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RESUMO : Uma populacdo de plantas de café, pertencentes a geracdo segregante RC;F, oriunda da
autofecundacdo de uma planta RC; resultante do cruzamento entre Catuai Vermelho (recorrente) e Hibrido de
Timor (doador), foi estudada. Quanto a reacdo de resisténcia ou suscetibilidade a ferrugem do cafeeiro, esta
populacdo apresentou heranca monogénica (proporcéo 3:1), utilizou-se a edtratégia BSA (Bulked Segregant
Andysis) com uso de marcadores RAPD (Random Amplified Polymorfic DNA) para se identificar marcador(es)
ligado(s) a0 gene de resisténcia. Foram identificados dois marcadores ligados a0 gene de resisténcia a ferrugem do
cafeeiro: 0 marcador OPC-09;120 € 0 marcador OPF-152g .

PALAVRAS-CHAVE: Resisténcia, Hemileia vastatrix, RAPD

ABSTRACT: A RC;F; coffee population originated by selfing a RC; plant of a cross between Catuai
Vermelho (recurrent) and Timor Hybrid (donor) was studied. According to the resistance or suceptibilty
reaction to coffee rust, this population showed monogenic inheritance (a proportion of 3:1). BSA strategy
(Bulked Segregant Analysis) using RAPD markers (Random Amplified Polymorfic DNA) was used to
identify markers linked to the resistance gene. They were identified two markers linked to the resistance
gene: the markers OPC-09;320 and OPF-15;4y.

INTRODUCAO

PEREIRA (1995), estudou a heranca da resisténcia as ragas fisoldgicas Il e XXV de H. vastatrix em sete
combinagBes resultantes de hibridagdes do Hibrido de Timor com cafeeiros das cultivares Catuai e Mundo Novo.
Os resultados andisados mostraram que a resisténcia a este fungo, nos descendentes de uma das introducdes, €
conferida por trés genes de segregacao independente e com dominancia completa, e na descendéncia da outra
introdug&o € controlada por um Unico gene com dominancia completa. Diante dos resultados obtidos neste e em
outros trabalhos, ficou destacado o elevado nivel de resisténciaaH. vastatrix nas populagdes derivadas do Hibrido
de Timor. Essa e outras caracteristicas de interesse, diadas a alta capacidade produtiva observada, em condigoes
de campo, para as popul agdes derivadas de cruzamento envolvendo Hibrido de Timor, ressaltam o potencia desse
hibrido para 0 melhoramento genético do cafegiro, visando a obtencdo de cultivares resistentes a ferrugem
(PEREIRA,1995). O objetivo do presente trabaho foi 0 uso de marcadores de DNA, os quais so fatores
genético-moleculares observados na forma de polimorfismo de fragmentos de DNA, no mapeamento de gene de
ressténcia a ferrugem do cafeero, utilizando marcadores RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA)
(WILLIAMSet al., 1990).

MATERIAL E METODOS

A populagdo utilizada no presente traba ho, é proveniente do cruzamento entre Hibrido de Timor CIFC 2234
(UFV 376-2) e Catuai Vermelho LCH 2077-2-5-44 (UFV 2144-32) do qual se obteve H 332-3 (hibrido F; -
do campo de selegdes de hibridos da UFV). Apds obtencdo do hibrido F;, o mesmo foi utilizado num
retrocruzamento com UFV 2144-32, originando a planta H 682-21, a qual por autofecundacdo resultou em
uma populagdo de 261 plantas, das quais utilizaram-se 100 plantas para o presente trabalho, conforme a

seguir:
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Genética

Populagéo F»: UFV 2144-32 C UFV 376-2
3
UFV 2144-32 C H 332-3 (Fy)
3
H 682-21 (RC,)
RA
Populagéo RC;F; (100 plantas)

Inoculacdo: A populagdo de 100 plantas RC;F,, obtida por autofecundag@o do hibrido H 682-21 foi avaliada
em condicbes de Camara de Crescimento pela técnica de discos sendo colocados 20 discos, de cada
individuo, pincelados com esporos do fungo, em um ger-box contendo uma esponja umedecida com agua
destilada. Extracéo de DNA: O DNA foi extraido de folhas jovens do cafeeiro, seguindo o protocolo
modificado de Doyle & Doyle (1990) com a adicdo de PVP-40 (sollvel) no tampéo de extracdo. Apos a
extracdo o DNA foi quantificado em espectrofotémetro, corrido em gel de agarose 0,8 % e armazenado a
4°C. Na época da amplificacdo foi diluido em TE (Tris HCl 10 mM, EDTA 1 mM, pH 8,0) para uma
concentracdo final de 10 ng/pl. Preparo de Bulks de DNA paraidentificacéo de marcadores RAPD: A andlise
de mistura de segregantes (BSA-Bulk Segregant Anaysis), € um método rapido de identificacdo de
marcadores ligados a uma regido especifica do genoma (MICHELMORE et al., 1991). De uma populagdo
segregante RC,F,, dez plantas resistentes e dez plantas suscetiveis foram selecionadas para respectiva
producéo de bulk de DNA, sendo assim cada bulk, constituido por individuos idénticos para a caracteristica
de resisténcia (ou suscetibilidade) a ferrugem. De cada amostra de DNA das plantas escolhidas, foram
adicionados em um novo tubo 100 ni., possuindo cada um dos dois bulks, ao final do preparo, 1000 ni. de
mistura de DNA numa concentragcdo de 10 ng/ml em TE. Para composicdo do bulk R (resistente) foram
selecionadas as plantas que apresentaram mais elevado nivel de resisténcia a H. vastatrix de acordo com
avaliacdo em casa de vegetacdo e, para compor o bulk S (suscetivel) as plantas que apresentaram mais
elevado nivel de infeccdo pelo fungo. Os dois bulks de DNA foram usados para amplificag@o dos fragmentos
com a finalidade de se identificar marcadores ligados aos fatores de resisténcia do doador, utilizando-se
vérios primers tomados ao acaso. Amplificacdo de fragmentos de DNA para obtencéo de marcadores RAPD:
Seiscentos e oitenta primers de dez bases, foram utilizados na amplificagdo dos fragmentos de DNA na
tentativa de encontrar marcadores polimérficos entre os dois bulks. Cada reacdo obteve os seguintes
componentes. 2,5 nL de KCI 50 mM; 2,5 nL de TRISHCI 10 mM; 2,0 nL de MgCl, 2 mM; 1,25 niL de
dNTPs 100 nmiM; 1,0 L. de primer; 0,2 miM; 1,0 nL. de Tag DNA polimerase 1 U e 2,5 nL. de DNA 25 ng,
somando um total de 25 nL por reacdo ao completar o volume com &gua ultra pura. A amplificacdo foi
efetuada em termociclador Perkin Elmer 9600 programado para: 1 ciclo de 1 minuto a 95°C, 40 ciclos de 15
segundos a 94°C, 30 segundos a 35°C e 1 minuto a 72°C e 1 ciclo de 7 minutos a 72°C. Andlise por
eletroforese dos fragmentos amplificados e visuadizagdo: A separagdo dos fragmentos amplificados foi
realizada em gel de agarose 1,2% a 100 V por 4 horas. Apo6s a eletroforese os fragmentos amplificados foram
corados em uma solucdo de brometo de etideo por 10 minutos e, em seguida, a solucéo foi substituida por
agua para eliminar, durante 40 minutos, o excesso do produto. O padrédo molecular foi visualizado sob luz
ultra-violeta e fotodocumentado. Analise de co-segregacao: Primers apresentando banda polimorfica entre os
bulks S e R foram utilizados para a analise de co-segregacdo na populacdo segregante para a confirmacdo da
ligacdo génica existente entre os marcadores e o gene de resisténcia a ferrugem. Confecccdo do Mapa de
Ligacdo: para confeccdo do mapa de ligacdo foi utilizado o programa MapMaker.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Apo6s 40 dias de incubagdo, foi realizada a avaliacéo da reacdo de resisténcia/suscetibilidade, obtendo uma
relacdo de 78 plantas resistentes para 22 plantas suscetiveis na populacéo de 100 plantas, confirmando ser a
resisténcia a ferrugem do cafeeiro uma caracteristica controlada por um gene (3:1) de acordo com o teste de
qui-quadrado (Tabela 1). Dos 680 primers testados, 36 resultaram em bandas polimérficas entre os bulks R
(plantas resistentes) e S (plantas susceptiveis) sendo que, 18 apresentaram presenca de banda no Hibrido de
Timor e auséncia no Catuai e os outros 18 primers apresentaram o inverso. Os locos identificados foram
OPC-09;120 € OPF-15;26,. Ap0s a andlise de co-segregacdo em 20 plantas, foi realizada a andlise de co-
segregacdo na populagdo de 100 plantas com ambos os locos OPC-09;10 € OPF-15558, 0S quais
apresentaram uma segregacdo de 3:1 pelo teste de qui-quadrado com um nivel de significancia de 5%.(
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Tabela 1 ). A andlise de distancias genéticas entre os marcadores encontrados e 0 gene de resisténcia a
ferrugem do cafeeiro foi realizada pelo Programa MapMaker através do qual se obteve a melhor probalidade
de ligacéo entre 0 gene de resisténcia e os respectivos marcadores. O marcador OPF-15,,4, esta ligado ao
gene de resisténciaa 8,3cM de distancia e o marcador OPC-09;120 a4,6cM do marcador OPF-15;g0.

Mapa de ligagao: . 8,3 . 46 .
Gehe OPF1589 OPC-091129

Tabela 1- Segregacdo dos marcadores pelo teste de qui-quadrado a um nivel de significancia de 5%.

Marcador | Quantidade dePlantas | Quantidade de Plantas | Hip6tese | Qui-quadrado | Probabilidade (%)
Gene 78 (R) 22 (S 31 0.48 48.8422
OPC-09112 | 79 (1) 21 (0) 31 0.853 35.5611
OPF-15128 |81 (0) 19 (0) 31 1.92 16.5857

(R): Plantas Resisitentes; (S): Plantas Suscetiveis; (1): Presenca de Banda e (0): Auséncia de Banda

CONCLUSAO
O gene de dominancia a Hemileia vastatrix identificado no Hibrido de Timor CIFC 2234 (UFV 376-2), foi
mapeado com os marcadores RAPD OPF-15;,g0 € OPC-09120.
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