



expressar o fenotipo do marcador, ele devera também ser portador do alelo de interesse
(FERREIRA; GRATTAPAGLIA, 1998; LANZA; GUIMARAES; SHUSTER, 2000).

No Capitulo 1 (Quadros 6 e 7) sdo apresentadas as estimativas dos coeficientes de
repetibilidade e seus respectivos coeficientes de determinagdo para as nove caracteristicas
agronOmicas, avaliadas neste estudo. Segundo essas analises, os coeficientes de repetibilidade (r)
e seus respectivos coeficientes de determinagio (R?) variaram de 0,80 (91,40%) para o NNRP a
0,99 (99,97%) para a ALPR. Para o DIAC, as estimativas de r variaram de 0,84 a 0,85 ¢ os
valores de R oscilaram de 95% a 99,97%. As correlagdes fenotipicas (rp) entre essas
caracteristicas, também, foram avaliadas. Embora os valores absolutos dos coeficientes de
correlagdo fenotipica entre estas caracteristicas sejam reduzidos (épocas 1 a 5), algumas
caracteristicas exibiram valores de r¢ significativos a 1% de probabilidade pelo teste t (Capitulo 2

- Quadro 5).

3.4. Mapeamento de QTLs utilizando a metodologia de marca simples

A metodologia de marca simples indicou associacdes significativas (P < 0,05) entre
marcadores e a variagdo das nove caracteristicas avaliadas nas diferentes épocas (dados nao
apresentados). Nos Quadros 2 a 7 sdo apresentadas as associagdes significativas (P < 0,01) entre
marcadores e a variagdo das diferentes caracteristicas avaliadas pela marca simples, nas

diferentes épocas.
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Quadro 2 — Mapeamento de QTLs da caracteristica altura da planta avaliada na populacao
segregante 4, F, de café arabica avaliada em cinco €épocas (17 meses - época 1, 20
meses - época 2, 23 meses - época 3, 29 meses - época 4 € 32 meses - €poca 5),
utilizando as metodologias de analise de variancia e de regressao linear simples.

Altura da planta — época 1 (17 meses)

Marca Prob(F)¥ Média(2) Média(4) R2(%) Grupo de ligag&o?
0PB20 0,0067 ** 60,3460 50,5790 15,2416 1

0OPG15 0,0012 *=* 62,4000 50,6290 23,4140 NL

OPAC15 0,0067 ** 60,3460 50,5790 15,2416 1

OPAU10 0,0067 ** 60,3460 50,5790 15,2416 1

OPWO8 0,0082 ** 58,9470 50,0700 14,5284 1

0Pz06 0,0067 ** 60,3460 50,5790 15,2416 1

Epoca 2 — 20 meses
Marca Prob(F)Y Média(2) Média(4) RZ(%) Grupo de ligacdo”
OPG15 0,0060 ** 70,2730 60,8870 17,3852 NL

Epoca 3 — 23 meses
Marca Prob(F)* Média(2) Média(4) RZ(%) Grupo de ligacdo

Epoca 4 — 26 meses
Marca Prob(F)Y Média(2) Média(4) RZ(%) Grupo de ligacédo

Epoca 5 — 29 meses
Marca Prob(F)Y Média(2) Média(4) RZ (%) Grupo de ligacéo

: *¥* = gignificativo a 1% de probabilidade;
=: NL = ndo ligado.

2

Quadro 3 — Mapeamento de QTLs da caracteristica diametro da copa avaliada na populagao
segregante 4, F, de café arabica avaliada em cinco épocas (17 meses - época 1, 20
meses - época 2, 23 meses - época 3, 29 meses - época 4 ¢ 32 meses - ¢época 5),
utilizando as metodologias de analise de variancia e de regressao linear simples.

Diametro da copa época: época 1 — 17 meses
Marca Prob(F)* Média(2) Média(4) RZ(%) Grupo de ligacdo

Epoca 2 — 20 meses
Marca Prob(F)Y Média(2) Média(4) RZ(%) Grupo de ligacéo
OPAF10a 0,0092 ** 75,8330 61,5400 14,1500 1

Epoca 3 — 23 meses

Marca Prob(F)Y Média(2) Média(4) RZ(%) Grupo de ligacdo
OPAO1 0,0051 ** 80,7310 65,8270 16,5177 1
OPAF10a 0,0083 ** 82,7580 67,5060 14,4761 1
OPATO2 0,0093 ** 82,0150 67,3410 14,1009 1

1 #% = significativo a 1% de probabilidade.

170



QUADRO 3 — Continuagao...

Epoca 4 — 26 meses

Marca Prob(F)Y Média(2) Média(4) RZ(%) Grupo de ligacgédo
OPAO1 0,0043 ** 83,8250 68,2070 17,0768 1
OPK13 0,0093 ** 83,9800 69,4310 14,1147 1
0OPS09 0,0087 ** 61,7180 77,8500 14,3166 5
OPAF10a 0,0034 ** 86,9750 69,6510 17,5106 1
OPATO02 0,0075 ** 85,3150 69,7760 14,8266 1
Epoca 5 — 29 meses
Marca Prob(F)¥ Média(2) Média(4) R=(%) Grupo de ligacéo
OPAO1 0,0035 ** 86,7690 70,3030 17,8102 1
OPK13 0,0075 ** 86,9670 71,5660 14,8410 1
OPS09 0,0078 ** 63,5450 80,4330 14,7220 5
OPAF10a 0,0024 ** 90,2250 71,7690 18,6492 1
OPATO02 0,0063 ** 88,3150 71,9560 15,4200 1

I, #* = gignificativo a 1% de probabilidade;

QUADRO 4 — Mapeamento de QTLs da caracteristica nimero de ramos laterais avaliada na
populagdo segregante 4, F, de café arabica avaliada em cinco épocas (17 meses -
época 1, 20 meses - €poca 2, 23 meses - época 3, 29 meses - época 4 € 32 meses -
época 5), utilizando as metodologias de analise de variancia e de regressao linear

simples.
Numero de ramos laterais: época 1 — 17 meses
Marca Prob(F)Y Média(2) Média(4) RZ(%) Grupo de ligacdo
Epoca 2 — 20 meses
Marca Prob(F)* Média(2) Média(4) RZ(%) Grupo de ligacdo
OPCO2 0,0086 ** 10,3570 12,9640 16,0357 2
Epoca 3 — 23 meses
Marca Prob(F)¥ Média(2) Média(4) RZ(%) Grupo de ligacdo
OPAX20 0,0049 ** 12,0710 14,8750 16,6059 2
Epoca 4 — 26 meses
Marca Prob(F)Y Média(2) Média(4) RZ(%) Grupo de ligacdo
OPAX20 0,0098 ** 15,7860 18,6880 14,2068 2
Epoca 5 — 29 meses
Marca Prob(F)Y

Mé&dia(2)

Média(4) RZ(%)

Grupo de ligacéo

A #* = gignificativo a 1% de probabilidade;
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QUADRO 5 — Mapeamento de QTLs da caracteristica nimero de n6és no ramo principal avaliada
na populagdo segregante 4, F, de café¢ arabica avaliada em cinco épocas (17
meses - €época 1, 20 meses - €poca 2, 23 meses - época 3, 29 meses - época 4 e 32
meses - ¢época 5), utilizando as metodologias de andlise de variancia e de
regressao linear simples.

Numero de nds no ramo principal: época 1 — 17 meses
Marca Prob(F)Y Média(2) Média(4) RZ(%) Grupo de ligacéo

Epoca 2 — 20 meses
Marca Prob(F)¥ Média(2) Média(4) R2(%) Grupo de ligacéo

Epoca 3 — 23 meses
Marca Prob(F)Y Média(2) Média(4) RZ(%) Grupo de ligacéo
OPAX20 0,0090 ** 7,1430 8,3750 14,4958 2

Epoca 4 — 26 meses
Marca Prob(F)Y Média(2) Média(4) RZ(%) Grupo de ligacgédo
OPAX20 0,0042 ** 9,0710 10,7190 17,1809 2

Epoca 5 — 29 meses
Marca Prob(F)Y Média(2) Média(4) RZ(%) Grupo de ligacdo

1 #% = significativo a 1% de probabilidade.

QUADRO 6 — Mapeamento de QTLs da caracteristica nimero de nds nos ramos laterais avaliada
na populagdo segregante 4, F, de café arabica avaliada em cinco épocas (17
meses - €poca 1, 20 meses - época 2, 23 meses - época 3, 29 meses - época 4 e 32
meses - ¢época 5), utilizando as metodologias de andlise de varidncia e de
regressao linear simples.

Numero de nds nos ramos laterais: época 1 — 17 meses
Marca Prob(F)Y Média(2) Média(4) RZ (%) Grupo de ligacdo?

Epoca 2 — 20 meses
Marca Prob(F)Y Média(2) Média(4) RZ(%) Grupo de ligacéo
OPAX20 0,0090 10,9290 13,8440 14,5225 2

Epoca 3 — 23 meses
Marca Prob(F)Y Média(2) Média(4) RZ(%) Grupo de ligacdo

Epoca 4 — 26 meses

Marca Prob(F)Y Média(2) Média(4) RZ(%) Grupo de ligacdo?
OPK13 0,0056 ** 18,667 15,438 15,8544 1

0PS09 0,0071 ** 13,818 17,278 15,0131 5

OPAF10a 0,0018 ** 19,333 15,486 19,6951 1

OPATO2 0,0091 ** 18,769 15,588 14,1669 1

OPR17 0,0094 ** 19,857 15,875 14,0643 NL

I #% = significativo a 1% de probabilidade;

: NL = ndo ligado.

2
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Quadro 6 — Continuagao...

Epoca 5 — 29 meses

Marca Prob(F)Y Média(2) Média(4) RZ(%) Grupo de ligacdo?
0OPS09 0,0040 ** 14,364 18,444 16,9509 5
OPAEOQ7 0,0062 ** 14,667 18,457 15,5111 5
OPAF10a 0,0097 ** 20,167 16,571 13,9544 1
OPAQ19 0,0093 ** 15,071 18,515 14,0833 5

A #* = gignificativo a 1% de probabilidade;
Z: NL = ndo ligado.

Quadro 7 — Mapeamento de QTLs da caracteristica altura do primeiro ramo avaliada na
populagdo segregante 4, F, de café ardbica avaliada em cinco épocas (17 meses -
época 1, 20 meses - época 2, 23 meses - ¢poca 3, 29 meses - época 4 ¢ 32 meses -
época 5), utilizando as metodologias de analise de variancia e de regressao linear

simples.
Altura do primeiro ramo: época 1 — 17 meses

Marca Prob(F)¥ Média(2) Meédia(4) RZ(%) Grupo de ligacdo?
OPAAl6Ga 0,0068 ** 23,3570 27,5250 15,4937 3
OPAEO5 0,0034 ** 29,8820 25,1140 17,5169 4
OPAF15a 0,0038 ** 22,3200 27,0420 17,5541 NL
OPG14 0,0022 ** 29,8250 24,9970 19,0486 4
OPAI115b 0,0070 ** 29,1070 25,0090 15,0974 4

Epoca 2 — 20 meses
Marca Prob(F)Y Média(2) Média(4) RZ(%) Grupo de ligacdo?
OPAA16 0,0070 ** 23,3710 27,5250 15,4112 3
OPAEO5 0,0034 ** 29,8820 25,1190 17,5026 4
OPAF15 0,0039 ** 22,3400 27,0420 17,4333 NL
OPG14 0,0022 ** 29,8250 25,0030 19,0322 4
OPAI115b 0,0070 ** 29,1070 25,0150 15,0755 4

Epoca 3 — 23 meses
Marca Prob(F)¥ Média(2) Média(4) RZ(%) Grupo de ligac&do?
OPAA16 0,0077 ** 23,8570 27,934 15,0575 3
OPAEO5 0,0025 ** 30,4090 25,539 18,5780 4
OPAF15 0,0036 ** 22,7800 27,497 17,7145 NL
OPG14 0,0019 ** 30,2920 25,440 19,5543 4
OPAI115b 0,0069 ** 29,5360 25,467 15,1300 4

Epoca 4 — 26 meses
Marca Prob(F)Y Média(2) Média(4) RZ(%) Grupo de ligacdo?
OPAAl6Ga 0,0077 ** 23,857 27,934 15,0575 3
OPAEO5 0,0025 ** 30,409 25,539 18,578 4
OPAF15a 0,0036 ** 22,780 27,497 17,7145 NL
OPG14 0,0019 ** 30,292 25,440 19,5543 4
OPAI115b 0,0069 ** 29,536 25,467 15,1300 4

Epoca 5 — 29 meses
Marca Prob(F)¥ Média(2) Média(4) RZ(%) Grupo de ligacdo?
OPAAl6a 0,0077 ** 23,857 27,934 15,0575 3
OPAEO5 0,0025 ** 30,409 25,539 18,5780 4
OPAF15a 0,0036 ** 22,780 27,497 17,7145 NL
OPG14 0,0019 ** 30,292 25,440 19,5543 4
OPAI115b 0,0069 ** 29,536 25,467 15,1300 4

A, #* = gignificativo a 1% de probabilidade;
Z: NL = ndo ligado.

173



A metodologia de marca simples indicou, na época 1, seis marcadores associados a
caracteristica ALT (P < 0,01), sendo um nao ligado, os quais explicam de 14,53% a 23,41% da
variacdo fenotipica desta caracteristica. Nas demais €pocas, o nimero de marcadores que
mostraram tal associagdo foram: época 2 - um marcador ndo ligado, explicando 17,39% da
variagdo fenotipica desta caracteristica. Nas épocas 3, 4 e 5, nenhum marcador demonstrou tal
associacao.

Associado ao DICP, na época 1, ndo encontraram-se marcadores. Nas demais épocas, o
numero de marcadores que mostraram esta associagao foram: época 2 - um marcador mostrou tal
associacdo (P < 0,01) e explica 14,15% da variagdo fenotipica desta caracteristica; época 3 - trés
marcadores explicam de 14,10% a 16,52% da variagdo fenotipica desta caracteristica; época 4 -
cinco marcadores explicam de 14,11% a 17,51% da variagdo fenotipica desta caracteristica;
época 5 - cinco marcadores explicam de 14,72% a 18,65% da variagdo fenotipica dessta
caracteristica.

Nas épocas 1 e 5, observa-se que ndo houve marcadores associados ao NRAL. Nas
épocas 2 a 4, um marcador exibiu tal associagdo (P < 0,01) e explica 16,04%, 16,61% ¢ 14,21%
da variacao fenotipica desta caracteristica, respectivamente.

Nas épocas 1, 2 e 5, observa-se que ndo houve marcadores associados ao NNRP. Nas
épocas 3 e 4, um marcador exibiu tal associagdo (P < 0,01) e explica 14,50% e 17,18% da
variagdo fenotipica desta caracteristica, respectivamente.

Verifica-se, nas épocas 1 e 3, que ndo houve marcadores associados ao NNRL. Nas
demais épocas, o nimero de marcadores apresentando tal associa¢do foram: época 2 - um
marcador (P <0,01) e explica 14,52% da variacdo fenotipica desta caracteristica; época 4 - cinco
marcadores, sendo um nao ligado, explicam de 14,06% a 19,70% da variagdo fenotipica desta
caracteristica; época 5 - quatro marcadores explicam de 13,95% a 16,95% da variagao fenotipica
desta caracteristica.

Associados ao ALPR, foram encontrados cinco marcadores (P < 0,01), sendo um nao
ligado, explicam de 15,10% a 19,05% da varia¢do fenotipica desta caracteristica. Nas demais
épocas, o numero de marcadores apresentando tal associagao foram: época 2 - cinco marcadores,
sendo um nao ligado, explicam 15,08% a 19,03% da variagdo fenotipica desta caracteristica;
época 3 - cinco marcadores, sendo um ndo ligado, explicam 15,13% a 19,55% da variagao

fenotipica desta caracteristica; época 4 - cinco marcadores, sendo um ndo ligado, explicam
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15,06% a 19,55% da variacao fenotipica desta caracteristica; época 5 - cinco marcadores, sendo
um ndo ligado, explicam 15,06% a 19,55% da variagao fenotipica desta caracteristica.

Associados as caracteristicas VIVG, PRAP e DIAC (épocas 1 a 5), ndo encontraram-se

marcadores (P < 0,01). Por outro lado, quando se considerou probabilidade P < 0,05, dentre as
nove caracteristicas avaliadas, apenas o DIAC (época 3) ndo mostrou associagdo com alguns dos
marcadores analisados (dados nao apresentados).

Em analogia ao apresentado no item 4.4 (Capitulo 3 ), a metodologia de marca simples
indicou marcadores importantes para a expressao das caracteristicas avaliadas. Embora fossem
significativos a 1% e 5% esses marcadores, ndo agruparam em nenhum grupo. A presenca de
marcadores ndo ligados e relacionados a maioria das caracteristicas quantitativas sugere que mais
de uma regido do genoma esta relacionada a expressao destas caracteristicas.

Além de indicar marcadores consistentes, que explicam as variagdes das caracteristicas
ALTP, DICP, PRAP, NRAL, NNRP, NNRL e ALPR para a populagdo segregante 4 (F,)
(épocas 1 a 5), a marca simples discriminou trés marcadores associados a mais de uma
caracteristica, indicando efeitos pleiotropicos no controle genético destas caracteristicas. Tais
marcadores sdo: a) OPAL12 associado a PRAP e a ALPR; b) OPAX20 associado ao NRAL e
ao NNRP; e ¢c) OPARO2 associado ao NNRL e ao ALPR (Quadro 8).

Quadro 8 — Marcadores que explicam as variagdes das caracteristicas consistentes para a

populacgdo segregante 4 (F,) nas épocas 1 a5 .

Caracteristicas Marcadores
Altura da planta OPG15, OPANO7b e OPWO08
Diametro da copa OPB20, OPK13, OP16a, OPACI15, OPAGOS,
OPAU10, OPAF10a, OPAT02 e OPZ06
Posi¢do da ramificag@o primaria OPAL12 e OPAIl8a
Numero de ramos laterais OPAX20
Numero de nds no ramo principal OPAX20
Numero de nos nos ramos laterais OPARO02
Altura do primeiro ramo OPAEO05, OPG14, OPALI12 e OPARO02

Todas as caracteristicas avaliadas neste estudo sdo de natureza quantitativa, sendo,

portanto, influenciadas por varios locos de efeitos menores, conforme se observa nos Quadros 2

175



a 7. No presente estudo, ndo foram detectados QTLs de efeitos maiores, mesmo com as altas
estimativas de repetibilidade exibidas por algumas das caracteristicas avaliadas (Capitulo 1 -
Quadro 6). Tal fato pode ser justificado pela baixa saturagao do mapa genético e o tamanho da
amostra.

Em analogia ao exposto para a populagdo segregante 3 (RC)), item 4.4 (Capitulo 3), a
analise da média dos gendtipos para cada marcador, que se apresentou associado ao fenotipo
(andlise de variancia) indicou que a média dos individuos que possuem a marca (genotipo: AA
ou Aa) ¢, na maioria das vezes, inferior ao valor médio observado nos individuos que nao a
possuem (genotipo: aa).

Para posicionar os QTLs ao longo dos grupos de ligacdo e aumentar a precisao das
estimativas de efeito e posicao, foram utilizadas as metodologias de mapeamento por intervalo
simples (LANDER; BOTSTEIN, 1989) e mapeamento por intervalo composto (ZENG, 1993,
1994; JANSEN; STAM, 1994).

3.5. Mapeamento de QTLs utilizando a metodologia de mapeamento por intervalo simples

No Quadro 9 sdo apresentados os numeros de marcadores e de intervalos presentes nos

grupos de ligagdo (GLs) da populacdo segregante 4 (F,), além dos valores de LR critico.
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Quadro 9 — Grupos de ligagdo, numero de marcadores e de intervalos, e valores de LR critico
obtidos conforme ZENG (1994), considerando nivel de significancia (o) de 10%

para o mapa e grau de liberdade de 2.

Grupo de ligagdo Numero de marcadores Numero de Intervalos Valor de LR critico
1 12 11 14,4340
2 10 9 14,0340
3 8 7 13,5300
4 9 8 13,7980
5 6 5 12,858
6 2 1 12,858
7 3 2 11,026
8 2 1 11,026
9 2 1 11,026
10 2 1 11,026
11 2 1 11,026
12 2 1 11,026
13 2 1 11,026

Analisando o Quadro 9, verifica-se que os cinco primeiros GLs apresentam maior
nimero de marcadores e de intervalos.

Na analise de mapeamento por intervalo simples, foi detectado e identificado um QTL
associado a ALPR. Tal QTL foi consistente nas cinco sucessivas épocas de avaliagdo e esta
presente no GL 4 da populacao segregante 4, F,. A proporc¢ao de variacdao fenotipica explicada
por este QTL foi 29,41% (épocas 1 e 2) e 30,45% (épocas 3 a 5), respectivamente, como se

observa no Quadro 10.
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Quadro 10 — Associacdes entre marcadores e fendtipos detectadas por meio de mapeamento por

intervalo simples, indicando valores maximo de LR, a propor¢do da variancia
fenotipica explicada pelo marcador (R?), o efeito aditivo (a) e devido aos devios
da dominancia (d) da regido ou do marcador na média do fendtipo, para a
caracteristica altura do primeiro ramo, considerando cinco épocas.

Epoca 1 — 17 meses

Fenotipo GLY Marcadores entre Posicio? LRY Meédia R%(%) a d
o intervalo cM
Altura do 4 OPAEO5 13,41- 17,42 18,3227 40,4601 29,4 9,3975 28,4667
primeiro OPG14
ramo
Epoca 2 — 20 meses
Fenotipo GLY  Marcadores entre Posigdo? LR¥ Média R*(%) a d
o intervalo cM
Altura do 4 OPAEO0S5 13,41- 17,43 18,3278 40,4689 29,41 9,4062 -28,4758
primeiro OPG14
ramo
Epoca 3 — 23 meses
Fenotipo GLY  Marcadores entre Posigio” LRY Média R (%) a d
o intervalo cM
Altura do 4 OPAEO0S 13,41-17,43 19,2664 40,9905 30,45 9,4291 -28,6293
primeiro OPG14
ramo
Epoca 4 — 26 meses
Fenotipo GLY  Marcadores entre Posicio” LRY Meédia R* (%) a d
o intervalo cM
Altura do 4 OPAEO05 13,41-17,43 19,2664 40,9905 30,45 9,4291 -28,6293
primeiro OPG14
ramo
Epoca 5 — 29 meses
Fenotipo GLY  Marcadores entre Posigao” LRY Meédia R* (%) a d
o intervalo cM
Altura do 4 OPAEO05 13,41-17,43 19,2664 40,9905 30,45 9,4291 -28,6293
primeiro OPG14
ramo

R

I GL = grupo de ligagdo;
!: ¢M = centiMorgan;
: LR =razdo de verossimilhanga..
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Nas Figuras 2 A, B, C, D e E, observa-se a presenga de um QTL no mapa de ligagao
parcial da populacdo segregante 4 (F,) ligado a ALPR. A identifica¢do e detec¢do de apenas um
QTL associado a ALPR, podera ser o ponto de partida no processo de determinagdo de
marcadores-QTL para esta caracteristica, desde que se confirme a consisténcia de tal QTL em

outras populagdes, com maior nimero de progénies e boa cobertura do genoma com outros tipos

de marcadores.
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Figura 2 — Mapeamento por intervalo simples indicando a presenga de QTL para a caracteristica altura do primeiro ramo

associada aos locos OPAEOS e OPG14 (GL 4) nas cinco épocas de avaliagdo denominadas A: época 1, B: época 2,
C: época 3, D: época 4 e E: época 5, respectivamente, e a curva da razdo de verossimilhanga representada na figura a
direita. Nestas figuras na ordenada esta disposto a escala dos valores de LR para cada grupo de ligagdo analisado.
Na abscissa esta a representagdo do grupo de ligagdo e as distdncias em c¢cM (centiMorgan). A linha horizontal

indica o valor de LR e o limite de significancia estatistico para cada grupo de ligagdo. A regido acima do limite de

LR ¢ candidata a conter um QTL.
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A pouca acurdcia de tal QTL, além da baixa saturagdo do mapa, dificulta sua
implementacdo em procedimentos de selecdo assistida. Na andlise de QTL, importantes
consideragdes sdao envolvidas na implementacdo dos testes estatisticos, tais como a normalidade
dos dados fenotipicos, a herdabilidade das caracteristicas avaliadas, o tamanho da amostra, e
outros. Neste sentido, a distribuicao ¢ mais prejudicada, quando se utiliza um pequeno nimero de

progénies, como no presente caso.

3.6. Mapeamento de QTLs utilizando a metodologia de mapeamento por intervalo
composto

No Quadro 11, ¢ apresentado um resumo dos resultados da metodologia de mapeamento

por intervalo composto, para a caracteristica ALPR nas cinco sucessivas €pocas de avaliagao.

Quadro 11 — Associagdes entre marcadores e fenotipos detectadas por meio de mapeamento por intervalo
composto, indicando valores maximo de LR, propor¢do da variancia fenotipica explicada
pelo marcador (R?) ¢ o efeito aditivo (a) e de dominancia (d) da regido ou do marcador na

média do fendtipo, para a caracteristicas altura da planta, em cinco épocas .

Epoca 1 — 17 meses

Fenotipo GLY Marcadores Posigﬁol LR¥ Média Rz(%) A d Cofatores
entre o cM utilizados/
intervalo grupo de
ligagdo
Altura do 4 OPAEO0S 13,41- 17,43 17,6868 42,1949 29,14 7,7884 -25,0799 OPWOS (1)
primeiro OPG14

ramo

Epoca 2 — 20 meses

Fenotipo GLY Marcadores PosigéoL LR¥ Média Rz(%) A d Cofatores
entre o cM utilizados/
intervalo grupo de
ligagdo
Altura do 4 OPAEOS 13,41- 17,43 17,6868 42,1949 29,14 7,7884 25,0799 OPWOS (1)
primeiro OPG14

ramo

“: GL = grupo de ligago;
“: ¢cM = centiMorgan;
: LR =razdo de verossimilhanga..
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Quadro 11 — Continuagao...

Epoca 3 — 23 meses

Fenotipo GLY Marcadores Posigéol LR¥ Média Rz(%) A d Cofatores

entre o cM utilizados/

intervalo grupo de
ligagdo
Altura do 4 OPAEO0S5 13,41-17,43 17,7081 42,7895 30,32 7,7427 -25,0896 OPWO8 (1)
primeiro OPG14
ramo
Epoca 4 — 26 meses

Fenotipo GLY Marcadores Posigéol LR¥ Média Rz(%) A d Cofatores

entre o cM utilizados/

intervalo grupo de
ligagdo
Altura do 4 OPAEO0S5 13,41-17,43 18,7081 42,7895 30,32 7,7427  -25,0896 OPWOS (1)
primeiro OPG14
ramo
Epoca 5 — 29 meses
Fenotipo GLY Marcadores Posi¢ao™ LRY Média R* (%) A d Cofatores
entre o intervalo cM utilizados/
grupo de ligagdo

Altura do 4 OPAEO05 13,41-17,43 18,7081 42,7895 30,32 7,7427 -25,0896 OPWO08 (1)
primeiro ramo OPG14

: GL = grupo de ligagdo;
“: ¢cM = centiMorgan;
: LR =razdo de verossimilhanga.

(SIS

Em analogia ao exposto para o mapeamento por intervalo simples, a analise de

mapeamento por intervalo composto detectou apenas um QTL no mapa de ligagdo da populagao

segregante 4 (F,), associado a ALPR (épocas 1 a 5). Este QTL localizado no GL 4 ¢ responsavel

por 29,14% (épocas 1 e 2) e 30,32% (épocas 3 a 5) da variagdo fenotipica, explicada por este

QTL nessas épocas, respectivamente.

Nas Figuras 3 A, B, C, D ¢ E, observa-se a presenca de um QTL no mapa parcial de

ligagdo da populagdo segregante 4 (F,), associado a caracteristica ALPR. Tal QTL esta

localizado no GL 4, indicando que essa regido poderd ser importante na sele¢do assistida por

marcadores.
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Figura 3 — Mapeamento por intervalo composto indicando a presenca de QTL para a caracteristica altura do primeiro ramo
associada aos locos OPAEQOS e OPG14 (GL 4) nas cinco épocas de avaliacdo denominadas A: época 1, B: época 2,
C: época 3, D: época 4 e E: época 5, respectivamente, e a curva da razdo de verossimilhanca representada na
figura a direita. Nestas figuras na ordenada estd disposto a escala dos valores de LR para cada grupo de ligacdo
analisado. Na abscissa esta a representagdo do grupo de ligagdo e as distancias em cM (centiMorgan). A linha
horizontal indica o valor de LR e o limite de significancia estatistico para cada grupo de ligagdo. A regido acima

do limite de LR ¢é candidata a conter um QTL.
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Os marcadores associados a caracteristica ALPR, por meio das anélises de marca simples
(épocas 1 a 5), estdo localizados no mesmo grupo de ligagdo. Representam uma regido
gendmica, quando analisados por meio das metodologias de mapeamento por intervalo simples e
pelo mapeamento por intervalo composto. Desta forma, apenas um QTL foi detectado e
identificado no GL 4, influenciando tal caracteristica.

O mapeamento por intervalo composto, em que marcadores proximos ao intervalo
analisado sdo utilizados como cofatores, para contornar a variagdo genética dos outros possiveis
QTLs, confirmou um QTL associado a ALPR. Tal QTL havia sido, previamente, detectado por
meio das metodologias de marca simples e pelo mapeamento por intervalo simples.

As andlises de mapeamento por intervalo simples e mapeamento por intervalo composto
(épocas 1 a 5) indicaram efeitos genéticos aditivos e de dominancia, cujos valores sdo positivos
e negativos, respectivamente (épocas 1 a 5). Como o valor de “d” depende do grau de
dominancia e, neste estudo, este valor foi negativo, tal fato indica dominéncia do alelo A, sobre
o alelo A;. Essas analises evidenciaram predominancia de efeitos devido a dominancia sobre os
efeitos aditivos. Observa-se que as estimativas de LR e R% obtidas por meio das metodologias de
mapeamento por intervalo simples e mapeamento por intervalo composto foram, concordantes

(Quadros 10 e 11).

3.7. Correlacdes fenotipicas entre as caracteristicas agronémicas

Os coeficientes de correlagdes fenotipicas entre as nove caracteristicas agrondmicas
avaliadas sdo apresentados no Capitulo 2 (Quadro 5), cujos valores foram testados pelo teste t a
1% e 5% de probabilidade. Embora os valores absolutos dos coeficientes de correlagao nas cinco
épocas de avaliacdo, na populagdo segregante 4 (F,) tenham sido reduzidos, um coeficiente de
correlacdo fenotipica foi significativo a 1% de probabilidade e outros dezesseis foram
significativos a 5%, considerando-se a €¢poca 1. Nas demais €pocas, os resultados foram: época 2
- quatro e vinte coeficientes foram significativos a 1% e 5%, respectivamente; época 3 - dois e
vinte coeficientes foram significativos, a 1% e 5%, respectivamente; época 4 - dois e vinte
coeficientes foram significativos a 1% e 5%, respectivamente; e época 5 - cinco e quinze

coeficientes foram significativos a 1% e 5%, respectivamente.
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As trés metodologias de mapeamento (marca simples, mapeamento por intervalo simples
e mapeamento por intervalo composto), utilizadas no presente estudo, foram concordantes
quanto a detecc¢do e identificagdo de um QTL no GL 4 associado a ALPR. Tal QTL foi consistente,
nas cinco sucessivas épocas de avaliacdo e explica entre 29,14% a 29,41% (épocas 1 e 2) e entre
30,32% a 30,45% (épocas 3 a 5) da variacdo fenotipica desta caracteristica. A baixa saturacao do
mapa, o tipo de marcador utilizado e o tamanho da amostra contribuiu para a ndo detec¢do dos
outros QTLs, que se acredita serem de heranca quantitativa, os quais foram previamente
detectados pela metodologia de marca simples (Quadros 2 a 7).

Avaliando as duas populagdes segregantes (F; e 3,RC,), verificou-se que o numero de grupos
de ligacdo obtidos para as duas populagdes segregantes ¢ inferior ao correspondente nimero haploide
de cromossomos (22). Portanto, conclui-se que o genoma de C. arabica foi parcialmente explorado e

muitas regides, ainda, ndo foram identificadas.
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4. CONCLUSOES

(1). As trés metodologias de mapeamento utilizadas (marca simples, mapeamento por intervalo
simples e mapeamento por intervalo composto) identificaram marcadores moleculares ligados a

caracteristicas de importancia agrondmica em cafeeiro.

(2). As metodologias de marca simples, mapeamento por intervalo simples e mapeamento por
intervalo composto detectaram ¢ identificaram um QTL, associado a altura do primeiro ramo.
Este QTL foi consistente nas cinco sucessivas €pocas de avaliacdo, e estd presente no grupo de
ligagdo 4 do mapa parcial da populagdo segregante 4 (F,), explicando entre 29,14% a 29,41%
(épocas 1 e 2) e 30,32% a 30,45% (épocas 3 a 5) da variag@o fenotipica da caracteristica altura

do primeiro ramo, associada aos locos OPAEOQS e OPG14.
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