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RESUMO

O feijdo comum (Phaseolus vulgaris L.) pode ser considerado uma cultura
amplamente difundida no Brasil, maior pais produtor e consumidor do gréo. Pesquisas
em todo o mundo vém sendo realizadas visando melhorar os cultivares de feijoes ja
existentes, para resisténcia a varios patdgenos e a seca, por exemplo. Neste contexto, 0
presente trabalho teve por objetivo a construgdo do mapa genético utilizando
marcadores microssatélites e SNPs (Single Nucleotide Polimorphism), os quais
possibilitaram a localizacdo de QTLs associados a tolerdncia a seca na populacdo
segregante AND277 (Andino) x SEA5 (Mesoamericano) oriunda do CIAT (Colémbia)
a partir de avaliagfes quanto as caracteristicas relacionadas ao estresse hidrico induzido
em experimento em casa de vegetacdo. A genotipagem feita com microssatélites
encontrou 150 marcadores polimorficos na populacdo, enquanto que para SNPs foram
encontrados 288. O tratamento controle foi irrigado continuamente e o tratamento com
déficit hidrico foi irrigado até o ponto de ser considerado como critico para o
desenvolvimento da cultura. Algumas das caracteristicas avaliadas nas plantas foram o
contetdo de clorofila, area foliar, massa seca e fresca das folhas e dos caules,
temperatura das folhas e rendimento. Segundo os resultados apresentados, os genitores
da populacdo sdo contrastantes para a maioria das caracteristicas avaliadas quando
submetidos a estresse hidrico. Foram identificados 41 QTLs em nove grupos de ligacédo
relacionados as caracteristicas de tolerdncia a seca, dentre eles 22 obtidos do
experimento de vasos e 19 do experimento de rizotrons. Os QTLs de maior efeito na
variancia fenotipica encontrados foram os de clorofila irrigada (32,8%) e ndo irrigada
(32,1%) e area superficial de raiz ndo irrigada (32,5%). Estes QTLs podem ser Uteis
para a Selecdo Assistida em programas de melhoramento e, portanto o presente estudo

representa uma importante contribuicao para o melhoramento de feijao comum.

Palavras-chave: Phaseolus vulgaris L., microssatélites, mapeamento genético, estresse
hidrico e QTL.



ABSTRACT

The common bean (Phaseolus vulgaris L.) can be considered a widespread culture in
Brazil, the largest producer and consumer of the grain. Research around the world have
been made to improve the existing varieties of beans, with resistance to multiple
pathogens and drought, for example. In this context, the present work aimed the
construction of a genetic map using microsatellite markers and SNPs (Single Nucleotide
polymorphism), which enabled the location of QTLs associated with drought tolerance
in segregating population AND277 (Andino) x SEA5 (Mesoamerican) derived from
CIAT (Colombia) from evaluations on the characteristics related to drought stress
induced in an experiment in greenhouses. The microsatellites genotyping found 150
polymorphic markers in this population, while for SNPs, it was found 288 polymorphic
markers. Phenotyping of the population was made in greenhouses in a randomized
block design experiment in the vessels and rhizotrons. The control treatment was
continuously irrigated and water deficit treatment was irrigated to the point to be
considered as critical for the development of culture. Some of the features were
evaluated plant chlorophyll content, leaf area, fresh and dry weight of leaves and stems,
leaves and temperature performance. According to the results, the parents of the
population are contrasting for most traits evaluated when subjected to drought. We
identified 41 QTLs for traits of drought tolerance, among them 22 vessels obtained from
the experiment and 19 of the experiment rhizotrons. The largest effect QTLs for
phenotypic variance in chlorophyll found were irrigated (32.8%) and irrigation (32.1%)
and root surface area without irrigation (32.5%). These QTLs may be useful for marker
assisted selection in breeding programs and, therefore this study represent an important

contribution to the improvement of common bean.

Keywords: Phaseolus vulgaris L., microsatellites, genetic mapping, water stress and
QTL.
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1 INTRODUCAO

O feijdo comum (Phaseolus vulgaris L.) € uma planta anual, nativa da América
Central e pertencente a familia Fabaceae (Cronquist, 1988) e pode ser considerada uma
cultura amplamente difundida no Brasil, maior pais produtor e consumidor do gréo.

Pesquisas em todo o mundo vém sendo realizadas visando a melhoria dos
cultivares de feijoes ja existentes, inclusive gerar novos cultivares, mais produtivos,
com resisténcia a varios patdgenos e a seca, por exemplo. A principal abordagem destas
pesquisas é a biotecnologia, utilizando dados gendmicos para garantir a eficiéncia e
agilizar os programas de melhoramento do feijoeiro (Kelly et al., 2003).

O feijoeiro é considerado uma planta sensivel ao estresse hidrico, principalmente
em virtude da baixa capacidade de recuperacdo apds a deficiéncia hidrica e sistema
radicular pouco desenvolvido (Guimardes, 1992). O desenvolvimento de cultivares com
resisténcia a estresse bidtico e abidtico € o principal objetivo dos programas de
melhoramento do feijoeiro no Brasil e no mundo. Enquanto a resposta a estresse bidtico
tem sido mais bem estudada, a resisténcia a estresse abiotico é fisiologicamente e
geneticamente de natureza mais complexa e geralmente tem heranca poligénica, pois
pode ser condicionado por multiplos mecanismos interagindo ao mesmo tempo (Miklas
et al., 2006).

Com base em informacGes morfoldgicas, fisioldgicas e bioquimicas, Singh et. al.
(1991) estabeleceram a hipétese de trés centros de origem para o feijdo (México e na
América Central- Mesoamericano, Andino e Colombiano). Recentemente, Bitocchi et
al. (2011) sugeriram que ambos os ‘pools’ génicos se originaram de diferentes eventos
migratorios de popula¢fes mesoamericanas com caracteristicas do México Central.

Atualmente, tém-se realizado estudos que utilizam tanto marcadores
morfologicos e agronémicos (Carbonell et al., 2010; Gongalves et al., 2010), quanto
marcadores moleculares (Campos et al., 2011; Chen et al., 2010, Yu et al., 2010),
visando a obtencdo de melhores resultados nos programas de melhoramento vegetal. Os
marcadores moleculares de DNA séo abundantemente utilizados para estimar os niveis
de diversidade e heterozigosidade entre diferentes materiais, estimar o tipo de
distribuicdo espacial e temporal de populacdes em relacdo ao fluxo génico (Schuster et
al., 2007), para mapeamento de QTLs (Quantitative Trait Loci, Liu et al., 2008), para
introgresséo génica (Herrera et al., 2002), entre outras aplicacoes.



Os marcadores microssatélites (SSRs — Simple Sequence Repeats, Tautz, 1989)
sdo constituidos de unidades repetidas em tandem, contendo de 1 a 6 pares de bases, que
estdo distribuidas ao acaso no genoma de todos os seres vivos formando locos
polimorficos. Os SSRs possuem ampla utilizacdo nos programas de melhoramento por
serem marcadores codominantes e multialélicos e fornecem elevado nivel de
informacdo genética por loco, podendo ser analisados a partir de qualquer tipo de tecido
em qualquer estagio de desenvolvimento, sendo necesséria pequena quantidade de DNA
(Sousa et al., 2011).

Dentre as varias aplicacGes da técnica, pode-se citar a construcdo de mapas
genéticos para a localizacdo de genes de interesse econdmico, a obtengdo de
fingerprintings genémicos, a analise de divergéncia genética em populacdes e
germoplasmas, e o estabelecimento de relagbes filogenéticas (Ferreira & Gattapaglia,
1995). Mapas genéticos fornecem informac6es Uteis para muitos estudos, tais como a
localizacdo de regiGes gendmicas que controlam caracteristicas fenotipicas, estudos de
sintenia e a clonagem de genes (Campos et. al., 2011).

A maioria das estratégias de mapeamento de QTLs esta baseada no uso de
populacdes segregantes tradicionalmente utilizadas para a construcdo de mapas
genéticos. Tais populacdes sdo ideais, pois maximizam a quantidade de desequilibrio de
ligacdo entre marcadores e QTLs. As populacdes segregantes em feijdo comum
oriundas de cruzamento entre gendtipos do mesmo pool génico, como por exemplo,
Mesoamericano X Mesoamericano, sao as mais proximas das existentes as progénies
avaliadas nos programas de melhoramento do feijoeiro j& que, aqui no Brasil, prioriza-
se 0s cruzamentos de genotipos Mesoamericanos com graos pequenos. Em decorréncia
disto, ha uma restricdo de variabilidade genética e para fins de mapeamento se torna
interessante a utilizacdo de mais de um tipo de marcador, além dos marcadores
microssatélites, que possa explorar outros tipos de polimorfismo no genoma da espécie,
como é o caso dos marcadores gendmicos DArTs (Diversity Arrays Technology;
http://www.diversityarrays.com), desenvolvidos para feijdo comum (Brifiez et al.,
2012).

Os cultivares de feijao apresentam uma grande diversidade na fenologia sendo
um fator determinante na adaptacdo aos ambientes de seca (White & Izquierdo, 1991).
O BAT 477 é uma linhagem reconhecida como tolerante a seca que também possui
resisténcia a podriddo do colmo [Macrophomina phaseolina (Tassi) Goid]. O SEA 5 é
uma linhagem desenvolvida para ser mais tolerante a seca do que o BAT 477 junto ao
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CIAT (Centro de Agricultura Tropical, Cali, Colémbia). Isto foi atribuido
principalmente pela capacidade que este genotipo possui de concentrar os assimilados
na producdo de grdos (Rao, 2001).

Segundo Teran & Singh (2002), em experimentos realizados em duas estacdes
(Janeiro a Marc¢o e Junho a Agosto) nos anos de 1998 e 1999, a linhagem SEA 5 foi
mais produtiva em relacdo gendtipo BAT 477, em condicOes de estresse hidrico.

Polania et al. (2009) avaliaram as diferencas fenotipicas no desenvolvimento e
distribuicdo das raizes em condicdes de seca, em 16 genotipos de feijdo comum. Para
isto, desenvolveram um método utilizando tubos plasticos transparentes inseridos em
tubos de PVC, preenchidos com a mistura de solo, areia e fertilizantes nos niveis
recomendados. Nos resultados, as linhagens BAT 477, SEA 5 e SER 16 se destacaram
pelo bom desempenho na producdo de raizes quando submetidas ao déficit hidrico. As
linhagens SEA 5 e BAT 477 se sobressairam no comprimento total de raiz, mas também
tiveram valores baixos de comprimento especifico da raiz, indicando o desenvolvimento
de raizes ligeiramente mais espessas. A linhagem BAT 477 se assemelhou ao da SEA 5,
sendo que esta Ultima mostrou capacidade de produzir raizes a uma profundidade de 30
a43cm.

Segundo Porch et al. (2009), as linhagens SEC, SEN e SER sdo lancamentos
recentes de tolerancia a seca nas pequenas classes de mercado de cores creme, preto e
vermelha, respectivamente, enquanto que as linhagens SEA foram previamente lancadas
para tolerancia a seca. O experimento foi dividido em dois tratamentos, um com
condicBes de estresse hidrico e outro com esse estresse reduzido ou ausente, aplicados
no més de janeiro de 2007 e 2008. A irrigacdo foi aplicada no tratamento de estresse
hidrico quando o teor de umidade do solo foi reduzido em 75% da capacidade do
campo. Na analise combinada entre os genoétipos de feijoeiro comum, SER 21 mostrou
rendimentos mais elevados de sementes sob estresse hidrico, seguido por SER 16, SEA
5, SEA 15 e G21212. Os cinco principais genotipos de feijoeiro comum para cada
indice de rendimento também foram identificados. SEA 5, G 21212, SER 21, SEN 21 e
A 686 apresentaram as maiores taxas de tolerancia ao estresse hidrico, enquanto SER
22, SER 21, SER 16, Maverick e SER 26 tiveram a menor redugdo de rendimento
médio de sementes sob estresse hidrico.

Portanto, o presente estudo visou contribuir com o melhoramento da cultura do
feijoeiro. Um novo mapa genético utilizando marcadores microssatélites e SNPs (Single

Nucleotide Polimorphism) foi gerado possibilitando a localizacdo de QTLs associados a
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tolerancia a seca na populacdo segregante AND277(Andino) x SEA5 (Mesoamericano)

com o auxilio das avaliagBes quanto as caracteristicas relacionadas ao estresse hidrico.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 O feijoeiro

As leguminosas (Fabaceae) incluem um grupo de espécies de maior importancia
agricola, depois dos cereais. Com cerca de 20.000 espécies, as leguminosas sdo a
terceira maior familia de plantas superiores (Gepts, 2005). O género Phaseolus é
originario da América e contém 55 espécies, das quais cinco sdo amplamente
cultivadas: P. vulgaris L., P. lunatus L., P. coccineus L., P. acutifolius A., Gray var.
latifolius Freeman e P. polyanthus Greenman (Debouck, 1993). Dessas cinco espécies,
o feijdo comum (Phaseolus vulgaris L.) é a mais importante devido ao seu elevado teor
de proteinas e é considerada a principal cultura alimentar na Africa e na América Latina
(Yu e Bliss, 1978).

O feijdo comum é uma planta diploide (2n = 2x = 22) e autégama, com taxa de
fecundacdo cruzada estimada em 3% a 5% (Burle et al.,, 2010). Com base em
informacdes morfoldgicas, fisiologicas e bioguimicas, Singh et al. (1991) estabeleceram
a hipétese de trés centros de origem para o feijdo (México e na América Central-
Mesoamericano, Andino e Colombiano). Maciel et al (2003) sugeriram alguma mistura
entre os dois principais pools génicos (Mesoamericano e Andino), pois identificaram a
faseolina tipo ‘T’ no grupo mesoamericano, sabidamente encontrada somente em feijoes
andinos.

Por meio de estudos com marcadores moleculares, Burle et al. (2010)
observaram que, apesar de o Brasil ndo ser um centro priméario de diversidade do
feijoeiro, ha uma ampla gama de variabilidade genética da espécie no pais que €
justificada pelo historico da domesticacdo da cultura em épocas de pré e pos
colonizacdo européia. Dada a grande variabilidade observada, 0s autores sugerem que 0
Brasil deve ser considerado um centro secundario de diversidade da espécie. Evidéncias
obtidas nos ultimos anos sugere que o feijdo comum foi domesticado na Mesoamérica e
nos Andes, mas seu centro secundario de diversidade genética se estendeu para o Brasil,
China e Europa (Santalla et al., 2010). Recentemente, Bitocchi et al. (2011) sugeriram
gue o0s pools génicos Mesoamericano e Andino se originaram de diferentes eventos

migratorios de popula¢fes mesoamericanas com caracteristicas do México Central.



O feijdo comum é um alimento rico sob o aspecto nutricional pelo fato de
possuir cerca de 20 a 30% de proteinas (Yin et. al., 2010), 65% de carboidratos (Ribeiro
et. al., 2009), vitaminas do complexo B e minerais (Ca, Fe, Cu, Zn, P, K e Mg)
(Armelin et. al., 2007), sendo bom constituinte de alimentos que contém proteina de
origem animal. O consumo diario de feijdo esta entre 50 a 100 g por dia/pessoa,
contribuindo com 28% de proteinas e 12% de calorias ingeridas (Sgarbieri, 1980)

Segundo o Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica - IBGE (2010), o Brasil é
0 segundo produtor mundial de feijdo do género Phaseolus e o primeiro na espécie
Phaseolus vulgaris L.

Séo realizadas trés colheitas anuais, num sistema continuo de cultivo, de acordo
com o zoneamento ecoldgico das regides e as épocas de semeadura (safra das dguas —
setembro a novembro, safra da seca ou “safrinha” — janeiro a margo, safra de inverno —
maio a julho). A producdo de feijdo no Brasil na temporada 2011/2012 (décimo
levantamento- Tabela 1) em funcdo das adversidades climaticas ocorridas
principalmente na regido Nordeste, atingiu 1,24 milh&o de toneladas, representando uma
reducado de 26,2% comparada com a safra passada (CONAB, 2012).

A produtividade média da safra esta estimada em 896 kg/ha, apresentando uma
reducdo de 4,2%. A producdo consolidada das trés safras esta estimada em 2,93 milhGes
de toneladas, representando um decréscimo de 21,4%, face ao observado na temporada

anterior.

Tabela 1. Area, produtividade e producdo de grdos de feij&o, safra 2011/12, das regides
em todo o Brasil.

Regiéo i ) Produtividade )

Area (mil ha) Producéo (mil ton)
(Kg/ha)

Norte 161,1 838 135,0

Nordeste 1525,9 197 300,4

Centro-Oeste 342,3 1764 603,7

Sudeste 597,7 1636 978

Sul 646,6 1416 915,6

Brasil 3273,6 896 2932,8

Fonte: CONAB. Levantamento Julho/2012.



2.1.1 Respostas do feijoeiro ao estresse hidrico

As previsdes ambientais apontam para 0 aumento do aquecimento global nas
proximas décadas e consequentemente um aumento dos periodos de seca certamente
acompanhardo esse fenémeno. Assim, o desenvolvimento de cultivares mais tolerantes
a periodos de estresse hidrico, bem como novas tecnologias que auxiliem as plantas a
tolerar periodos prolongados de estiagem serdo essenciais na manutencdo da producéao
agricola brasileira e mundial em niveis que possam alimentar a populacdo em constante
crescimento (Nepomuceno et al., 2008).

O feijoeiro ¢é considerado uma planta sensivel ao estresse hidrico, principalmente
em virtude da baixa capacidade de recuperacdo ap6s a deficiéncia hidrica e sistema
radicular pouco desenvolvido (Guimaraes, 1992). De acordo com Moreira et al. (1988),
0 consumo de agua pelo feijoeiro depende do estddio de desenvolvimento, das
condicGes do solo, época de cultivo e das condic¢des climéaticas durante todo o ciclo. A
necessidade de &gua do feijoeiro com ciclo de 60 a 120 dias, varia entre 300 a 500 mm
para obtencdo de alta produtividade (Doorenbos & Kassam, 1979).

Didonet & Silva (2004) relataram que a cultura do feijoeiro, quando submetida
ao estresse hidrico, apresenta reducdo da area foliar e aumento da resisténcia estomatica.
A fase reprodutiva é a mais sensivel a deficiéncia hidrica, com vulnerabilidade do inicio
da floracdo até o inicio da formacdo de vagens (Fageria et al., 1991), sendo que o
periodo de 5 a 10 dias antes da antese € o mais critico, podendo levar a uma reducéo de
produtividade superior a 50% (Norman et al., 1995).

A reducdo na producdo do feijoeiro sob estresse hidrico decorre da baixa
porcentagem de vingamento das flores, quando ocorre floracdo, e ao abortamento de
ovulos produzindo vagens chochas (Ramirez-Vallejo & Kelly, 1998). O nimero de dias
em que o feijoeiro fica sujeito a reducdo de agua no solo influencia a reducdo de
produtividade, proporcionando decréscimos de até 20% no rendimento (Magalhdes &
Millar, 1978). Assim sendo, existe correlacdo positiva alta entre disponibilidade de agua
no solo e alguns componentes de rendimento (Aguiar et al., 2008)

O desenvolvimento de cultivares com resisténcia a estresse bidtico e abidtico é o
principal objetivo dos programas de melhoramento do feijoeiro no Brasil e no mundo.
Enquanto a resposta a estresse bidtico tem sido mais bem estudada, a resisténcia a
estresse abidtico é fisiologicamente e geneticamente de natureza mais complexa e

geralmente tem heranga poligénica, pois pode ser condicionado por multiplos
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mecanismos interagindo ao mesmo tempo (Miklas et al., 2006). A resposta da planta a
um estresse pode ser condicionada pela presenga ou auséncia de outros estresses. Sendo
assim, a baixa fertilidade do solo pode reduzir o crescimento da raiz e assim limitar o
potencial da planta em expressar a tolerancia a seca.

As estratégias de resisténcia a seca podem variar com o clima e as condi¢des de
solo e ainda, algumas plantas possuem adaptacGes que lhes permitem explorar
ambientes mais aridos. Alguns mecanismos de resisténcia a seca estdo divididos entre
retardo da dessecacdo e tolerancia a dessecacgdo, que sdo referidas como tolerancia a
seca sob potenciais hidricos alto e baixo, respectivamente, e escape da seca, que engloba
as plantas que completam seu ciclo durante a estacdo Umida, antes do inicio da seca. A
inibicdo da expansdo foliar e 0 alongamento de raizes s&o 0s mecanismos mais sensiveis
aos déficits hidricos, além dos quais incluem o aumento da resisténcia ao fluxo da agua,
aumento de depdsito de cera na folha, fechamento estomatico, pela indugcdo do acido
abscisico, que age reduzindo a perda de agua pela planta e alteracdo da dissipacdo de
energia das folhas. O sorgo e a soja, por exemplo, possuem padrdes de crescimento
indeterminado que permitem que essas espécies sejam beneficiadas com chuvas de
ocorréncia tardia (Taiz & Zeiger, 2009).

A degradacdo de proteinas por proteases € fundamental para a resposta da planta
a estresses abioticos como a seca. Existe um grande nimero de genes que codificam
proteases em plantas. Apenas alguns dos genes envolvidos na resposta a seca foram
caracterizados, e a sua regulacdo ainda é mal compreendida. Foram identificadas duas
novas subtilases das folhas da cultivar Zorin de Phaseolus vulgaris L., a PvSLP1 e a
PVSLP2, resultados que sugerem um papel especifico na resposta a seca e a senescéncia

de feijdo comum (Budic et al., 2013)

2.2 Marcadores Moleculares

As diferencas na sequencia de DNA ao longo do genoma de uma determinada
espécie sdo traduzidas pelos marcadores moleculares. Estas variaces sdo chamadas de
polimorfismos, sendo originadas por rearranjos cromossémicos, como insergdes,
duplicacdes, delecdes, mutagdes, entre outros. O polimorfismo dos marcadores
moleculares pode ser herdado de forma Mendeliana e ser acompanhado através das
geracOes (Griffiths et al., 2006).



As diferencas nas sequencias de DNA podem ser devidas a um Unico
nucleotideo (SNPs), a inser¢do ou dele¢cdes (INDELS), ou rearranjos (translocagfes ou
inversBes). Apesar destes métodos de genotipagem terem contribuido grandemente para
a compreensdo da organizacdo gendmica e variacdo genética, eles tém a aquisicdo de
dados limitadas num dado intervalo de tempo. Os métodos de deteccao de polimorfismo
podem envolver o uso de uma endonuclease de restricdo, hibridizacdo de DNA, ou
ainda amplificacdo de DNA (Sachidanandam et al., 2001).

A escolha do tipo de marcador molecular é de grande importancia na producgéo
de um mapa genético. O marcador influencia no método a ser adotado de genotipagem
da populagédo de mapeamento, e principalmente no tipo de informagdo gerada no mapa.
Marcadores codominantes, que permitem a identificacdo do heterozigoto, favorecem
estudos de interacdes génicas, revelando interacGes aditivas e de dominancia. Por outro
lado, marcadores dominantes, que permitem a identificacdo apenas de homozigotos,
revelam somente interagdes génicas de aditividade (Liu et al., 1998).

Os marcadores moleculares de DNA s&o abundantemente utilizados para estimar
os niveis de diversidade e heterozigosidade entre diferentes materiais, estimar o tipo de
distribuicdo espacial e temporal de populacdes em relacdo ao fluxo génico (Schuster et
al., 2007), para mapeamento de QTLs (Quantitative Trait Loci, Liu et al., 2008), para
introgressao génica (Herrera et al., 2002), entre outras aplicacdes. Além disso, podem
ser utilizados para estimar a proporcao relativa de alogamia e autofecundacdo de uma
espécie, assim como determinar seus ancestrais no processo de evolucdo (Borém &
Miranda, 2005)..

A influéncia do nimero de marcadores genéticos esta relacionada até quanto a
resolucdo pré-estabelecida pelo numero de genoétipos identificados sera, de fato,
satisfeita. Tanto o grau de cobertura do genoma como a densidade do mapa a serem

construidos séo fungdes diretas do nimero de marcadores (Coelho, 2000).

2.2.1 Marcadores Microssatélites (SSRs)

Numerosos métodos de marcadores ao nivel de DNA foram desenvolvidos nas
ultimas duas décadas incluindo RFLPs (Botstein et al. 1980), microssatélites (SSRs,
Tautz, 1989), RAPDs (Welsh & McClelland, 1990; Williams et al., 1990), AFLPs (Vos
et al., 1995) e SNPs (Kwok, 2003). Estes marcadores refletem diferencas nas sequéncias

de DNA homélogos entre individuos.



Os marcadores microssatélites ou SSRs (Simple Sequence Repeats) sdo
combinacBes de 1 a 6 bases repetidas em tandem. A técnica é baseada na amplificagdo
das sequiéncias repetidas, utilizando-se primers ancorados as regides flanqueadoras das
repeticdes, que sdo altamente conservadas e unicas. O comprimento do microssatélite
varia normalmente entre 15 e 50 pb (Petes et al., 1997). As repeticbes podem ser
simples perfeitas, simples imperfeitas, compostas perfeitas ou compostas imperfeitas
(Reddy et al., 2001). Os microssatélites baseiam-se no uso de pares de primers na
reacdo de PCR para detectar variacbes em locos destas seqiiéncias repetitivas. A técnica
de SSRs revela polimorfismo em um loco devido a diferencas no nimero de vezes em
que um motivo se repete naquele loco. O contetudo genético informativo de um loco
SSR ¢ bastante alto, por se tratar de seqliéncias de alta taxa evolutiva. A sua natureza
multialélica e codominante permite o estabelecimento da genotipagem de individuos
dentro de populacbes ou entre gendtipos relacionados, por isso, a técnica de
microssatélites tem sido usada para identificacdo individual, anélise de diversidade,
estudos de evolucdo e de estrutura de populaces de espécies relacionadas (Powell et
al., 1996). Além destas aplicacBes, os marcadores microssatélites sdo amplamente
utilizados no mapeamento genético e na analise de QTLs. Muitos microssatélites ja
foram desenvolvidos para feijdo comum (Yu et al., 1999; 2000; Gaitan-Solis, et al.,
2002; Métais et al., 2002; Blair et al., 2003; Guerra-Sanz, 2004; Buso et al., 2006, Grisi
et al., 2007; Hanai et al., 2007; Benchimol et al., 2007, Campos et al., 2007; Cardoso et
al., 2008; Blair et al., 2008). Entretanto, embora o numero de marcadores
microssatélites tenha aumentado, o polimorfismo revelado em populacfes de genitores
oriundos do mesmo pool génico € restrito, o que dificulta 0 mapeamento de locos de
interesse nas mesmas (Teles, 2007).

Por isso, & muito importante o uso de populagdes segregantes oriundas do
cruzamento de genitores advindos de pools génicos contrastantes como Andino X
Mesoamericano. Neste sentido, na populagdo do mapa UC (Campos et.al., 2011)
oriunda do cruzamento da variedade IAC-UNA (Mesoamericana) com a linhagem

CAL-143 (Andina), foi encontrado 28,5% de polimorfismo entre os genitores.

2.2.2 Marcadores SNPs (Single Nucleotide Polimorphism)

Os SNPs, definidos como variagbes em uma unica posic¢ao nucleotidica em uma

unica fita de DNA, compreendem uma nova geracao de marcadores (Wang et al., 1998).

10



Estas variantes ocorrem entre diferentes individuos dentro de uma mesma espécie. Em
geral, os SNPs sdo a forma mais comum de polimorfismo presente entre os alelos no
DNA. Marcadores SNP sdo Uteis em uma variedade de aplicagfes, incluindo a
construcdo de mapas de alta resolucdo, tracos geneticos de mapeamento, diagnostico
genéticos, a analise da estrutura genética de populagdes e analise filogenética (Rafalski,
2002). Seu aspecto binario e sua estabilidade de geracdo em geragdo, tornam os SNPs
passiveis de automatizacdo gerando grande volume de resultados, e os tornam atraentes
para estudos de mapeamento de QTLs e de selecdo assistida por marcadores em
programas de melhoramento de plantas. Métodos baseados na separacdo de produtos de
PCR em géis de agarose ou poliacrilamida para determinacdo dos SNPs incluem o0s
CAPS, AS-PCR, SSCP (Konieczny & Ausubel, 1993; Prosser, 1993). Estes métodos
tém limitacdo na sua capacidade de geracdo de dados/tempo. Estas limitacdes levaram
ao desenvolvimento de uma ampla gama de plataformas de alto desempenho de
genotipagem de SNPs que se utiliza de principios de mini-sequenciamento, anélise de
heteroduplex, e hibridizacdo alelo especifica (Henry, 2001). Ha revisGes na literatura
que discutem extensivamente as metodologias de SNPs (Syvénen, 2005).

Gaitan-Solis et al. (2008) identificaram SNPs em P. vulgaris L. comparando
sequéncias de regides expressas e de regides ndo-expressas obtidas no GenBank e no
DNA gendmico do feijdo. A andlise das sequéncias foi conduzida utilizando 10
gendtipos cultivados e genotipos selvagens, sendo que estes genotipos sdo de origem
Mesoamericana e Andina. Para os 10 gendtipos avaliados, um total de 20.964 pb foram
analizadas em cada gendtipo e comparadas. Esta avaliacdo resultou na descoberta de
372 novos SNPs em 41 STSs (sequence-tagged sites) diferentes.

Cortés et al. (2011) desenvolveram 94 SNPs e testaram estes marcadores em 70
genotipos de feijdo comum que tém sido utilizados como genitores de populagdes de
mapeamento e que foram previamente avaliados com marcadores SSRs. Os autores
avaliaram 84 regides génicas e 10 locos ndo génicos usando a tecnologia Kaspar. SNPs
apresentaram niveis elevados de diversidade genética, um excesso de polimorfismo de
frequéncia média, e uma distribuicdo de incompatibilidade dentro dos pools génicos,
como esperado para as populagdes afetadas por subitas expansGes demogréaficas. Este
conjunto de marcadores foi util para distinguir genétipos andino e mesoamericano, mas
menos Util para distincdo dentro de cada gene. Os autores discutem

gue o marcador genético ideal para fazer o mapeamento, diversidade e estudos de
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associacdo em feijdo deve considerar uma mistura de marcadores SNPs e marcadores
microssatélites.

No estudo de Souza et al. (2012), fragmentos de DNA que abrigam SNPs foram
identificados em amplicons de seis gendtipos de P. vulgaris L. contrastantes dos pools
génicos Andino (Jalo EEP 558, G 19833, e E 277) e Mesoamericano (BAT 93, DOR
364 e Ruda). O total de 677 SNPs foram identificados, incluindo 555 mudancas de uma
Unica base (295 transicdes e 260 transversdes) e 122 pequenas inser¢des/eliminacdes de
nucleotideos (indels). Estes SNPs sdo Uteis para analise da diversidade e estudos de
microsintenia entre as espéecies de leguminosas.

Hyten et al. (2010) descobriram em feijdo comum, utilizando uma representacéo
reduzida de biblioteca, o total de 3487 SNPs que continha 2795 sequéncias gendmicas
flanqueadoras suficientes para o desenvolvimento de ensaio SNP. Além disso, foi
elaborado um ensaio GoldenGate que continha 1.050 SNPs dos 3487 previstos. Um
total de 827 dos 1050 SNPs produziram um ensaio GoldenGate de trabalho (79%).
Concluiram que através da combinacdo de duas técnicas de sequenciamento de nova
geracdo, foi desenvolvido um método que permite a descoberta high-throughput de
SNPs em qualquer organismo diploide, sem a necessidade da sequéncia de genoma

completo ou da criagéo de bibliotecas de cDNA normalizadas.

2.3 Populacdes de Mapeamento

A selecdo da populacdo para mapeamento envolve a escolha de genitores e a
determinacéo do tipo de cruzamento (F2, retrocruzamento, etc), sendo considerada uma
etapa critica para o sucesso da constru¢do do mapa (Staub et al., 1996).

Um aspecto que deve ser considerado para o desenvolvimento de um mapa
geneético é a distancia geneética que separa as linhagens que dardo origem da populacao
segregante: quanto mais proximas, mais dificil a obtencdo de polimorfismos. Assim, a
escolha de linhagens sem ancestral comum ou mesmo cruzamentos interespecificos para
espécies de autofecundagéo, tém sido utilizados em maior ou menor escala para permitir
ou aperfeicoar o processo de analise de marcadores (Bonierbale et al., 1988; Tanksley et
al.,1988).

De modo geral, niveis moderados de polimorfismos podem ser detectados entre

pools génicos mesoamericanos e andinos do feijdo comum (Chase et al., 1991; Vallejos
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etal., 1992; Nodari et al., 1993). No trabalho de Vasconcelos et al. (1996), a diversidade
genética de 28 cultivares de feijdo comum foi analisada utilizando marcadores
moleculares RAPD. Com base nas distancias genéticas, os cultivares foram separados
em dois grandes grupos: o grupo A abrangendo cultivares do Centro de Domesticagédo
Andino, e o grupo B, cultivares do Centro Mesoamericano.

A populacdo segregante utilizada para o mapeamento é tradicionalmente
derivada do cruzamento entre duas linhagens puras, o qual origina a geracdo F1
essencialmente heterozigota em todos os locos. A F1 ¢é autofecundada ou retrocruzada
de forma a produzir uma geracdo F2 ou RC1 segregante tanto para 0s marcadores
moleculares como para as caracteristicas fenotipicas de interesse (Ferreira &
Grattapaglia, 1995).

Uma populacdo de linhas endogdmicas recombinantes (Recombinant Inbred
Lines — RIL’s) pode ser utilizada alternativamente, derivada de uma F2 por meio de
sucessivas autofecundacbes ou uma populacdo de linhagens duplo-hapldides obtidas a
partir da cultura de anteras ou de microsporos de planta F1 (Ferreira, 1993).

Os tipos de populagdes utilizadas em mapeamento podem ser visualizados na

Tabela 2 a sequir, a qual permite avaliar as vantagens e desvantagens de cada tipo:

Tabela 2. Caracteristicas de diferentes populacdes de mapeamento genético

N° de
o] o]
. N° de gametas N° de N, qle geracoes ]
Tipo de X . eventos de genatipos L Replicacio
< informativos/ N e necessarias plica¢
populacéo L recombinacao/ possiveis/
individuo para
gameta loco ~
obtencdo
Retrocruz. 1 X 2 2 assexuada
F2 2 X 3 2 assexuada
Assexuada
RIL’s 1 2X 2 6-8
e sexuada
Duplo- Assexuada
] 1 X 2 2

haploides e sexuada

Fonte: Faleiro, 2000.

A populacdo de RILs é obtida a partir de uma populagdo F2, por meio de
sucessivas autofecundacdes pelo método do descendente de uma Unica semente ou SSD
(Single Seed Descent). As sucessivas autofecundagdes permitem que ao longo do

processo ocorra a fixacdo génica, ou seja, a eliminacdo de locos em heterozigose. Ao
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final do processo, todos 0s genes terdo uma segregacdo de 1:1 (AA, aa). Sendo assim, é
possivel avaliar interacdo gendtipo x ambiente realizando repeti¢cdes dos experimentos.
Permite, ainda, o estudo de diferentes caracteristicas em uma mesma populacdo. No
entanto, como essa populacdo permite identificar apenas dois gendtipos, impede a
identificacdo de relacdes de dominancia entre os genes (Lynch & Walsh, 1998). Uma
desvantagem da utilizagdo de RILs no mapeamento € o tempo requerido para a obtencao
da populacdo segregante (6 a 8 geracgdes); entretanto, o desenvolvimento de RILs em
plantas autdgamas, como o feijoeiro comum, é extremamente facil, uma vez que estas

plantas reproduzem-se normalmente por autofecundacéo (Faleiro, 2000).

2.4 Construcdo de mapas genéticos

O entendimento do funcionamento de genomas, com o profundo conhecimento
dos genes que os compde e as mais diversas interacoes entre eles, sdo o grande desafio
deste século (Flint-Garcia, 2003). Os estudos direcionados ao entendimento de como
genes e alelos controlam caracteristicas fenotipicas complexas (QTLs) tém sido de
grande importancia nesta busca. Uma ferramenta bastante usada, nesse contexto, é a
obtencdo de mapas genéticos.

O desenvolvimento de mapas genéticos é considerado uma das aplicacdes de
maior impacto da tecnologia de marcadores moleculares na analise genética de espécies
e, potencialmente, no melhoramento de plantas. Os mapas genéticos possibilitam a
cobertura e analise completa de genomas, a decomposicao de caracteristicas genéticas
complexas nos seus componentes mendelianos, a localizagéo de regides gendémicas que
controlam caracteres de importancia, a quantificacdo do efeito dessas regides na
caracteristica estudada e a canalizacdo de toda essa informacao para uso em programas
de melhoramento (Faleiro et al., 2003).

A construgdo de mapas genéticos foi viabilizada apds a descoberta, no inicio do
século passado, da ligagdo entre genes e de que estes se localizam nos cromossomos. O
ponto central da anélise de ligacdo entre as marcas no genoma para a construcéo e
saturacdo de mapas genéticos é a existéncia de desequilibrio de ligagdo entre estas
marcas. O desequilibrio de ligacdo é decorrente do processo de recombinacdo homéloga
que ocorre entre cromatides irmas durante a meiose, em geral de forma randémica ao
longo dos cromossomos (Liu, 1998; Carneiro & Vieira, 2002). O desequilibrio de
ligagdo é determinado pela fracdo de recombinagdo (r) entre as marcas, que € a razao
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entre as quantidades de gametas recombinantes e o total de gametas. Assim, se ‘r’ for
menor que 0,5, quer dizer que as marcas estdo em desequilibrio. Desta forma, podemos
inferir que as marcas analisadas estdo ligadas. E desta relagdo entre ‘r’ e ligagdo fisica
que surgem 0s mapas genéticos (Liu, 1998).

A construcdo de mapas de ligacdo tem como base a analise de segregacdo de
centenas de marcadores e, por isso, é computadorizada. Programas como Mapmaker
(Lander et al., 1987), Linkage 1 (Suiter et al., 1983), Gmendel (Liu e Knapp, 1992),
JoinMap (Stam, 1993), Multimap (Matise et al., 1994), Outmap (Butcher et al.,2002),
AntMap (lwata & Ninomiya, 2006) e OneMap (Margarido et al.,, 2007) foram
desenvolvidos para auxiliar na anélise genética dos dados visando a construcdo de
mapas genéticos e estdo disponiveis na internet (http://linkage.rockefeller.edu/).

Tais programas indicardo os marcadores ligados, formando os respectivos
grupos de ligacdo; qual a ordem correta entre essas marcas; e a distancia em cM
(centiMorgans) entre elas. Para isso, devem-se seguir 0s seguintes passos: (1) verificar o
padrdo de segregacdo Mendeliana esperada para o tipo de populacdo de mapeamento
escolhido, chamado de teste de segregacdo; (2) realizar o teste de ligacéo, verificando a
frequéncia de recombinacdo entre cada par de marcas, 0 que possibilita identificar os
desequilibrios de ligacdo e consequentemente formar os grupos de ligacdo, (3)
empreender a ordenacdo das marcas a partir das distancias entre elas e (4) fazer a
conversdo das distancias em centiMorgans (Carneiro & Vieira, 2002).

O teste de segregacdo mais comumente utilizado é o teste estatistico

w2 _ (fo— fe)?
Quiquadrado (x2), dado pela formula fo em que: fo = frequéncia

observada em cada uma das classes; fe = frequéncia esperada em cada uma das classes
(propor¢cdo Mendeliana do modelo genético adotado). A hipotese (Ho) ndo admite a
ocorréncia de distorcdo, ou seja, os dados genotipicos devem seguir a distribuigédo
Mendeliana esperada para a populagédo de mapeamento adotado. Uma forma de verificar
a significancia (o) estatistica do 2 é converté-lo em seu respectivo p-valor, que pode
ser definido como a probabilidade de se observar uma amostra fora do padréo,
assumindo que a hipotese nula é verdadeira. Quanto menor o valor do p-valor, mais
forte é a evidéncia de rejei¢do de Ho (Liu, 1998).

O fato de realizar o 2 repetidas vezes, uma para cada marca, gera um problema
intrinseco deste tipo de analise: erros ditos do tipo | (Benjamini & Hochberg, 1995), ou

seja, falsos positivos (Liu, 1998).
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Deste modo, usa-se uma corre¢do que elimina os erros do tipo | baseado em
valores de significancia dos testes de segregacao derivados de cada marca. A mais usada
é a correcdo de Bonferroni (Lynch & Walsh, 1998), que assume uma significancia

individual (o), a partir da razéo da significancia total pelo nimero de testes: o = “72 em

que o = nivel de significancia global e n = nimero de testes independentes, que

correspondem ao numero de marcadores utilizados.

Embora ndo se conheca a causa da distor¢do no desvio de segregacdo de locos
ao longo do genoma, trabalhos recentes mostram a importancia desses locos na
identificacdo de QTL a partir de mapas genéticos. Xu (2008) estabelece uma teoria para
0 surgimento de locos com desvio de segregacdo, e afirma que o poder de deteccdo de
QTL pode ser sutilmente reduzido quando se faz as analises ignorando os locos com
desvio, mas também ressalta que se 0 mapa for bem saturado, e tais locos apresentarem
distribuicdo randémica no genoma, as perdas séo insignificantes. Finalmente, o autor
defende que estes locos com desvio de segregagdo sejam utilizados na obtencdo de
mapa genéticos e identificacdo de QTL.

A mensuracao da frequéncia de gametas recombinantes entre dois locos constitui
0 procedimento a partir do qual se realiza 0 mapeamento (Staub et al., 1996). Diversos
tratamentos estatisticos podem ser usados para estimar a frequéncia de recombinantes,
entre eles, 0 método dos momentos, 0 método dos quadrados minimos e o da maxima
verossimilhanca. De modo geral, pelo método dos momentos, obtém-se os parametros
igualando-se os valores observados as suas expectativas, em termos de esperangas
matematicas. Pelo método dos quadrados minimos, obtém-se as estimativas para os
parametros de modo que a soma de quadrados dos desvios entre os valores observados e
0s estimados seja minima, enquanto pelo método de mé&xima verossimilhanca obtém-se
as estimativas de modo que os valores observados representem o caso mais provavel de
ocorréncia (Weir, 1996; Liu, 1998).

Estatisticamente, ligacdo genética é definida como a associacdo de genes ligados
em um mesmo Cromossomo, ou Seja, que segregam juntos durante a meiose. Assim, um
grupo de ligacdo (GL) é formado por marcadores genéticos que possuam menos de 50%
de recombinacdo (r < 0,5) com pelo menos um dos marcadores do grupo (Liu, 1998).

Uma vez conhecidas as fraces de recombinagéo entre cada par de marcadores e
ja discriminados os grupos de ligacdo, deve-se determinar a melhor ordem para 0s
marcadores dentro de cada grupo. Weir (1996) sugere a ordenacéo de trés locos, A, B, e

C, feita pela soma dos coeficientes de recombinagéo adjacentes (sar — sum of adjacent
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recombination coefficients). Esse processo propde que a ordem correta entre 0s locos
seja aquela que possibilite 0 minimo valor de sar. O valor de sar sob a ordem incorreta
sera sempre maior que a correta. Esse método pode ser empregado para qualquer
numero de locos.

Estabelecidas as fracGes de recombinacdo entre cada marcador, estes valores
devem ser convertidos em centiMorgans, unidade usada para distancia entre locos em
mapas genéticos, em homenagem a Thomas Hunt Morgan que estabeleceu a relagdo em
frequéncia de recombinacdo e distancia entre genes (Griffiths et al., 2006).

A fim de estabelecer critérios para inferir se dois locos estdo, ou ndo, ligados é
necessario definir a frequéncia maxima de recombinacgdo e o LOD score minimo. LOD
score (Logarithm of Odds - Lynch & Walsh, 1998) é um teste baseado na razdo de
verossimilhanca, que testa a hipotese de dois locos estarem ligados, e utiliza o logaritmo
na base 10 para facilitar o entendimento. Assim sendo, se um LOD score com valor de
trés indica que a ocorréncia de ligacdo é mil vezes mais provavel do que a segregacao
independente (Carneiro & Vieira, 2002).

O teste que realiza esta analise é chamado de teste de Dois-Pontos. Para este
teste a ligacdo é detectada testando a independéncia entre cada par de marcas na
populacdo segregante. A melhor forma de se estabelecer a ordem dos locos é por meio
da “Busca Exaustiva”, que como o nome sugere, verifica todas as ordens possiveis e
define como melhor aguela de menor comprimento. No entanto, este método apresenta
uma limitacdo computacional, pois ha um grande nimero de possiveis ordens quando
um GL possui um grande ndmero de locos. Assim, os métodos computacionais e/ou
algoritmicos, para ordenacgdo exata das marcas, sdo limitados a um pequeno nimero de
locos por GL. Alternativa muito usual para GL grandes é o teste de Trés-Pontos,
baseada na ideia central do teste de Busca Exaustiva, porém ao invés de realizar 0s
calculos com todos os locos, dois a dois, a ordem é formada em pequenos grupos de trés
em trés. Ou seja, o teste é feito a cada trés marcas em sequencia, com sobreposicao,
montando-se assim a ordem final (Liu, 1998).

Embora a frequéncia de recombinantes indique a medida de distancia entre dois
locos ao longo de determinado cromossomo, o ideal é que as distancias usadas na
construcdo de mapas genéticos sejam totalmente aditivas, de modo que, ao atribuir
novos locos (marcadores) a0 mapa, ndo seja necessario ajustar as distancias ja

estabelecidas. Entretanto, as frequéncias de recombinacdo ndo sdo aditivas; sao,
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portanto, inadequadas como medida direta de distancias entre dois locos a serem
mapeados (Staub et al., 1996; Lynch & Walsh, 1998).

Assim, as funcdes de mapeamento transformam as frequéncias de recombinacédo
em distancias aditivas. A funcdo de Haldane admite que a ocorréncia de permuta se dé
de modo independente (auséncia de interferéncia), seguindo uma distribuicdo de
Poisson (Haldane, 1919). A fungdo de Kosambi (Kosambi, 1944) admite a ocorréncia
de permutas préximas como eventos ndo independentes. Esta funcdo admite
interferéncia completa entre regides arbitrariamente proximas, que decresce com 0
aumento da distancia, sendo nula para locos independentes (Schuster & Cruz, 2008;
Hanai, 2008). Desta forma, torna-se mais apropriado o uso desta funcdo de mapeamento
quando se trabalha com marcas distribuidas ao longo do genoma, como é o caso de

marcadores moleculares.

2.5 ldentificagéo de QTL

Os caracteres quantitativos sdo aqueles que ndo permitem a classificacdo dos
individuos em classes distintas, ou seja, ndo ha uma diferenciacdo marcante entre 0s
tipos segregantes. Esses caracteres sdo determinados por muitos genes (poligénicos), o
efeito de cada alelo sobre o carater € pequeno e, normalmente, o efeito do ambiente
sobre 0 mesmo é grande, o que faz com que a herdabilidade destes seja pequena (Allard,
1999).

Um caréater poligénico é um sistema de locos no qual a segregacao contribui para
a variacao genética associada a variacdo de uma varidvel continua (Thoday, 1977). QTL
(loco de um caréater quantitativo) é a denominacdo sugerida para qualquer loco que tem
contribuido para a variancia do carater (Gelderman, 1975).

Com o desenvolvimento dos marcadores moleculares foi proporcionada a
construcdo de mapas genéticos de ligagdo, 0s quais permitiram mapear e estimar a
magnitude dos efeitos dos QTLs (Paterson et al., 1991; Paterson et al., 1988).

Uma vez detectados os marcadores ligados a uma determinada caracteristica de
interesse, é possivel selecionar os individuos com base no fen6tipo do marcador, sem
que haja a necessidade de avaliar o fenotipo da caracteristica. Essa abordagem é
conhecida como sele¢do assistida por marcadores (SAM). E importante, principalmente,
nos casos em que a caracteristica de interesse é de avaliacdo dificil e cara, nos estudos
de espécies perenes de ciclo longo, e para caracteristicas fenotipicas de herdabilidade
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baixa, 0 que pode significar reducdo no tempo e nos custos de programas de
melhoramento (Souza, 2001).

No entanto, os dados obtidos tanto do mapa genético quanto das analises
fenotipicas devem ser avaliados a fim de fornecer as posicdes, a magnitude dos efeitos
de cada regido gendmica e indicar as interaces génicas entre elas. Dentre 0os programas
mais utilizados para este fim estdo QTLCartographer vs.2.5 — WinQTLCart (Wang et
al., 2005) e QGENE 3.05 (Nelson, 1997).

Inicialmente, a identificacdo dos QTLs era feita por uma relacdo direta entre o
gendtipo de marcadores dos individuos da populacdo de mapeamento com suas
caracteristicas fenotipicas. Este método é denominado Andlise por Marcas Individuais
(SMA), podendo ser baseado no método de maxima verossimilhanga, ou ainda em
analises de regressao linear. Como limitacdo, ha o fato de quanto maior for a distancia
entre 0 QTL e o marcador, menor serd a probabilidade de detecta-lo em vista da
possibilidade de recombinacdo entre o gene marcador e 0 QTL. Além disso, a
magnitude do QTL, pelo mesmo motivo, é normalmente subestimada. Outro
inconveniente é que ndo é possivel determinar a posicdo do QTL no genoma (Lynch &
Walsh, 1998; Schuster & Cruz, 2008).

Como alternativa para aumentar o poder de deteccao das associagdes, permitindo
estimar o efeito e a posicdo dos QTLs, 0 método de mapeamento com base em intervalo
(interval mapping) foi proposto por Lander e Botstein (1989). Esse método analisa a
existéncia de QTL a cada intervalo entre dois marcadores, ao invés de a cada Unico
marcador. Uma desvantagem atribuida ao mapeamento fundamentado em intervalo é a
de que os outros QTLs fora do intervalo sdo ignorados, 0 que pode resultar na
diminuicdo da precisdo das estimativas e do poder dos testes.

O mapeamento por intervalo composto foi proposto para solucionar essas
questdes. Trata-se de um método em que se consideram os QTLs fora do intervalo em
questdo por um modelo de regressdo linear multipla. Além de proporcionar maior
resolucdo no mapeamento, permite o uso de dados obtidos em varios ambientes, para
avaliar os efeitos da interacdo QTLs vs. ambientes (Jansen, 1993; Zeng, 1993, 1994).

O método mais recente é 0 mapeamento por intervalo maltiplo (Kao et al., 1999)
mas ainda ndo muito utilizado na maioria dos trabalhos, porque incorpora parametros de
epistasia a0 modelo e por isso apresenta algumas vantagens potenciais como maior

eficiéncia e precisdo na identificagdo de QTLs; seus efeitos sdo estimados sem viés e, ao
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contrario de outros modelos, pode aumentar a eficiéncia da selecdo assistida,
considerando os efeitos epistaticos.

Outra importante aplicagdo dos mapas € 0 mapeamento comparativo
(comparative mapping ou synteny mapping) que se constitui na comparacdo das
estruturas gendmicas de diferentes espécies, do ponto de vista de homologia de genes,
conservacao de distancias e da ordem de ligacdo nos cromossomos. Esta comparagéo
contribui para o entendimento sobre a evolugdo dos genomas (Tanksley et al., 1988b).

2.6 Mapas de Ligacao em Feijdo Comum e mapeamento de locos associados a

tolerancia ao déficit hidrico

Os trabalhos de mapeamento genético do feijoeiro-comum tiveram inicio com o
primeiro mapa de ligacdo publicado por Lamprecht (1961). Outros mapas de ligacdo
tém sido desenvolvidos para esta cultura (Basset, 1991; Vallejos et al., 1992; Nodari et
al. 1993; Adam- Blondom, 1994; Freyre et al., 1998; Ariyarathne et al., 1999; Blair et
al., 2003, Grisi et al., 2007; Blair et al., 2008; Blair et al., 2010; Campos et al., 2011;
Asfaw & Blair, 2012). Os mapas de Vallejos et al. (1992), Gepts et al. (1993), Nodari et
al. (1993) e Adam-Blondom et al. (1994) foram baseados primariamente em marcadores
RFLPs. Freyre et al. (1998) descreveram o primeiro mapa consenso para feijdo comum
(Core Map), no qual 550 marcadores moleculares do tipo RFLP e RAPD foram
mapeados na populacdo BAT93 x Jalo EEP558 (BJ). Porém, nesta populagéo existe um
reduzido numero de linhagens endogamicas recombinantes (RILS), o que acaba
limitando a chance de encontrar recombinacdes e, portanto, a robustez do mapa genético
¢ diminuida. Algumas regides ndo apresentaram saturacdo, como por exemplo, 0s
grupos G2, G3, G8 e G10, havendo discrepancias com mapas anteriores. Assim, tem-se
buscado a integracdo dos novos marcadores moleculares a este mapa consenso (Yu et
al., 2000; Blair et al., 2003; Blair et al., 2006). O mapa de Grisi et al. (2007) adicionou
novos marcadores SSRs ao Core Map de feijdo, totalizando 199 marcas SSR em 13
grupos de ligacdo, com 1358 cM e distancia minima de 7,23 cM entre duas marcas. Os
autores também obtiveram o primeiro mapa de feijdo exclusivamente de microssatélites,
com 106 marcas distribuidas em 606,8 cM, totalizando 12 grupos de ligagéo.

Blair et al. (2008) mapearam 45 novos locos de microssatélites na populacéo
DOR364 x G19833 e houve uma distribuicdo preferencial dos microssatélites ATA nos
grupos GL2, GL9 e GL11.
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Hanai (2008) também desenvolveu dois mapas para feijdo comum, para a
populagdo CFM (populacdo gerada a partir do cruzamento entre os genitores Carioca e
Flor de Mayo) e BJ (populagdo derivada do cruzamento entre ‘Bat 93 e ‘Jalo
EEP558’), os quais foram alinhados. Onze marcadores SSR-EST e outros 9 SSR
genémicos foram mapeados tanto numa populacdo quanto na outra. O mapeamento
comparativo dos mapas das duas populagdes permitiu identificar, no mapa CFM, oito
dos 11 grupos de ligagédo do mapa consenso BJ e determinar a orientacdo de cinco deles.

Cordoba et al. (2010) realizaram a integracdo do mapa fisico e genético de feijdo
comum, cuja importancia estd na capacidade de localizar fisicamente loci que sdo
conhecidos por ser polimorficos.

Blair et al. (2010) mapearam com marcadores AFLP, RAPD e SSR a populagéo
DOR364 9 BAT477 e foram encontrados 49 QTLs para rendimento e componentes de
rendimento sob condicdes de estresse hidrico e de irrigacéo.

Campos et al. (2011) mapearam a populagdo UC oriunda do cruzamento da
variedade IAC-UNA com a linhagem CAL-143 com 198 marcadores microssatélites. O
comprimento total do mapa foi de 1865,9 cM, com um comprimento médio de ligacédo
entre 0s 11 grupos mapeados de 170,5 cM. Este mapa foi gerado pelos esforcos do
programa de melhoramento do feijoeiro do IAC e é um dos mais robustos em literatura
pelo tamanho amostral da populacdo de mapeamento (384 RILs), bem como pelo
namero de SSRs posicionados. A partir do mapa UC, foi possivel o mapeamento com
alta precisdo de locos de resisténcia a mancha angular (Oblessuc, 2009) e a antracnose
(Baroni, 2010).

3 MATERIAL E METODOS

3.1 Material Vegetal

A populagdo de mapeamento AS (AND277 X SEAD) utilizada no trabalho €
oriunda do CIAT (Centro Internacional de Agricultura Tropical, Cali, Colémbia).
Composta por sementes de 105 linhagens endogamicas recombinantes (RILS), incluindo
0s genitores de feijoeiro comum foi originada do cruzamento entre a cultivar AND277 e
a cultivar SEA5, em casa de vegetacdo. Foi avancada até a geracdo Fg utilizando o
método SSD (Single Seed Descent). A linhagem SEA5 pode ser considerada uma

linhagem avancada selecionada para tolerancia a seca, por isto a denominacdo SE A, de
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série de “Seca Avancada”. E considerado um genétipo de pool génico Mesoamericano,
utilizado para estudos no CIAT para resisténcia a doencas, tolerancia a seca e outros
(Blair et al., 2006). Esta é uma linhagem superior ao BAT477 (Asfaw & Blair, 2011)
que é uma cultivar anterior em termos de langamento no programa de melhoramento do
CIAT. O genitor SEA5 é uma linhagem avancada do cruzamento inicial (BAT 477 x
SanCristobal) x (Guanajuato 31 x Rio Tibagi), possui tamanho pequeno de semente, de
cor creme, habito de crescimento Il indeterminado e é sabidamente reconhecida como
tolerante a seca (Szilagyi et al., 2011). Isto foi atribuido principalmente pela capacidade
que este gendtipo possui de concentrar os assimilados na producdo de grdos (Rao,
2001).

O genitor andino AND277 (Vidigal et al., 2011) possui ainda o alelo Co-1* que
confere resisténcia a antracnose e o gene Phg-1, que confere resisténcia a mancha
angular (Pseudocercospora griseola) e a antracnose (Colletotrichum lindemuthianum)

além de ser suscetivel ao déficit hidrico.

3.2 Extracao e Quantificagdo de DNA

Amostras de folhas de cada uma das 105 linhagens recombinantes Fs e dos
genitores SEA5 e AND277 foram coletadas. Depois de congeladas em nitrogénio
liquido, as amostras foram liofilizadas e moidas. Em seguida, foi feita a extracdo do
DNA de acordo com a metodologia do CTAB descrita por Hoisington et al. (1994).

A quantificacdo do DNA final das 105 linhagens foi feita em gel de agarose 1%
por comparacdo de intensidade das bandas com o padrdo de fago A (Invitrogen) e
também feita pelo equipamento de quantificacdo NanoDrop 2000 (Thermo Scientific).
Posteriormente, as amostras de DNA foram diluidas em solucdo tampao TE (Tris pH
8,0, 10mM; EDTA pH 8,0, 1 mM), para uma concentracdo final de 100ng/ul, e

estocadas a 4°C.

3.3 AvaliagGes quanto as Caracteristicas Relacionadas ao Estresse Hidrico

3.3.1 AvaliacGes da parte aérea em vasos

Em experimento em casa de vegetacdo, sementes das 105 linhagens da
populagdo AND277 x SEAS5 e dos genitores foram semeadas em delineamento de
blocos casualizados, com quatro repeti¢Ges, no Centro Experimental Central do Instituto

Agrondmico, em Campinas, de coordenadas geograficas, latitude de 22° 54’ 20" ¢
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longitude de 47° 03° 39”°. As sementes foram plantadas em vasos de 14 litros com duas
sementes em cada vaso. A populagdo foi plantada em duas casas de vegetacéo (Figura
1) com dois regimes de agua diferentes, sendo uma irrigada com 80% da capacidade de
campo e a outra exposta a estresse terminal na fase vegetativa V3/V4. Todos 0s vasos
foram irrigados com um sistema individual de irrigacdo. No total, foram instalados 30
sensores (Watermark) a uma profundidade de 20 cm para medir o potencial matricial da
agua no solo nos tratamentos submetidos ao déficit hidrico. A cada dois dias foram
monitorados no interior da casa de vegetacdo a temperatura ambiental, umidade relativa
do ar, temperatura das folhas e o potencial matricial do solo durante todo o
desenvolvimento da cultura. A avaliagdo do perfil fenotipico da populagdo de
mapeamento quanto aos caracteres relacionados a tolerancia a seca foi realizada com
estresse hidrico e sem estresse (1% e 22 avaliacdo), em duas avaliacBes separadas
(repeticdes). Apos 20 dias de estresse (suspensdo da irrigacdo), as plantas apresentaram
abscisdo, senescéncia foliar e potencial matricial da dgua no solo de 199 kPa. Analises
fenotipicas foram realizadas avaliando varios caracteres como temperatura superficial

das folhas e o nimero de dias até o florescimento das plantas.

Figura 1. Casas de vegetacdo localizadas na Fazenda Santa Elisa, no Centro

Experimental Central do Instituto Agrondmico; a) Tratamento ndo irrigado (estresse
hidrico); b) Tratamento irrigado.

3.3.1.1 Determinacdo da area foliar

A érea foliar foi obtida pela mensuracdo de folhas completamente expandidas.
Foram determinadas nos tratamentos por meio de um integrador de &rea, modelo LI-
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COR e os resultados foram expressos em centimetros quadrados de area foliar.

3.3.1.2 Avaliacéo do rendimento dos genotipos

No estadio de maturacdo fisiolégica (R9), as plantas foram colhidas
individualmente e avaliados o numero de vagens por plantas, nimero de sementes por
vagem, rendimento total da planta corrigido para 13% de umidade relativa (g/planta),

namero de sementes por planta, peso de 100 sementes e peso da vagem. O indice de
intensidade de seca (DI1) foi calculado como 1 — f{—:i, onde Xds e Xns sdo o0 numero de

sementes médio de todos 0s genotipos sob os tratamentos de estresse hidrico (ds) e sem

estresse (ns).

3.3.2 Avaliacéo do desenvolvimento das raizes em rizotrons em casa de vegetacao

Estes experimentos foram conduzidos em rizotrons mantidos em casa de
vegetacdo (Figura 2). Este equipamento tem por finalidade avaliar a profundidade do
sistema radicular dos genotipos no decorrer do seu desenvolvimento (Magalhaes Filho
et al., 2008). Os rizotrons foram preenchidos com 12 kg de uma mistura de solo
latossolo vermelho amarelo e areia na proporcdo 2:1, os quais teve sua acidez e
fertilidade corrigidas aos niveis adequados de nutrientes (Kg/ha de 80 N, 50 P, 100 K,
101 Ca, 29,4 Mg, 20 S, 2 Zn, 2 Cu, 0,1 B e 0,1 Mo), conforme andlise quimica para a
cultura do feijoeiro. Foram realizadas trés repeticbes. Antes das sementes serem
colocadas para germinar, em papel germitex, foram esterilizadas em hipoclorito de
calcio a 5%, por um periodo de 5 minutos. Apds 48 horas de germinacao, as sementes
foram transplantadas para cada rizotron. O tratamento controle foi irrigado
continuamente e o tratamento com déficit hidrico foi irrigado até o ponto a ser
considerado como critico para o desenvolvimento da cultura quando impostos nestas
condicOes de estresse. Foram mensurados em ambos 0s tratamentos o comprimento das
raizes por método ndo destrutivo durante o desenvolvimento da cultura, a area total das
raizes, o volume e o didmetro. Neste experimento de rizotron o delineamento foi
também inteiramente casualisado e foram adicionalmente avaliados o contetdo de

clorofila presentes nas folhas, temperatura, area foliar e a massa seca e fresca.
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Figura 2. Detalhe do rizotron — equipamento que permite avaliacdo de raizes de feijao
comum e da casa de vegetacdo na qual estes equipamentos foram instalados para o
experimento, localizada na Fazenda Santa Elisa, no Centro Experimental Central do
Instituto Agrondmico.

3.3.3 Determinacdo das massas fresca e seca

Para a determinacdo da massa fresca foram pesadas amostras de folhas, caules e
raizes. Posteriormente, as amostras foram embaladas em sacos de papel e secas em
estufa com circulacdo de ar forcada a temperatura de 60°C. ApOs atingir o peso

constante, foi determinada a massa seca.

3.3.4 Analise de clorofila

A estimativa do contetdo de clorofila na folha, por meio da medida da coloragéo
verde, foi feita pelo método ndo destrutivo utilizando o medidor portéatil SPDA-502
(Soil-Plant Analysis Development Section, Minolta). Foram feitas cinco leituras em
cada folha amostrada, as quais as médias foram expressas em Unidades SPAD.

3.4 Analise de dados

Analises de variancia (ANOVA) das varidveis nos tratamentos irrigado e ndo

irrigado foram realizadas utilizando o pacote estatistico SAS v.8.2 (Instituto SAS, Cary,
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NC, EUA) para cada caracteristica avaliada, a nivel de probabilidade de 0,05 foi
considerado estatisticamente significativo. Foi aplicado o teste de Tukey para
comparacao das médias das amostras.

3.5 Genotipagem com marcadores SNPs

A genotipagem para os 384 SNPs foi conduzida via tecnologia Vera Code® em
plataforma BeadXpress (Illumina) no Laboratério de Biotecnologia da Embrapa Arroz e
Feijao (Goias, GO). Um conjunto de 384 marcadores SNPs, validados atraves do Prelim

file (https://icom.illumina.com/Custom/UploadOpaPrelim/), previamente identificados

para Phaseolus vulgaris (Muller et al. em elaboragdo) e derivados do polimorfismo
entre as linhagens BAT477, de origem Mesoamericana, e Jalo EEP558, de origem
Andina, foram selecionados para compor o Oligo Pool Assay (OPA) de marcadores
SNPs. Foi realizado um teste de polimorfismo na populacdo AS. Durante o
procedimento de deteccdo dos SNPs na plataforma BeadXpress foram utilizados trés
oligonucleotideos, sendo dois alelo-especificos (ASO) para cada uma das variacdes de
um mesmo SNP e o terceiro loco-especifico (LSO), ligando-se a regido 3’ do fragmento
de DNA contendo o SNP alvo. Apos a hibridizacdo, o processo consistiu na extensdo
das regides entre 0 ASO e o LSO, seguido pela fusdo das mesmas a partir de uma
enzima ligase formando, assim, um Unico fragmento alelo-especifico. Posteriormente
esse fragmento foi amplificado utilizando a enzima Titaniun Tag DNA polimerase e
primers complementares a regido ASO marcados com as fluorescéncias Cy3 e Cy5. Ao
final, os produtos derivados da PCR foram hibridizados através da complementaridade
da regido LSO com as seqliéncias presentes na superficie das beads holograficas. A
genotipagem dos SNPs foi realizada por meio do programa GenomeStudio versdo 1.8.4
(IMumina, EUA) utilizando valores de Call Rate variando de 0,80 a 0,90 e GenTrain >
0,26 para o agrupamento dos SNPs. A clusterizacdo (agrupamento) para a chamada dos
alelos referente a cada SNP foi feita, a priori, de modo automatizado com base na
intensidade dos sinais emitidos a partir dos fluoréforos Cy3 e Cy5, os quais foram
agrupados em trés classes de gendtipos representativas dos grupos de homozigotos para
os alelos AA ou BB e heterozigoto AB. Para a analise dos dados, 0os agrupamentos
foram individualmente e manualmente ajustados determinando os melhores clusters
com base no perfil dos genitores. Ao todo foram avaliadas 98 amostras, compostas
pelos dois genitores avaliados em duplicata e 94 RILs.

26


https://icom.illumina.com/Custom/UploadOpaPrelim/

3.6 Caracterizacao e Genotipagem com marcadores Microssatélites

Inicialmente, para verificar quais microssatélites eram polimdrficos para os
genitores SEA5 e AND277, foram utilizados um total de 594 marcadores
microssatélites, em sua grande maioria com a temperatura de anelamento ja obtida na
literatura e alguns sendo caracterizados por gradiente.

Cada par de primer foi caracterizado quanto a temperatura ideal de anelamento
para PCR. As reac6es de amplificacdo foram realizadas com 30 ng de DNA, 1U de Tag-
DNA polimerase, 1,5 mM de cloreto de magnésio, 0,15 mM de cada dNTP, 0,8
pmol/uL de cada primer (direto e reverso) e 1x de tampéo da enzima, num volume total
de 15 pL. As condicGes de amplificacdo utilizadas para os SSRs gendmicos foram: 1)
94°C, 1 min.; 2) 94°C, 1 min.; 3) temperatura de anelamento (Ta) especifica para cada
SSR por 1 min.; 4) 72°C, 1 min., 5) volta ao passo 2 por 30 vezes; 6) 72°C, 5 min.; 7)
15°C, incubacgéo final. O termociclador MyCycler (BioRAD) foi utilizado. Para os
microssatélites que ndo possuiam temperatura de anelamento definida, as amplificacGes
foram realizadas em gradiente de temperatura, de acordo com as seguintes condicdes: 1)
940C, 1 min; 2) 940C, 1 min; 3) temperatura de anelamento (Ta) de 45°C-56°C ou
56°C-65°C por 1 min.; 4) 720C, 1 min, 5) volta ao passo 2 por 30 vezes; 6) 72°C por 5
min.; 7) 15°C, incubacdo final.

Para verificar a qualidade das amplificacGes, primeiramente os produtos das
reacOes de amplificacdo foram submetidos a eletroforese em gel de agarose 3%, corado
com GelRed™ 1X (Biotium, Inc. Hayward, CA) para visualizacdo das bandas. Os locos
que apresentaram padrdo adequado de amplificagdo foram submetidos a eletroforese em
gel de poliacrilamida denaturante 6%, corados com nitrato de prata, de acordo com
Creste et al. (2001).

Os géis de poliacrilamida 6% foram feitos a partir de solucdo de poliacrilamida
6% (150 mL de acrilamida 40%, 420 g de uréia, 200 mL de TBE 5X, volume completo
para 1L) filtrada e polimerizada por aproximadamente 2h com 960 pL de PSA
(Persulfato de Amoénio) e 60 uL. de TEMED. Apds aquecimento do gel em cuba de
eletroforese (Nucleic Acid Sequencing Systems — CBS Scientific Company, INC) por 20
min. & 900 V, 5 uL de reacdo de cada amostra foram aplicados no gel, preparados a
partir de 15 pL de produto de PCR com 5 puL de formamida. Foram feitas duas entradas

por placa, sendo que uma placa continha 54 amostras de DNA mais o ladder de 50
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pares de base (Invitrogen) e a outra, 53 amostras mais o ladder, utilizando-se uma placa
para genotipar cada microssatélite para as 105 linhagens e os dois genitores. A corrida
foi de aproximadamente 4h a 800- 900V.

3.7 Construgdo do mapa genético AS

As andlises de segregacao dos SNPs e SSRs das 105 linhagens recombinantes F8
e dos genitores SEA 5 e AND 277 foram realizadas utilizando o teste de Qui-quadrado,

w2 _ (fo— fe)?
pela equacdo: fo em que: 2 = valor calculado do Qui-Quadrado; fo =

frequéncia observada em cada uma das classes; fe = freqiiéncia esperada em cada uma
das classes. Os valores obtidos do Qui-Quadrado foram convertidos em seus respectivos
p-valores através do programa estatistico “R” (version 2.5.1 — The R Foundation for
Statistical Computing, 2007). Os marcadores foram inseridos um a um pelo comando
“try” no mapa, checando a posi¢do mais favoravel a cada inser¢do de uma nova marca.
Para refinar as analises, primeiro foram testados os marcadores mais informativos, que
ndo apresentaram desvio de segregacdo. As estimativas de fracdo de recombinacéo e
consequente formacdo dos grupos de ligacdo foram feitas através da analise Multiponto,
adotando-se um valor de limite de deteccdo (LOD-score) de 3,0 e uma freqliéncia
méaxima de recombinacdo de 40 (r = 0,40), assumindo distancia de mapeamento de
Kosambi (Kosambi, 1944).

A distancia do mapa foi obtida através da conversdo da fracdo de recombinacao
entre as marcas em distancia de mapa, ou seja, cM. Os calculos foram baseados em
analises Multiponto, que utilizam todas as informac@es de fracdo de recombinacéo entre
as marcas de cada grupo. Por fim, o desenho de cada grupo de ligacdo com os
marcadores em suas respectivas ordem e distancia foi feito através do programa

MapChart 2.2 (Voorrips, 2002), para formar o mapa.

3.8 Mapeamento dos locos associados a tolerancia ao estresse hidrico

A partir do mapa genético gerado no MapChart 2.2 e dos dados fenotipicos da
populacdo de mapeamento, as analises para identificacdo dos locos ligados & tolerancia
ao estresse hidrico foram realizadas pelo programa QTL Cartographer vs.1.17 (Basten
et al., 2005).
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Para estimar as posicdes e o0s efeitos genéticos de interacdo dos QTLs
(dominéncia e epistasia) foi utilizada a metodologia de Mapeamento por Intervalo
Composto (Kao et al., 1999), que utiliza a estatistica de Critério de Informagéo
Baysiano (Baysian Information Criterion — BIC), como recomendado por Zeng et al.
(1999), para a escolha do melhor modelo, incluindo ou excluindo os efeitos principais
dos QTLs e de epistasia. A significancia dos efeitos e a presenca dos QTLs foi
verificada utilizando o teste da razdo de Mé&xima Verossimilhanca.

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Extracdo e Quantificacdo de DNA

As extracfes de DNA das 105 linhagens endogamicas da populacdo de
mapeamento do tipo RIL, gerada a partir do cruzamento entre ‘AND277’ x ‘SEAS’ ¢
dos genitores foi feita com a populacdo em Fs. Os DNAs foram visualizados em gel de
agarose 1% e quantificados pelo NanoDrop 2000 (Figura 3). Para a genotipagem com
o0s microssatélites, foram utilizados os DNAs na sua concentracdo original.

MM 2 4 7 1013 14 151819 20 2123 25 2628 31 32 9 27 29

W — ® & > = -

—— [—

Figura 3. Quantificagio de DNA em gel de agarose 1%. Amostras de feijdo da

populacdo AS extraidas em sua concentracdo original.

4.2. Caracterizagdo de microssatélites e genotipagem da populacdo de mapeamento
com SSRs e SNPs

Antes da genotipagem da populacdo de mapeamento e da construcdo do mapa
genético AS foram realizadas avaliacdes de polimorfismo com os microssatélites no
DNA dos genitores AND277 e SEA5 em gel de poliacrilamida 6% (Figura 4). Tambeém
foi feita a caracterizagdo dos microssatélites que ndo haviam temperatura de anelamento

definida em gel agarose 3% (Figura 5).
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Figura 4. Teste de avaliacdo de polimorfismo no DNA dos genitores AND277 e SEAS
de feijdo comum com microssatélites. Gel de poliacrilamida 6% corado com nitrato de

prata com microssatélites de temperatura de anelamento 60°C dos DNAs dos genitores
AND277 e SEAD, respectivamente.
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|

55°C

Figura 5. Caracterizacdo dos SSRs em gel de agarose 3% em feijado comum. PCR
realizada em gradiente nas temperaturas de 45°C a 55°C. Cada coluna representa um

microssatélite, sendo o DNA do genitor AND277 amplificado.
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No total, 594 marcadores foram genotipados no DNA dos genitores e apenas 0S
microssatélites que apresentaram polimorfismo entre os genitores foram utilizados na
genotipagem da populagdo de mapeamento AS para a avaliagdo do polimorfismo em gel
poliacrilamida 6%. Os microssatélites utilizados sdo provenientes da literatura
(Benchimol et al., 2007; Blair et al., 2003; Blair et al., 2006; Blair et al., 2008; Blair et
al., 2009; Buso et al., 2006; Caixeta et al., 2005; Campos et al., 2007; Campos et al.,
2011; Cardoso et al., 2008; Perseguini et al., 2011; Gaitan-Solis et al., 2002; Grisi et al.,
2007; Guerra-Sanz, 2004; Hanai et al., 2007).

As 105 linhagens da populacdo de mapeamento Fs, mais os genitores, foram
colocados em ordem crescente, sendo 54 amostras na primeira linha debaixo e 53 na
segunda, incluindo os genitores no final desta segunda linha como padrdo de tamanho
dos alelos (Figura 6). A utilizacdo de duas entradas foi muito importante, pois acelerou
0 tempo gasto para cada SSR, facilitando a leitura dos géis e barateando o processo. As

bandas foram lidas em relagéo ao tamanho do alelo dos genitores AND277 (A) e SEA5

(B).

Figura 6. Genotipagem das 105 linhagens da populacdo de mapeamento AS, com 0

microssatélite PVM11. Gel de poliacrilamida 6% corado com nitrato de prata com duas
aplicacdes. A primeira linha contém 54 amostras e na segunda, 53 amostras, além do
DNA dos genitores. “A” referente ao genitor AND277 e “B” ao genitor SEAS.

Somente 188 microssatélites apresentaram perfil polimérfico entre os genitores e
destes, somente 150 apresentaram padrdo de leitura nitida nas linhagens da populacéo,

revelando 79,7% de aproveitamento. O numero de microssatélites monomorficos foi de
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306 e o restante de marcadores (100) que ndo amplificaram ou nao apresentaram padrédo
de bandas nitidas para leitura entre os genitores.
Quanto a genotipagem com os marcadores SNPs, foram encontrados 288 SNPs

polimorficos e estes foram utilizados na construcdo do mapa genético AS.

4.3. Construcdo do Mapa AS

Foi construido um mapa genético com marcadores microssatélites e SNPs
genotipados na populacédo AS.

Os marcadores foram submetidos ao teste de segregacao via p-valor com auxilio
do programa “R”. Todas as marcas apresentaram segregacdo Mendeliana esperada de
1:1.

Do total de 438 marcadores, 27 SNPs ndo foram utilizados nas anélises por se
tratarem de SNPs heterozigotos, restando 411 marcadores para a constru¢do do mapa.

Ap0s as andlises de ligacdo, 331 marcas ligaram-se aos onze grupos de ligacdo
formados que foram mantidas com alto grau de confiabilidade em relagdo ao
cromossomo e posicdo de mapa. Destas marcas, 79 locos correspondem aos

microssatélites e 252 aos SNPs (Figura 7).
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Figura 7. Mapa genético para feijdo comum, derivado das analises de ligago entre 79
marcadores microssatélites e 252 SNPs genotipados na populagdo segregante AND277
X SEAS5 (AS). Os locos previamente mapeados em outras populac@es e ancorados em

seus respectivos grupos de ligacdo encontram-se sublinhados.
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Figura 7. Mapa genético para feijao comum, derivados das analises de ligacdo entre 79
marcadores microssatélites e 252 SNPs genotipados na populacdo segregante AND 277
X SEA 5 (AS). Os locos previamente mapeados em outras populacdes e ancorados em

seus respectivos cromossomos encontram-se sublinhados.

A cobertura do genoma foi de 1.515,2 cM, com densidade média de mapa de 4,5
cM entre marcas. O tamanho dos grupos de ligagdo variou de 63,1 cM (grupos de
ligacdo 10) a 221,2 cM (grupos de ligacdo 1). O nimero de locos ligados variou de 23
(grupos de ligacdo 4) a 40 (grupos de ligacdo 3). Na tabela 3, encontram-se as principais

caracteristicas do mapa obtido com 331 locos mapeados com microssatélites e SNPs.
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Tabela 3 — Distribui¢do dos SSRs e SNPs, mapeados nos 11 grupos de ligacédo de feijdo
comum, no mapa genético desenvolvido a partir da populacdo AND277 x SEA5 (AS).
A saturacdo, comprimento de distancia média entre os marcadores para cada grupo de
ligacdo € descrita.

Grupos de N° Loci N° Loci Comprimento Distancia
ligagao® ligados ancorados/ligados (cM) (cM) entre
loci®
1 36 7 221,2 6,1
2 32 9 161,4 5,0
3 40 7 159,4 3,9
4 23 4 128,4 55
5 27 4 147,2 54
6 27 5 148,3 5,4
7 30 7 179,6 5,9
8 29 4 86,7 2,9
9 24 4 112,4 4,6
10 28 3 63,1 2,2
11 35 2 107,5 3,0
Meédia 30 5 137,7 4,5
Total 331 56 1515,2 499

! Ordenacao dos grupos de ligacéo de acordo com o Core Map (Freyre et al., 1998).

3 Média Aritmética.

Segundo informacdes obtidas (Rosana Brondani, Embrapa Arroz e Feijéo,
Goiads, comunicacdo pessoal, dados ndo publicados), os SNPs ficaram ligados
corretamente nos respectivos cromossomos deste mapa, pois ja tinham sido mapeados
em outra populagdo, a “BAT93 X Jalo EPP558” da Embrapa Arroz e Feijao (Goiania,
GO) e também realizado BLAST no genoma de feijdo comum disponivel no site
Phytozome (www.phytozome.net).

Os marcadores SNPs ficaram distribuidos em todos os grupos de ligagéo,
variando de 17 (grupo nove) a 31 SNPs (grupo onze) e os marcadores SSRs variaram de
4 (grupo onze) a 10 (grupo um, dois e trés).

Os grupos de ligacao que ndo apresentaram subdivisfes foram re-ordenados com
o0s locos ancorados inseridos ao final da ordenacgéo. Desta forma, foram obtidos grupos
de ligacdo concisos, uma vez que foi possivel retirar com confianca locos que néo

apresentaram nivel de ligacdo satisfatorio (LOD > 3,0). A identificagdo deste tipo de
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loco indica a necessidade de uma maior saturacdo dos grupos de ligacdo, uma vez que a
marca se encontra ligada ao grupo de ligacdo, contudo ndo possui um loco préximo o
suficiente para posiciona-la com confianga em relacdo as demais marcas.

O grupo de ligacdo 3 foi 0 que apresentou maior saturacdo, com 40 marcas
ligadas, entre elas 30 SNPs e 10 SSRs. O GL1 foi o grupo de ligacgdo com maior
distancia de mapa encontrado, portando 221,2 cM e um total de 36 marcas ligadas.

Em relagcdo ao GL3, que apresentou um grande nimero de marcas ligadas, a
ordem entre elas foi mantida ao longo do grupo de ligacdo se comparado com trabalhos
anteriores (Campos et al., 2011; Garcia et al., 2011, Cordoba et al., 2010)

No GL 2 foi mapeado o loco FJ37, resultado também encontrado por Hanai
(2008) em sua tese sobre mapeamento com a populacdo BJ e SSRs derivados de ETSs
advindos do BEST (Banco de EST de feijdo, Melotto et al., 2005).

Os trabalhos de Blair et al. (2010) e de Galeano et al. (2009) mapearam nas
populagdes DOR364 X BAT477 e DOR364 x G19833, respectivamente, os locos
“ATA” (Blair et al., 2008) nos mesmos grupos de ligacdo que o mapa AS (GLs 2 e 10).

A co-localizacdo dos marcadores em comparacdo com outros mapas de feijao e
também no genoma de feijdo disponivel no Phytozome, inclusive em relacdo a suas
respectivas posi¢cdes mantidas nos 11 grupos de ligacdo mapeados, relevam a robustez e
confiabilidade do mapa genético AS gerado neste trabalho. Isso faz com que as marcas
mapeadas tornem-se importantes alvos em trabalhos de melhoramento, uma vez que,
independentemente da populacdo de mapeamento utilizada, ou seja, independentemente
do gendtipo analisado para construgdo dos mapas de ligacdo, essas marcas representam
locos bem caracterizados e conservados na espécie.

Além disso, foi possivel ligar um grande nimero de novos locos, com distancias
inferiores a 37,5 cM (gaps), 0 que ndo somente possibilita maior saturagdo em relagdo a
outros mapas ja desenvolvidos (Campos et al., 2011, Garcia et al., 2011, Cordoba et al.,
2010, Oblessuc et al. 2012, Blair et al., 2010), como também disponibiliza uma nova
ferramenta para 0 mapeamento de caracteristicas agronomicamente importantes, Uteis
em estudos de selecéo assistida, ou ainda estudos de mapeamento fino e clonagem

posicional.

4.4. Fenotipagem da populacdo de mapeamento
Durante o experimento de estresse hidrico aplicado nas casas de vegetacdo em

vasos, a média de temperatura e umidade da casa de vegetacdo do tratamento irrigado
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foi de 32,1°C e 52,9% e, da casa de vegetacdo ndo irrigada foi de 34,5°C e 45,2%,
respectivamente. As andlises de variancia apresentaram diferencas estatisticamente
significativas (P < 0,001) no tratamento irrigado nos genitores para as caracteristicas de
massa seca das folhas, temperatura das folhas, dias até o florescimento, nimero de
vagens, nimero de sementes/vagem, rendimento, numero de sementes, peso de 100
sementes e peso de vagens. Nas médias das RILs F8, resultantes do cruzamento
‘AND277 x SEAS5’, houve diferencas estatisticamente significativas para o carater
contetdo de clorofila, massa fresca das folhas, massa fresca dos caules, massa seca das
folhas, massa seca do caule e termometria no tratamento irrigado. Ja no tratamento nédo
irrigado, as médias das RILs apresentaram diferencas estatisticamente significativas
para as caracteristicas de clorofila, area foliar, massa fresca e seca do caule e
temperatura da folha (Tabela 4).

Tabela 4: Estatistica descritiva para as medidas de caracteristicas quantitativas na
populagdo AND277 x SEA5 de feijdo comum e dos genitores do experimento de

tratamentos irrigado e ndo irrigado nos vasos, em casa de vegetacao.

Caracteristicas Irrigado Nd&o irrigado
Genitores dggelgllis 2, Genitores dggeg:is 2,
SEA  AND AND
5 277 Diff SEA5 277 Diff
Clorofila 42,46 43 ns 41,69* 0,54 | 23,85 26,96 ns 26,81* 0,71
Area foliar 2099 2315.3 ns 1402,59* 0,74643 |390,25 149 * 303,96* 0,87394
Massa fresca da folha 32,83 375 ns 26,59* 093 4,75 1,83 * 317" 0,21
Massa fresca do caule 23,83 24,66 ns 17,07* 0,89| 5,87 4,16 ns 4,92* 0,56
Massa seca da folha 4 6,83 * 3,47* 0,64| 1,87 1 = 1,01™ 0,12
Massa seca do caule 3,33 4,33 ns 2,04* 0,36 1,25 15 ns 1,18* 0,39
Temperatura da folha 23 30,33 * 28,25* 0,61| 33,33 355 * 34,63* 0,44
Dias até o
florescimento 31 37,75 * 36,77* 0,92 38 36 * 36,37* 0,94
NUmero de vagens 13 525 * 10,56* 0,49 13 5 * 14,53* 0,53
NUmero de
sementes/vagem 4,23 232 * 2,8* 0,64 45 27 * 2,75* 0,73
Rendimento (g /
planta) 9,46 46 * 6,67* 0,9| 11,99 352 * 7,74* 0,95
NUmero de sementes 5333 1225 * 27,79* 0,35 48 105 * 37,65* 0,46
Peso das sementes
(9/100 sem.) 2188 3868 * 22,02 084 2318 12,47 * 23,89* 0,73
peso de vagem 4,14 1,14 * 2,28* 0,28 4,33 2,12 * 3,87* 0,68

* Diferengas significativas a probabilidade de 0,05, ns: nao

genitores, h2g: herdabilidade no sentido amplo

significativo, Diff: diferencas entre os
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Segundo os resultados apresentados, os genitores da populacdo sdo contrastantes
para a maioria das caracteristicas avaliadas quando submetidos a estresse hidrico. Para
as RILs, sob essas mesmas condigdes, as caracteristicas clorofila, &rea foliar, massa
fresca do caule, massa seca do caule, temperatura da folha, dias até o florescimento,
numero de vagens por plantas, nUmero de sementes por vagem, rendimento total da
planta (g/planta), numero de sementes por planta, peso de 100 sementes e peso da
vagem serdo Uteis para o mapeamento de QTLs associados ao déficit hidrico na
populacdo ‘AND277 x SEAS5’. Algumas caracteristicas ndo apresentaram diferencas
estatisticamente significativas para esta populacdo segregante, mas apesar de néo

apresentarem contraste também foram mapeadas.

Os resultados mostraram que os padrdes de resposta a nivel fisioldgico e
morfolégico ao déficit hidrico foram avaliados aos 33 dias, quando as plantas da casa de
vegetacdo com o tratamento ‘estresse hidrico’ atingiram, em média 160 kPa de
potencial hidrico do solo, e nestas condi¢des, a umidade foi menor na casa de vegetacao
sob estresse e as temperaturas foliares mostraram quase 0 mesmo padrdo, com valores

mais altos na casa de vegetacao sob estresse hidrico (Figura 8).
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Figura 8. Pardmetros ambientais medidos durante o ciclo da populagdo AND277 x
SEA5 de feijdo comum (a) potencial matricial do solo, (b) umidade da casa de

vegetacao, (c) temperatura foliar
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A anédlise de variancia dos padrdes de resposta a seca detectou diferencas
significativas entre os genitores e RILs para a maioria das caracteristicas. Na casa de
vegetacdo irrigada, os genitores SEA5 e AND277 diferiram quanto aos descritores
massa seca de folha, temperatura da folha, dias até o florescimento, numero de vagens,
numero de sementes por vagem, rendimento, nimero de sementes, peso de sementes e
peso de vagem. Entre as RILs, todas as caracteristicas foram estatisticamente
significativas. Os dois genitores foram semelhantes em termos de clorofila, area foliar,
massa fresca de folhas e de caule e massa seca de caule. A herdabilidade foi menor para
peso de vagem (0,28) e maior para massa fresca de folhas (0,93).

Por outro lado, na casa de vegetacdo sob estresse hidrico, os genitores diferiram
para area foliar, massa fresca de folhas, massa seca de folhas, temperatura da folha, dias
para o florescimento, niUmero de vagens, nimero de sementes por vagem, rendimento,
nimero de sementes, peso de sementes e peso de vagens. Entre as RILs, para os
caracteres massa fresca e massa seca de folhas, ndo houve diferencas significativas. A
herdabilidade no sentido amplo foi menor para o peso da folha de massa seca (0,12) e
maior para rendimento de graos (0,95).

No tratamento irrigado, a produtividade média de todos os genotipos foi 2,84
g/planta e 1,97 g/planta, no tratamento sob estresse hidrico. Este resultado mostrou uma
reducdo de 30% na producdo de grdos, devido ao indice de intensidade de seca
calculado.

Como o experimento da fenotipagem dos vasos foi realizado em duas casas de
vegetacdo separadas para os dois tratamentos aplicados, os valores de herdabilidade no
sentido amplo foram elevados, portanto para promover a diminuigdo da herdabilidade e
do erro experimental sugere-se que a aplicacdo dos dois tratamentos seja feita em
apenas uma casa de vegetacao.

Segundo os resultados apresentados no experimento em casas de vegetacdo sob
condicBes de estresse hidrico, com a finalidade de avaliagdo do desenvolvimento das
raizes (Tabela 5), os genitores da populacdo também sdo contrastantes para 0s
caracteres: area foliar, massa fresca da folha, massa seca do caule, temperatura da folha,
comprimento total de raizes, area superficial radicular e volume de raizes. Algumas
caracteristicas ndo apresentaram diferencas estatisticamente significativas entre as RILS,
como massa fresca da folha, massa fresca do caule, massa seca da folha, massa seca do

caule e didmetro de raizes. As caracteristicas clorofila, area foliar, temperatura da folha,
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comprimento total de raizes, area de superficie radicular e volume de raizes foram

estatisticamente significativos para esta populacdo segregante.

Tabela 5. Andlise de variancia para caracteristicas quantitativas dos genitores SEA5,

AND277 e das linhagens recombinantes da populagdo AS de feijdo comum em casa de

vegetacdo irrigada e ndo irrigada nos rizotrons.

Caracteristica Irrigado N&o irrigado
. média das . média das
Genitores RILs , Genitores RILs ,
h h%
AND
SEA5 277 Diff SEAS AND277 Diff

Clorofila 40,55 40,1 ns 39,84* 0,85 42,63 36,25 ns 38,17* 0,61

Area foliar 485 594,8 ns 391,99* 0,78 410,63 1791 * 217,47* 0,30

Massa fresca da folha 5,68 725 ns 4,23* 0,75 3,61 1,82 * 1,99™ 0,05

Massa fresca do caule 4,55 4,48 ns 4,13™ 0,17 2,31 3,23 ns 2,20™ 0,01

Massa seca da folha 0,81 19 =* 0,93™ 0,13 1,41 0,78 ns 0,66™ 0,11

Massa seca do caule 0,41 0,98 ns 0,7 0,06 0,73 159 * 0,53™ 0,13

Temperatura da folha 19,5 19 ns 19,08 0,2 21,66 19 = 20,86* 0,40

Comprimento total de

raizes (m planta-1) 1248 22225 ns 1847,81™ 0,07 23714 10796 * 1775,72* 0,3

Area de superficie

radicular 135,62 205,33 ns 181,97* 0,45 239,63 93,89 * 198,54* 0,82

Volume de raizes

(cm® planta %) 1,17 1,5 ns 1,49* 0,64 1,41 059 * 0,95* 0,21

Diametro de raizes

(mm) 0,35 0,29 ns 0,3™ 0,01 0,26 0,25 ns 0,26™ 0,07

* Diferengas significativas a probabilidade de 0,05, ns: ndo significativo, Diff: diferengas entre os

parentais, h2g: herdabilidade no sentido amplo

4.5 QTLs para a tolerancia ao estresse hidrico

Para os dados fenotipicos obtidos no experimento dos vasos e dos rizotrons das

105 linhagens recombinantes da populagdo AND277 x SEA5 (AS), foram realizados

testes estatisticos para verificar se eles estavam ou ndo normalizados, a fim de utiliza-

los nas analises de mapeamento de QTL. Os testes utilizados para esta avaliagdo foram

0 Skewness, Kurtosis e Shapiro (Tabelas 6 e 7).
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Tabela 6. Estatisticas descritivas para caracteristicas quantitativas avaliadas na

populagdo AND 277 X SEA 5 do experimento realizado em vasos em casa de

vegetacao.
Caracteristicas | Skewness | Kurtosis Shapiro-wilk | p valor
Cl 0,2521 2,3155 0,9743| <0,0001*
CNI 0,3265227 | 0,5741205 0,987999| 0,0056*
AFI 3,2192017| 51,74894 0,668798 | <0,0001*
AFNI 0,2524645| 1,2333302 0,981124| 0,0003*
MFFI 0,6048856 | 3,3423528 0,958267 | <0,0001*
MFFNI 0,3104951| 0,8344974 0,985677| 0,0045*
MFCI 0,5038602 | 2,0778767 0,968003 | <0,0001*
MFCNI 0,5471411| 0,3567925 0,980573| 0,0002*
MSFI 0,2278624 | 2,1416397 0,976136 | <0,0001*
MSFNI 0,2124753| -0,434425 0,989543| 0,0216™
MSCI 0,385813| 1,2699492 0,984967| 0,0021*
MSCNI 0,0430564 | -0,292912 0,993814| 0,1802™
Tl 0,0003301| -0,602149 0,989967 | 0,0281™
TINI 0,162045| -0,248152 0,994755| 0,2955™
NVI 0,4427387 | 3,2771693 0,962555 | <0,0001*
NVNI 0,5490551| 1,7796124 0,974562| 0,0001*
SVI 1,2567547 | 17,002439 0,865663 | <0,0001*
SVNI 0,0109032 | 2,5221149 0,961073 | <0,0001*
NSI 0,8686761| 5,4055397 0,950637 | <0,0001*
NSNI 0,5657035| 1,3434045 0,978579| 0,0005*
PSI 1,0914729| 6,0948002 0,901571 | <0,0001*
PSNI 0,1329638| 17,375184 0,830788 | <0,0001*
Fl -1,014628 | 4,6333071 0,879631 | <0,0001*
FNI -1,71401| 11,76586 0,645045 | <0,0001*
PSVI 0,4873849| 1,977694 0,9745| <0,0001*
PSVNI 0,4259785| 2,526472 0,950539| <0,0001*
PSSI 2,5860714 | 20,334402 0,810543 | <0,0001*
PSSNI -0,224504 | 0,483523 0,989632| 0,0504™

CI/CNI: Clorofila Irrigado/N&o irrigado, AFI/AFNI: Area foliar Irrigado/N4o irrigado, MFFI/MFFNI:
Massa fresca folha irrigado/N&o irrigado, MFCI/MFCNI: Massa fresca caule irrigado/Néao irrigado,
MSFI/MCFNI: Massa seca folha irrigado/N&o irrigado, MSCI/MSCNI: Massa seca caule irrigado/Néo
irrigado, TII/TINI: temperatura da folha irrigado/Nao irrigado, NVI/NVNI: Numero de vagens
irrigado/N4o irrigado, SVI/SVNI: Numero de sementes por vagem irrigado/N&o irrigado, NSI/NSNI:
NUmero de sementes irrigado/N&o irrigado, PSI/PSNI: Peso de 100 sementes Irrigado/Ndao irrigado,
FI/FNI: Dias até florescimento Irrigado/Nao irrigado, PSVI/PSVNI: Peso seco de vagens Irrigado/N&o
irrigado, PSSI/PSSNI: Produtividade Irrigado/Nao irrigado.

* Nivel de significancia corresponde a p < 0,01.

"™: ndo significativo
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Tabela 7. Estatisticas descritivas para caracteristicas quantitativas medidas na

populagdo AND277 X SEA5 do experimento em casa de vegetagdo em rizotrons.

Shapiro-
Caracteristica | Skewness | Kurtosis | wilk p valor
Cl -0,107757 | 0,7549668 0,98015| 0,0077*
CNI 0,0423237| -0,035853 0,994268| 0,5673"™
AFI -0,006149 | 1,2081877 0,978912| 0,0059*
AFNI 0,0667326 | 1,0597483 0,98107| 0,004*
MFFI 0,0711364 | 0,2302449 0,97863| 0,0056*
MFFENI 0,1064899 | 27,584026 0,759573| <0,0001*
MFCI 0,043923 | 28,895651 0,721645| <0,0001*
MFCNI 0,0460647 | 0,4398309 0,991738| 0,2241™
MSFI 0,1792994 | 1,6944576 0,92579 | <0,0001*
MSFNI 0,2537405| 0,5475163 0,982651| 0,0183™
MSCI 0,258925 | 3,6340647 0,898345| <0,0001*
MSCNI 0,3612703 | 4,1237391 0,940278 | <0,0001*
T 0,5038891 | 2,4018606 0,937107| <0,0001*
TINI -0,412564 | 1,6829834 0,929508 | <0,0001*
CRI 0,437326 | 1,5561357 0,977555| 0,0026*
CRNI 0,1341793| 0,5587391 0,991498| 0,2126™
ASRI 0,137251| 3,3291797 0,960749 | <0,0001*
ASRNI 0,4091746 | 2,2150666 0,96551 | <0,0001*
VRI 0,0282132 | 1,2924399 0,982619| 0,0142™
VRNI 0,1383549 | 1,8750819 0,964718| <0,0001*
DRI 0,0973758 | 2,6351945 0,966574| 0,0001*
DRNI 0,9989349 | 6,0990852 0,870029 | <0,0001*

CI/CNI: Clorofila Irrigado/N&o irrigado, AFI/AFNI: Area foliar Irrigado/N&o irrigado,

MFFI/MFFNI:

Massa fresca folha irrigado/Ndo irrigado, MFCI/MFCNI: Massa fresca caule irrigado/Néo irrigado,
MSFI/MCFNI: Massa seca folha irrigado/N&o irrigado, MSCI/MSCNI: Massa seca caule irrigado/Nao
irrigado, TII/TINI: temperatura da folha irrigado/N&o irrigado, CRI/CRNI: Comprimento de raizes
Irrigado/Néo irrigado, ASRI/ASRNI: Area superficial de raizes Irrigado/N&o irrigado, APRI/APRNI:
Area projetada de raizes Irrigado/N&o irrigado, VRI/VRNI: Volume de raizes Irrigado/N&o irrigado,
DRI/DRNI: Diametro de raizes Irrigado/Nao irrigado.

* Nivel de significancia corresponde a p < 0,01.

™: ndo significativo

Os valores significativos foram submetidos a transformagdo Box-cox (Osborne,
2010) com auxilio do programa estatistico R, a qual gera curvas para a normalizacao
dos dados para os dois experimentos (Anexos 1 e 2). O objetivo dessa normalizacdo é

que os valores esperados das observacoes transformadas sejam descritos por um modelo
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de estrutura simples, a variancia seja constante e as observacdes estejam normalmente
distribuidas. Os valores ndo significativos foram mantidos, pois ja estavam
normalizados.

A partir do parametro lambda (L) indicado nestas curvas, foi escolhido o modelo
de normalizacdo mais adequado a ser aplicado nos valores dos dados fenotipicos.

Para os dados obtidos no experimento de vasos para as caracteristicas AFI, Cl,
CNI, MFFNI, MSCI, NVNI, NSI, NSNI, PSI, PSVI, PSVNI e PSSI, a curva de
normalizacdo se posicionou em 0,50 (A= 0,50) revelando a necessidade de se aplicar a
transformacéo, elevando os valores a Y%. Para as caracteristicas de AFNI, MFCI, MSFI e
NVI, a curva de normalizagao ficou em 0,25 (A= 0,25), tendo-se que elevar os valores a
1/4. Na caracteristica de SVI, a curva posicionou em -0,50 (A= -0,50), ent&o os valores
foram elevados a (-¥2). As curvas de MFFI e PSNI ficaram em 0,33 (A= 0,33), entdo os
valores foram elevados a 1/3. As caracteristicas de FI e FNI, as curvas se posicionaram
em 1,5 (A= 1,5), necessitando transformar os valores com log. Por fim, para as
caracteristicas de SVNI e MFCNI, as curvas posicionaram em 0 (A= 0) e os valores
também foram transformados em log. Os valores de MSFNI, MSCNI, TII, TINI e
PSSNI foram mantidos, ja que A= 1,0, revelando a ndo necessidade de normalizagdo
neste conjunto especifico de dados.

Para os dados obtidos no experimento de rizotrons para as caracteristicas Cl,
MSFI, CRI, ASRI, DRI e TINI a curva de normalizacdo se posicionou em 0,50 (A=
0,50) revelando a necessidade de se aplicar a transformacéo, elevando os valores a %.
Para as caracteristicas AFNI, MFFNI, MFCI e ASRNI a curva de normalizacdo ficou
em 0,25 (A= 0,25), tendo-se que elevar os valores a 1/4. As curvas de AFI, MFFI,
MSCI, MSCNI e VRNI ficaram em 0,33 (A= 0,33) e os valores foram elevados a 1/3.
Para a caracteristica DRNI, a curva ficou em -1,0 (A= -1,0), entdo os valores sofreram
transformacéo reciproca inversa. Os valores de CNI, MFCNI, MSFNI, CRNI, VRI e TlI
foram mantidos, ja que A= 1,0, revelando a ndo necessidade de normalizacdo neste
conjunto especifico de dados.

Apds os dados das 105 linhagens serem normalizados, histogramas dos valores
de cada caracteristica foram construidos para os dois experimentos (Anexo 3 e 4). E os
valores puderam ser utilizados para a as analises de mapeamento de QTL.

O mapeamento dos QTLs foi realizado para o experimento em casa de vegetagédo
com vasos e com rizotrons, separadamente. Os valores de threshold obtidos pelas
analises de permutacdo foram proximos ao LOD 3,0, sendo este o valor estabelecido
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para identificacdo dos QTLs (Anexo 5). No total, 22 QTLs foram obtidos para o
experimento de vasos e 19 QTLs para o experimento de rizotrons, totalizando 41 QTLs

relativos a tolerancia a seca, nomeados conforme a caracteristica relacionada (Tabela 8).

Tabela 8 — Descricao dos QTLs relacionados a tolerancia a seca encontrados via analise
de Mapeamento por Intervalo Composto (CIM), utilizando o mapa genético AS de
feijdio comum. Os QTLs identificados foram nomeados conforme a caracteristica do
QTL encontrado no experimento de vasos e rizotrons. O intervalo no mapa AS (cM) e 0
marcador do pico dos graficos de cada QTL, em seus respectivos grupos de ligacdo, o
LOD de cada pico, efeitos aditivos e efeitos na variancia fenotipica (R?) de cada QTL

também sdo revelados.

CARACT __ GL® oTL EXPC INTERVALO __ MARCADOR* __ LOD EFEITO  RA(%)
/ (M) ADITIVO
TRATA
T CIit Vasos 9683111,08  BAR3454 (2cM) 347 0208 112
1 Cl12 Vasos 11471407  BAR3651(0,0cM) 983 0359 328
cl 3 Cl3a.1 Rizotron 1203-138.9  BARS055(0.0cM) 452  -0252 156
5 CI5.1 Rizotron 46.6-67,8 IAC227 (0.0cM) 326  -0152 105
onl 6 CNI 6.1 Vasos 9554-14045  BAR5885(0,0cM) 1083  -3874 321
11 CNI11.1 Vasos 56.23-78,68  BAR3594 (00cM) 4.3 2139 114
1 AFNI 1.1 Rizotron 6,52 -0,701 20,2
AFNI 111,7-140,7 PVBR3 (0,0 cM)
1 MFCI 1.1 Vasos 81,43-102,44 IAC11(0,0cM) 327 0066 10,2
1 MFCI12  Rizotron 111,7-140,7 PVBR3(0,0cM)  7.67  -0117 217
3 MFCI3.1  Rizotron 6,3-33 BM189 (0.0cM) 3.7 0,077 9,2
MECI 3 MFCI3.2  Rizotron 50,9-70,9 BAR5192 (16cM) 35 0117 158
3 MFCI33  Rizotron 82,6-108,2 BAR3353(20cM) 512  -0123 157
6 MFCI61  Rizotron 38,1-57 BAR4089 (0.0cM) 414 0089 109
7 MFCI 7.1 Vasos 653-10592  BAR4417 (0.0cM) 375 0076 132
3 MECNI 4,14 -0,109 18,2
MFCNI v Vasos 72,55-08,25 BM159 (2 cM)
MEE] 1 MFFIL11  Rizotron 107-140,7 PVBR3(00cM) 892  -0261 266
7 MFFI 7.1 Vasos 653-101,02  BAR3122 (0,0cM) 406 0131 136
e 1 MSFI11  Rizotron 111,7-1407  BAR4423(00cM) 518  -0129 168
7 MSFI 7.1 Vasos 71,3-103,92 BAR4417 (1cM) 303 0039 112
CRI 2 CRI 2.1 Rizotron 50,6-72.7 PVBR25 (00cM) 558  -6325 19,2
RN 1 CRNIL1  Rizotron 13171561  ATA3(0,0cM) 319  -3.117 9.7
6 CRNI61  Rizotron 0-34 BM3 (10 cM) 328 4365 191
1 ASRIL1  Rizotron 111,7-140,7 PVBR3(00cM) 502  -1060 186
ASRI
6 R Rizotron 0-57 BM3 (13 cM) 518 0332 325
ASRNI 6.1
MSCI 1 MSCI11  Rizotron 113,7-140,7 PVBR3(00cM) 64  -0120 221
3 MSCI31  Rizotron 5,3-34 BM189 (0.0cM) 3.1 0,064 9.8
VRI 6 VRI 6.1 Rizotron 0-49 FJ20 (8 cM) 331 0403 166
DRI 6 DRI 6.1 Rizotron 47-85,7 PVBR5 (1cM) 349 0012 136
i 4 Tl 4.1 Vasos 11414223  BAR488L(0,0cM) 335 0613 123
TINI 7 TINI 7.1 Vasos 140,0-171,98  BAR2897 (6¢M) 304 0572 140
NVI 7 NVI 7.1 Vasos 73310292  DARSBEZO0CM) a0 o061 126
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6 PVM21 (5 cM)

NS NSI 6.1 Vasos 77,71-102,54 33 0378
NI 7 NSNI 7.1 Vasos 29-54,34 BAR3045 (3cM) 4,07  -0519
8 NSNI 8.1 Vasos 30,86-63,42 BAR4250 8cM) 407  -0.038

PSI 5 PSI 5.1 Vasos 42,67-116,38  BAR4677 (5¢M) 391  -0,200
PSNI 1 PSNI 1.1 Vasos S488-7687  paraa7a0cM) 439 -0120
o 1 FI L1 Vasos 117,7-140,76  BAR4823(0,0cM) 3,17  -0,014

3 FI3.1 Vasos 7455-15028  BAR3097 (0,0cM) 509  -0.016

PSVNI 11 Pfyl'\" Vasos 56,23-7752  BAR3100(0,0cM) 348  -0,155
oS 1 PSSI 1.1 Vasos 81,43-9887  BAR3084 (00cM) 317 0,190
11 PSSl 11.1 Vasos 5003-7583  BAR4938 (0.0cM) 349  -0,192

12,8

15,5
0.0
14,4
17,3

10,8
14,3

14,1

10,0
11,8

A Caracteristica/Tratamento; ° Grupo de ligacdo; “ Experimento;
* Entre parénteses esta a distancia do marcador ao pico do QTL;
“Coeficiente de determinacao fenotipica.

Neste trabalho, foram identificados QTLs em todos os grupos de ligacdo, exceto
nos GLs 9 e 10 (Figura 9). Foram encontrados QTLs que controlam vérias
caracteristicas simultaneamente, como alguns dos do GL 1 (Cl 1.2, AFNI 1.1, MFCI
1.2, MSFI 1.1, ASRI 1.1, MSCI 1.1 e FI 1.1).

No GL 1 foi encontrado o QTL para peso de 100 sementes, que também foi
identificado no trabalho de Broughton et al. (2003) para 0 mesmo grupo de ligacao.
Porém, estes autores identificaram dois QTLs para ‘peso de sementes’ no GL 7,
enguanto no mapa AS foram identificados apenas QTLs relacionados a seca para 0s
caracteres nimero de sementes e temperatura das folhas. Além destes, QTLs que
controlam numero de vagens foram encontrados nos GLs 1 e 8 pelos mesmos autores,
enquanto neste trabalho foi encontrado apenas um QTL da mesma caracteristica no GL
7. QTLs para o carater ‘numero de dias até o florescimento’ estao localizados nos GLs 1
e 3, enquanto no trabalho de Broughton et al. (2003) estes QTLs foram posicionados
nos GLs 1 e 8.

Do total de 41 QTLs encontrados, apenas 12 QTLs foram identificados no mapa
AS no tratamento sob estresse hidrico e 29 na condicdo irrigada. Os QTLs mais
interessantes sdo 0s encontrados sob condicdo de seca que controlam as caracteristicas:
area foliar, comprimento de raiz, peso de 100 sementes, massa fresca do caule, area
superficial de raiz, clorofila, temperatura das folhas, nimero de sementes e peso seco de
vagens.

Estes QTLs encontrados sdo interessantes na medida em que controlam
caracteristicas que se alteram sob a condicdo de seca, ou seja, refletem as respostas do

feijdo comum para o seu desenvolvimento apesar da falta de agua.
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Figura 9 — Mapa genético AS de feijdo comum mostrando a localizagdo dos 41 QTLs

encontrados relacionados as caracteristicas de tolerancia a seca. Os QTLs em verde sdo

derivados do experimento em casa de vegetacdo com vasos. Os QTLs em vermelho séo

derivados dos experimentos em casa de vegetacdo com rizotrons. Os QTLs de seca

estdo identificados como NI (n&o irrigados).
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Figura 9 — Mapa genético AS de feijdo comum mostrando a localizacdo dos 41 QTLs
encontrados relacionados as caracteristicas de tolerancia a seca. Os QTLs em verde sdo
derivados do experimento em casa de vegetacdo com vasos. Os QTLs em vermelho séo
derivados dos experimentos em casa de vegetacdo com rizotrons. Os QTLs de seca

estdo identificados como NI (n&o irrigados).

Foram detectados QTLs relacionados a raiz nos grupos de ligacdo 1, 2 e 6
(ASRN1.1, CRNI1.1, CRI2.1, CRNI6.1, ASRNI6.1, VRI6.1 e DRI6.1), porém no
trabalho de Asfaw & Blair (2012) foram detectados QTLs de massa seca de raiz e
comprimento de raiz no GL 11.

Os QTLs de maior efeito para variancia fenotipica foram associados aos
caracteres: clorofila irrigado (CI 1.2) e clorofila ndo irrigado (CNI 6.1), obtidos no

experimento de vasos, com os valores respectivos de 32,8% e 32,1%. O QTL de maior
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efeito obtido no experimento de rizotrons é o de area superficial de raiz ndo irrigado
(ASRNI 6.1), com o valor de 32,5% (Tabela 9).
Estes QTLs de maior efeito na variancia fenotipica sdo mais interessantes para

selecdo assistida em condicdes de estresse hidrico a fim de ser adotado em programas de

melhoramento.

Tabela 9 — Descrigdo dos QTLs significativos para tolerdncia a seca com maiores

valores de efeito na variancia fenotipica e os marcadores que envolvem estes QTLS,

encontrados via analise de Mapeamento por Intervalo Composto (CIM) utilizando o

mapa genético AS de feijao comum. Os QTLs identificados foram nomeados conforme

a caracteristica do QTL encontrado no experimento de vasos e rizotrons.

QTL

GLA

EXPB

MARCADORES

R*(%)

CNI 6.1

CNI 111

AFNI 1.1

MFCNI
3.1

CRNI 1.1
CRNI 6.1

ASRNI
6.1

TINI'7.1

11

Vasos

Vasos

Rizotron

Vasos

Rizotron
Rizotron

Rizotron

Vasos

UNAL155
IAC132
BAR5885
1AC287

BAR5262, BAR4303,
BAR5330, BAR4938,
BAR3140, BAR5610,
BAR4184, BAR3439,
BAR4026, BAR3777,
BAR3131, BAR6352,
BAR5268, BAR3100,
BAR3594, BAR4506,
BAR3566, BAR3416,
BAR3294, BAR3020,
BAR4876, BAR3967,
BAR3319, BAR3700,
BAR3194

PVBR3
PVBR218
BAR3651
BAR4423
BAR4823

BAR3239
BM159
BAR4979
BAR4496
BAR3353

ATA3
BM3

BM3
FJ20
BAR4089

BAR2897
BM160

32,1

114

20,2

18,2

9,7
19,1

32,5

14,0

47



PSNI 1.1

1 Vasos BAR3474

Grupo de ligagdo; ~ Experimento

“Coeficiente de determinagao fenotipica.

17,3
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5 CONCLUSOES

O mapa genetico AND277 x SEA5 (AS) foi obtido altamente saturado e sem
gaps com o uso de marcadores SSRs e SNPs.

Os marcadores microssatélites e SNPs mapeados tiveram distribuicédo
homogénea no genoma do feijoeiro e com bom nivel de polimorfismo, tendo sido
posicionados em todos os grupos de ligacao.

Segundo as avaliagdes fenotipicas, 0s genitores sdo contrastantes e isto tornou
favoravel a identificacdo dos QTLs relacionados as caracteristicas de tolerancia a seca,
que foram mapeadas nos grupos de ligacéo, exceto nos GLs 9 e 10.

Um grande numero de QTLs relacionados & tolerancia a seca foi mapeado,
confirmando padrdo de heranca poligénica de tolerancia para esta deficiéncia.

Este estudo apresentou uma importante contribuicdo para o melhoramento, por
ter revelado os QTLs de maior efeito na variancia fenotipica sob condicdes de estresse
hidrico e que sdo indicados na Selecdo Assistida por Marcadores Moleculares adotados
em programas de melhoramento.

H& necessidade de novos experimentos de fenotipagem para tolerancia ao
estresse hidrico em outro ambiente, que possibilitem isolar os efeitos ambientais dos
efeitos genéticos, e melhorar a deteccdo do efeito genético para cada QTL detectado e

verificar a estabilidade dos QTLs de maior efeito.
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7 ANEXOS

Anexo 1. Curvas de normalizacdo dos dados fenotipicos das caracteristicas avaliadas no
experimento em casa de vegetacdo feita em vasos das linhagens recombinantes da
populacdo segregante AND277 X SEA5 (AS). AFI (A= 0,50), AFNI (A= 0,25), CI (A=
0,5), CNI (A= 0,5), FI (A= 1,5), FNI (A= 1,5), MFCI (A= 0,25), MFCNI (A= 0), MFFI
(A= 0,33), MFFNI (A= 0,50), MSCI (A= 0,50), MSFI (A= 0,25), NSI (A= 0,50), NSNI
(A= 0,50), NVI (A= 0,25), NVNI (A= 0,50), PSI (A= 0,50), PSNI (A= 0,33), PSSI (A=
0,50), PSVI (A= 0,50), PSVNI (A= 0,50), SVI (A= -0,50), SVNI (A= 0). 95% confianca.
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Anexo 2. Curvas de normalizacdo dos dados fenotipicos das caracteristicas avaliadas no
experimento em casa de vegetagdo feita em rizotrons das linhagens recombinantes da
populacdo segregante AND277 X SEAS5 (AS). AFI (A= 0,33), AFNI (A= 0,25), CI (A=
0,5), CRI (A= 0,5), ASRI (A= 0,5), ASRNI (A= 0,25), DRI (A= 0,5), DRNI (A= -1,0),
MFCI (A= 0,25), MFFI (2= 0,33), MFFNI (A= 0,25), MSCI (A= 0,33), MSCNI (A=
0,33), MSFI (A= 0,50), TII (A= 1,0), TINI (A= 0,50) e VRNI (A= 0,33). 95% confianca.
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Anexo 3. Histogramas d

os valores normalizados das caracteristicas avaliadas na

populacdo AS durante o experimento em casa de vegetacdo em vasos em ambiente

irrigado e ndo irrigado.
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Anexo 4. Histogramas dos valores normalizados das caracteristicas avaliadas na

populacdo AS durante o experimento em casa de vegetacdo em rizotrons em ambiente

irrigado e ndo irrigado.
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Anexo 5. Gréaficos dos valores de LOD encontrados pela analise de CIM para a

identificacdo dos QTLs relacionados a seca em experimento realizados em vasos e em

rizotrons.
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