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RESUMO

O feijdo comum (Phaseolus vulgaris L.) é a principal fonte de proteina vegetal da dieta
humana e a incidéncia de doencas ¢ um dos fatores mais importantes que afetam sua
produtividade. A mancha angular, causada pelo fungo Pseudocercospora griseola (Sacc.)
Crous & U. Braune o oidio, cujo agente causal é o fungo Erysiphe polygoni, sdo doencas que
levam a grandes perdas. O uso de cultivares resistentes € a estratégia de controle mais
econdmica e eficiente. A identificacdo de QTLs (Quantitative Trait Loci), seguido da selegéo
assistida por marcadores moleculares, € uma pratica capaz de auxiliar programas de
melhoramento. Neste contexto, o objetivo deste trabalho foi construir um novo mapa genético
de ligacdo utilizando a populacdo segregante resultante do cruzamento AND 277 x SEA 5
(AS), constituida por 105 RILs (Recombinant inbreed lines) e marcadores moleculares do
tipo SSRs (Single Sequence Repeats) e SNPs (Single Nucleotide Polymorphism) para, em
seguida, identificar os QTLs associados a resisténcia a mancha angular e ao oidio, por meio
da técnica de mapeamento por intervalo composto (CIM). Foram idendificados quatro QTLs
de resisténcia & mancha angular. Destes, 0 QTL ALS 11 *° ligado ao marcador SNP BAR
5054 e tido como de maior efeito (R*= 26,5), foi mapeado no grupo de ligagdo Pv11. Quanto
a resisténcia ao oidio, dois QTLs foram detectados, o OID 2”° e OID 11”°, nos grupos de
ligacdo Pv02 e Pvll, respectivamente. Estes explicaram 7,3% e 66,5% da variacdo
encontrada. De acordo com a posi¢do dos dois QTLs mapeados no grupo de ligagdo Pv1l,
ambos parecem se tratar da mesma regido gendmica, tornando a mesma uma regido
pleiotropica. Os resultados obtidos no presente trabalho indicam um padrdo de heranca
quantitativ de resisténcia a mancha angular e qualitativo para a resisténcia ao oidio, sendo
necessaria a realizacdo de experimentos fenotipicos com repeti¢cGes para reduzir os efeitos

ambientais e, com isso, isolar melhor os efeitos genéticos.

Palavras - Chave: mapa genético, RILS, SSRs, SNPs, QTL, resisténcia e doengas.
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ABSTRACT

Common bean (Phaseolus vulgaris L.) is the main source of vegetable protein in human diet.
The incidence of diseases is one of the most important factors affecting the grain yield. The
angular leaf spot, caused by the fungus Pseudocercospora griseola (Sacc.) Crous & U. Braun,
and the powdery mildew, whose agent is the fungus Erysiphe polygoni, are diseases that cause
great losses. The use of resistant cultivars is the most economical and efficient strategy to
control them. The identification of QTLs (Quantitative Trait Loci), followed by molecular
marker-assisted selection is a practice that help breeding programs. In this context, the aim of
this work was to construct a new genetic linkage map using the segregating population
derived from the cross between AND 277 x SEA 5 (AS), consisting of 105 RILs
(Recombinant inbreed lines), and molecular markers SSRs (Single Sequence Repeats) and
SNPs (Single Nucleotide Polymorphism) to identify QTLs associated with resistance to
angular leaf spot and powdery mildew by means of the composite interval mapping (CIM)
analysis. The plants were growing in greenhouse, where the phenotypical evaluations were
conduced. Were identified four QTLs for angular leaf spot resistance. Of these, the QTL ALS
11 *3 linked on the SNP marker BAR 5054 and taken to have greater effect (R* = 26.5), was
mapped on chromosome Pv 11. For resistance to powdery mildew, two QTLs were detected,
OID 2*° and OID 11”%.0n chromosome Pv 2 and Pv 11, respectively. They were able to
explain 7,3% and 66,5% of the phenotypic variation found. According to the position of two
QTLs mapped on chromosome Pv 11, both seem to be the same genomics region, making it a
pleiotropic region. The results obtained in this study indicate a pattern of polygenic
inheritance of resistance to angular leaf spot and pattern of oligogenic inheritance to powdery
mildew, and it is necessary to carry out new phenotypic experiments with replications in order

to reduce the environmental effects and, thus, better isolate the genetic effects.

Key-Words: genetic map, RILs, SSRs, SNPs, QTL, resistance and diseases.
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1. INTRODUCAO

O feijdo comum € uma das principais fontes de proteina vegetal na dieta humana.
Estudos nutricionais mostraram que o grdo de feijdo também é rico em carboidratos
complexos, fibras, isoflavonas e minerais, como o ferro e o fésforo (Anderson et al., 1999;
Broughton et al., 2003) . Esta espécie € cultivada em varios paises ao redor do mundo, tendo o
Brasil como o maior produtor e consumidor da mesma (FAO, 2011), aonde a producdo meédia
atingiu 3.000 toneladas nas ultimas safras (Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica —
IBGE, 2012).

Portanto, a producdo de feijdo, junto com outras culturas importantes, é uma das
responsaveis por elevar o PIB agricola do pais, além de apresentar um forte impacto social,
pois sua producdo € concentrada, principalmente, em propriedades de pequenas a médias
(Faria et al., 2013). Assim como nas demais culturas, diversos fatores influenciam o
desenvolvimento e produtividade do feijoeiro. Dentre estes, tem-se o grupo dos fatores
bidticos, em que a incidéncias de doencas representam o maior e mais importante fator. Uma
das doencas de alta incidéncia € a mancha angular (Stenglein et al., 2003; Miklas et al., 2006),
causada pelo fungo Pseudocercospora griseola (Sacc.) Crous & Braun (sin. Phaeoisariopsis
griseola (Sacc.) Ferraris) (Crous et al., 2006). De acordo com alguns autores, a doenga incide
em mais de 60 paises, incluindo o Brasil, onde as perdas podem atingir niveis de até 80%,
dependendo das condi¢cdes ambientais (Schwartz et al., 1982; Jesus-Junior et al., 2001). Tal
doenca causa lesBes necroticas nos tecidos superiores das plantas, ou seja, folhas, hastes e
vagens, e dependendo do grau da infeccdo, as lesdes também surgem nas sementes,
acarretando perda da produtividade e qualidade do grdo produzido. A infeccdo ocorre pela
penetracdo de conidios através dos estdbmatos e espacos intercelulares da epiderme foliar, que
se d& de trés a sete dias ap0ds a inoculagdo. O fungo P. griseola é considerado hemibiotrofico,
pois nos estadios inciais da infeccdo comporta-se como biotrofico, e com o surgimento da
necrose, 0 mesmo torna-se necrotrofico (Allorent et al., 2005).

P. griseola apresenta alta variabilidade genética e é caracterizada pela existéncia e de
diversas racas fisioldgicas (Pastor-Corrales et al., 1995; Silva et al., 2008). Estas se agrupam
em dois pool génicos: Mesoamericano e Andino (Wagara et al., 2004). Ragas do primeiro
grupo apresentam maior variabilidade genética e por isso infectam cultivares de feijdo
Mesoamericano e Andino, enquanto que as do ultimo grupo infectam apenas cultivares de

origem Andina (Passtor-Corrales et al., 1995).
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Além da mancha angular, vérias outras doencas assolam a cultura do feijoeiro.
Algumas de importancia secundaria, mas que em determinadas regides de cultivo e épocas de
plantio, podem causar perdas totalmente significantes, como é o caso do oidio, também
conhecida como mildio pulverulento ou cinza. Esta doenca é frequentemente atribuida ao
fungo Erysiphe polygoni DC (Ferreira et al. 1999). Porém, estudos recentes sugerem que a
doencga seja causada por Erysiphe diffusa (Cooke & Peck) U. Braun & S. Takam, chamada
antigamente de Microsphaera diffusa Cke. & Pk. (Almeida et al., 2008 ). O mesmo apresenta
habito biotréfico obrigatorio e sua forma assexuada corresponde ao género Oidium. Possui
um grande numero de hospedeiros (Bianchini et al., 1997), entre eles: ervilha, soja, caléndula,
dalia, tremoco e tomate (Barros et al., 2000).

O aumento do plantio na chamada “safra de inverno”, periodo em que as condigdes
sdo favoraveis ao desenvolvimento do patdgeno fez, com que a incidéncia do oidio
aumentasse de maneira consideravel (Dourado Neto & Fancelli, 2007). As perdas causadas
pela doenca podem chegar até 69%, principalmente quando a infeccdo ocorre antes do
periodo de florescimento (Hall, 1991; Pedroso, 2012). Os sintomas iniciais sdo caracterizados
por pequenas manchas, redondas, esbranquicadas ou acinzentadas nas folhas ou hastes
(Schwartz, 2005), que em estadios mais avancados de infeccdo, crescem e formam uma massa
micelial esbranquicada, cobrindo toda a planta.

O manejo tanto da mancha angular quanto do oidio do feijoeiro comum, é baseado em
praticas que empregam o uso de fungicidas, escolha de periodos adequados de semeadura e
rotacdo de culturas, dentre outras. Porém, tais praticas muitas vezes nao sdo suficientes para
controlar estas doencas (Trabanco et al., 2012), além de elevar o custo de producéo e 0s riscos
de contaminacdo do ambiente, devido a aplicacdes constantes de agrotdxicos. Neste contexo,
0 uso de cultivares resistentes pode ser uma estratégia de controle mais econémica, eficiente e
ecoldgica, pois este método leva a reducdo de perdas, melhoria da qualidade dos graos,
ampliacdo da adaptabilidade e estabilidade da performance dos cultivares, reducdo do uso de
agroquimicos, diminuicdo dos riscos para a saude e impactos ambientais, reducdo dos custos
de producéo, etc.

Diversas fontes de resisténcia a mancha angular tem sido identificadas (Pastor-
Corrales et al., 1998; Mahuku et al., 2003 e Sartorato et al., 2006), e a caracterizacdo genética
das mesmas € muito importante para 0 melhoramento genético da cultura. Dois genes
dominantes relacionados com a resisténcia a mancha angular ja foram descritos. O primeiro,
chamado de Phg-1, foi identificado na cultivar AND 277 (Carvalho et al., 1998) e

recentemente mapeado no grupo de ligacdo Pv01, ligado a marcadores desenvolvidos para
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soja (Goncalves-Vidigal et al., 2011). O segundo, chamado de Phg-2, foi identificado na
cultivar México 54 (Sartorato et al., 2000), ligado ao marcador do tipo SCAR OPNO2 e ao
marcador RAPD OPE 04, e mapeado no grupo de ligacdo Pv08 (Mahuku et al., 2011). Estes
dois marcadores estdo ligados entre si e também ligados a outros genes de resisténcia
encontrados em outras cultivares, como: Cornell 49-242(Nietsche et al., 2000), MAR 2
(Ferreita et al., 2000) e BAT 332 (Namayanja et al., 2006). Além desses dois genes, um
padrdo de heranca monogénica também foi descrito para resisténcia & mancha angular nas
cultivares Ouro Negro (Corréa et al., 2001) e G10474 (Mahuku et al., 2004), mas a relagédo
destes genes com os citados anteriormente, ainda é desconhecida. Outros estudos
demonstraram que o padrdo de heranga é monogénico recessivo, como 0 encontrado na
cultivar US. Pinto (Corréa et al., 2001).

Em adicdo aos trabalhos em que foi observada heranca genética qualitativa, ha
também indicios da presenca de QTLs associados a resistencia a mancha angular. Cinco
QTLs foram mapeados no grupo de ligacdo Pv04, um no Pv08 e outro no Pv09 e trés no
grupo de ligagdo Pv10 (Mahuku et al., 2011; Lopez et al., 2003 e Mahuku et al., 2009).
Portanto, é possivel afirmar que a resisténcia a mancha angular € mais complexa do que a
descrita nos trabalhos citados anteriormente. Mahuku et al., (2011), por exemplo,
identificaram dois genes de resisténcia na cultivar G10909, onde o gene mapeado no grupo de
ligacdo Pv08 e também ligado ao marcador OPEO4 ¢ distinto do gene descrito anteriormente
(Phg-2). Caixeta et al., (2005), observaram via testes de alelismo que trés outros genes (Phg-
3, Phg-4 e Phg-5), com dois alelos cada, controlam a resisténcia em quatro cultivares que
foram previamente caracterizadas como detentoras de apenas um gene regulador (AND 277,
Mexico 54, MAR 2 e Cornell 49-242). Estes resultados reforgcam a indicacéo de que o tipo de
heranca envolvida na resisténcia a mancha angular é mais complexa do que a descrita por
varios autores, e que os estudos adicionais devem ser realizados para o melhor entendimento
da relacédo patdgeno-hospedeiro.

Quanto a resistencia ao oidio, poucas fontes de resisténcia foram descritas (Schwartz
et al., 1981), podendo citar as cultivares Cornel 49242’, ‘Porrillo Sintético’, ‘Negro San Luis’
e ‘ESAL 686 (Trabanco et al., 2012; Rezende et al., 1999), sendo a maioria destas
caracterizadas por possuirem poucos genes envolvidos na caracteristica e com padrdes
variados de acdo. Dundas (1936) descreveu que a doenga é controlada por apenas um gene
dominante. Ja Bett & Michaels (1995) relataram a agdo de dois genes envolvidos, sendo um
dominante e outro recessivo. No entanto, recentemente, observou-se por meio de testes de

alelismo, a existéncia de varios genes controlando a expressédo diferencial de resisténcia e 0s
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modos de heranca da mesma referéncia. Além destas informacoes, foi relatada a existéncia de
possiveis QTLs envolvidos na resisténcia ao oidio (Hanai et al., 2009; Melo et al., 2002), o
que indica que a resisténcia pode ser mais complexa e de natureza quantitativa. Desse modo,
com base no exposto, observa-se que, para ambas as doencas, ha divergéncias quanto aos
padrdes de heranca envolvidos na determinacdo do carater de resisténcia presente em alguns
genotipos.

Os mapas genetico-moleculares permitem a localizacdo de regiGes controlando
caracteres tanto de heranca simples quanto complexa (Quantitative Trait Loci), permitindo, a
partir do mapeamento de QTLsS, estudar a arquitetura genética de caracteres de interesse
(Cruz & Silva, 2009). Do ponto de vista do melhoramento, é interessante que 0s mapas
possam ser completamente saturados, indicando a localizacdo de genes e QTLs, sejam eles
para resisténcia a pragas e doencas, performance agronémica, adaptabilidade, sindrome da
domesticacdo, qualidade, ou qualquer outro carater importante (Hanai, 2008). Estas
informacdes podem ser usadas em programas de melhoramento tanto para a obtengdo de
novas cultivares pela selecéo assistida por marcadores, quanto para auxiliar os melhoristas a
entender os efeitos e 0 modo de acdo dos locos que controlam caracteres de interesse.

Os marcadores moleculares sdo ferramentas muito Uteis na construcdo de mapas
genéticos-moleculares. Dentre os diversos marcadores moleculares existentes, 0s SSRs
(Single Sequence Repeats — Tautz, 1989, Weber & May, 1989) tém sido amplamente
utilizados em feijdo por apresentar varias vantagens, sendo o alto indice de polimorfismo
encontrado na espécie (Blair et al., 2006), uma das mais importantes. Outro tipo de marcador
atil na construcdo de mapas genéticos sdo os SNPs (Single Nucleotide Polymorphism), que
por meio do refinamento do genoma, ou seja, deteccao de variagdes em um Gnico nucleotideo
e andlises pontuais entre 0s nucleotideos sdo capazes de detectar altos indices de
polimorfismo (Cortés et al., 2011). A deteccdo de QTLs, seguido de mapeamento fino, é outra
ferramenta que pode auxiliar na descoberta do numero de genes que controlam uma ou varias
caracteristicas e da interacdo entre os mesmos, a fim de contribuir para um melhor
entendimento do padréo de heranga envolvido.

Diversos mapas genéticos ja foram construidos para a espécie em questdo (Blair et al.,
2010; Grisi et al., 2007). Dentre os mais recentes esta o mapa gerado por Campos et al.
(2011), que mapearam a populacdo UC, oriunda do cruzamento da variedade IAC-UNA
(Mesoamericana/Suscetivel a mancha angular) com a linhagem CAL-143 (Andina/Resistente
a mancha angular), o que resultou em um mapa robusto e altamente saturado, contendo total

de 198 marcadores microssatélites distribuidos em onze grupos de ligagdo. A construcdo de
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novos mapas utilizando populages que nunca foram mapeadas torna-se interessante para
estudos de integracdo de mapas, analises de sintenia, identificacdo de regiGes genémicas
comuns, descoberta de novos QTLs, validacdo de QTLs ja identificados, dentre outros.

Neste contexto, 0 presente trabalho visou construir um novo mapa genéetico de ligacéo
para a cultura do feijoeiro, altamente saturado com marcadores SSRs e SNPs, a partir da
populagcdo segregante AND 277 x SEA 5 (AS), seguida da identificacdo de marcadores
ligados aos locos de resisténcia a mancha angular e ao oidio do feijoeiro, com o intuito de
contribuir com o melhoramento da cultura por meio dos resultados obtidos com este estudo.

Além disso, tais resultados poderdo ser utilizados como conhecimento basico para o
desenvolvimento de pesquisas futuras, que terdo por objetivo validar tais marcas por meio de
ensaios futuros em diferentes ambientes e periodos de plantio e também realizar analises
gendmicas mais robustas das possiveis regides envolvidas na caracteristica de resisténcia, a
fim de encontrar genes envolvidos e a interacdo entre eles, para compreender melhor a relagédo

patdgeno-hospedeiro e utilizar os mesmos na selecdo assistida por marcadores moleculares.
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2. REVISAO DE LITERATURA
2.1 Cultura do feijoeiro

O género Phaseolus pertence a familia das Fabaceas e possui aproximadamente 55
espécies, das quais cinco sdao amplamente cultivadas: P. vulgaris L., P. lunatus L., P.
coccineus L., P. acutifolius A., Gray var. latifolius Freeman e P. polyanthus Greenman
(Debouck, 1993). Destas, o feijao comum (P. vulgaris L.) € o que mais se destaca, por possuir
um alto valor nutricional, sendo considerado uma excelente fonte de proteinas, carboidratos
complexos, isoflavonas (Vieira et al., 1998; Anderson et al., 1999) e também por ocupar 85%
das areas semeadas com feijdo em todo o mundo (Singh et al., 2005).

O cultivo do feijoeiro (Phaseolus vulgaris L.) é considerado uma pratica muito antiga.
Vestigios arqueoldgicos da espécie cultivada chegam a idades proximas de 10.000 anos
(Gepts & Debouck, 1991). Com base em informacBes morfoldgicas, fisiologicas e
bioguimicas, Singh et al. (1991) estabeleceram a hipdtese de trés centros de origem para o
feijdo, (México e Ameérica Central- Mesoamericano; Andino; Colombiano). Recentemente,
Bitocchi et al. (2011) sugeriram que os complexos génicos Mesoamericano e Andino se
originaram de diferentes eventos migratérios de populacbes mesoamericanas com
caracteristicas do México Central.

P. vulgaris é uma espécie dipldide (2n = 2x = 22) e predominantemente autdgama,
com taxa de fecundacdo cruzada estimada entre 3 a 5% (Burle et al., 2010). Mesmo sendo
autdgama, observa-se uma ampla diversidade genética nas variedades cultivadas. As
principais varia¢des observadas estdo relacionadas ao héabito de crescimento, tamanho e
pigmentacdo de vagens e sementes, fenologia, dentre outras (Leakey,1988; Singh, 1989;
Vanderborght, 1986).

Dentre os principais continentes produtores do grdo, destacam-se a América Latina e
Africa, representando 47 e 10% da producdo mundial, respectivamente. O Brasil, durante sete
anos consecutivos, tem sido o principal produtor e consumidor desta leguminosa (FAO,
2011), fazendo com que toda a produgéo nacional seja voltada ao abastecimento do mercado
interno. De acordo com a Conab (Companhia Nacional de Abastecimento, 2014), em 2013 o
consumo interno do gréo chegou a 3.450 toneladas, 15% a mais que 0 ano passado, sendo em
média 16,5 kg/hab de feijdo ao ano.

O feijoeiro é cultivado em todo o territorio nacional, por pequenos, médios e grandes

produtores, sob diferentes sistemas de producéo, desde a monocultura até em consorcio com
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outras espécies como milho, sorgo, braquiaria, dentre outras (Oliveira et al., 2002; Tavora &
Lopes, 1990). Tendo como referéncia o dltimo Levantamento Sisteméatico da Producgéo
Agricola (IBGE, 2012), a Regido Sul ocupa lugar de destaque no cenario nacional, sendo o
estado do Parand o maior produtor, representando 23,5 % da producdo. Em seguida, destaca-
se a Regido Sudeste, onde o estado de Minas Gerais representa 22,3% da producédo nacional.
Segundo a EMBRAPA, no Brasil, sdo realizadas trés safras agricolas; safra das aguas
— setembro a novembro; safra da seca ou “safrinha” — janeiro a margo; safra de inverno —
maio a julho. A safra das aguas € a que apresenta maior participacdo anual, tendo como
parametros tanto a porcentagem de area colhida (52%) quanto a porcentagem da producao
(44%). Em 2010, foram produzidos 2,7 milhdes de toneladas de feijdo comum no Brasil, em
uma area de 2,1 milhdes de hectares, com produtividade em torno de 1.285 kg ha™ (Feij4o,
2011). Na safra de 2011/2012, em funcdo das adversidades climaticas ocorridas
principalmente na regido Nordeste, a producdo atingiu 1,24 milhdo de toneladas,

representando uma reducéo de 26,2% comparada com a safra anterior (CONAB, 2012).

2.2 Principais doencas do feijoeiro

Assim como nas demais culturas, a produtividade do feijoeiro pode ser influenciada
por diversos fatores, os quais se distinguem entre bidticos e abidticos. Estes estdo
relacionados com as condicBes edafoclimaticas do ambiente onde as plantas se desenvolvem,
como déficit hidrico, acidez e salinidade do solo, altas e baixas temperaturas, dentre outros.
Os fatores bioticos referem-se a incidéncia de pragas e doencas, sendo que este ultimo é
considerado como o principal causador de perdas em lavouras de feijdo. A cultura do
feijoeiro é assolada por mais de 45 diferentes doencas que podem ocorrer no Brasil (Borém,
et al. 1998), sendo que durante os ultimos vinte anos, os problemas causados por tais doengas
aumentaram (Amaro et al., 2007)

Vérias doencas causadas por fungos, bactérias e virus séo capazes de atacar os mais
diversos tecidos da planta do feijoeiro (Schwartz et al., 2005). Dentro do grupo das bactérias,
0 crestamento bacteriano comum causado por Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli (Smith)
tem sido um problema generalizado em regides temperadas e tropicais, sendo os estados da
regido Sul do pais os mais afetados (Thung e Sartorato, 2002). Em ambientes mais frios e
Umidos, perdas severas sdo ocasionadas pela alta incidéncia de Pseudomonas syringae pv.
phaseolicola (Burkholder), causador do crestamento bacteriano aureolado. Outra doenga, de

grande importancia, € a murcha bacteriana, cujo agente causal é Curtobacterium
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flaccumfaciens pv. flaccumfaciens (Hedges). Ha alguns anos atras, a murcha bacteriana era
classificada como doenca quarentendria, no entanto, atualmente tornou-se emergente, sendo
encontrada com frequéncia em lavouras de feijoeiro nos Estados de S&o Paulo, Minas Gerais,
Parana, Santa Catarina, Distrito Federal e Goias (Theodoro & Maringoni, 2006).

A maioria das doencas causadas por virus provocam perdas na producdo que podem
chegar até 100%. (Tabela 1). Além disso, por ndo poderem ser manejadas quimicamente e
ser muitas vezes transmitidas por insetos vetores de dificil controle, a ocorréncia destas
doencas nas lavouras causam prejuizos constantes. O virus do mosaico comum do feijoeiro
(VMCEF) e o virus do mosaico comum necrético (VMCNF) ocorrem na maioria das regides
produtoras do grdo. O mosaico dourado do feijoeiro (VMDF) é outra virose de grande
impacto na cultura e dependendo da incidéncia, época de plantio e da cultivar, as perdas da
producdo podem variar de 40 a 100% (Faria et al., 2008). Segundo Melo (2005), acredita-se
que pelo menos 200.000 hectares estdo atualmente inviabilizados para o cultivo do feijoeiro
na safra da “seca”, nas Regides Sudeste, Centro-Oeste, e Sul (Norte do Parand), devido a alta

incidéncia do virus do mosaico dourado.

Tabela 1. Lista das principais doencas que assolam a cultura do feijoeiro, agente causal e

perdas.
Nome comum Organismo Perdas
(%)
Mancha angular Pseudocercospora griseola 80
Antracnose Colletotrichum lindemuthianum 100
Mancha bacteriana marrom Pseudomonas syringae pv. syringae 25
BCMV Bean common mosaic virus 100
BCMNV Bean common mosaic necrosis virus 100
BCTV Beet curly top virus 100
BGMV Bean golden mosaic virus 100
BGYMV Bean golden yellow mosaic virus 100
Crestamento bacteriano Xanthomonas campestris (axonopodis) pv. 45
phaseoli
Ferrugem bacteriana Pseudomonas syringae pv. phaseolicola 45
Podrid&o radicular Aphanomyces spp. , Fusarium spp., Pythium 100
spp., Rhizoctonia spp., Thielaviopsis spp.
Ferrugem Uromyces appendiculatus 50
Mela Thanatephorus cucumeris 100
Mofo branco Sclerotinia sclerotiorum 90

Fonte: Singh et al., (2010)
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As doencas fangicas representam o maior e mais importante grupo de doencas que
assolam a cultura do feijoeiro, pois de maneira geral, os agentes causais sdo em grande
numero de espécies e racas fisioldgicas, encontram-se presentes em todas as regides de
cultivo e causam perdas extremamente significativas. Ha relatos que existem
aproximadamente 108 espécies de fungos capazes de causar doencas no feijoeiro. A espécie
Fusarium oxysporum, agente causal da fusariose em feijoeiro, e as espécies do género
Colletotrichum, sendo uma delas agente causal da antracnose (C. lindemuthianum), uma das
principais doencas do feijoeiro, estdo na lista dos dez fungos fitopatogénicos mais
importantes (Dean et al., 2012).

A ferrugem e o mofo branco respectivamente, causadas por Uromyces appendiculatus
(Pers.) e Sclerotinia sclerotiorum, também entram no grupo das principais doencas fangicas
que afetam o feijoeiro (Costa et al., 2010). Outro fator que torna as doencgas flngicas
importantes na cultura do feijoeiro é a alta variabilidade patogénica de tais espécies, que
favorece o surgimento de um grande nimero de racas, dificultando a obtencdo de cultivares
resistes, como ocorre, por exemplo, com o agente causal da ferrugem, em que ja foram
identificadas aproximadamente 250 racas fisiologicas (Stavely & McMillan et al., 1992). No
Brasil, até o ano de 2004, ja haviam sido identificados 50, 51 e 39 pat6tipos dos fungos
Colletotrichum lindemuthianum, Phaeoisariopsis griseola e Uromyces appendiculatus,
respectivamente (Alzate-Marin & Sartorato, 2004; Sartorato & Alzate-Marin, 2004; Alzate-
Marin et al., 2004).

Outras duas doencas que merecem destaque, sdo a mancha angular e o oidio, pois além
de se enquadrarem em todos 0s aspectos que tornam o grupo das doencas fungicas o mais

importante da cultura do feijdo, ndo ha cultivares com alto grau de resisténcia as mesmas.

2.2.1 Mancha angular

O agente causal da mancha angular é o fungo mitosporico Pseudocercospora griseola
(Sacc). Possui estrutura reprodutiva caracteristica de alguns fungos, chamada synnema, que
consiste em um estrutura ereta formada pela compactacdo de varios conidiéforos (Hocking,
1967). E classificado como hemibiotrofico, ou seja, na fase inicial de infeccdo se comporta
como biotréfico, em que os nutrientes sdo obtidos de tecidos vegetais ainda vivos, e uma fase
necrotréfica no final da colonizacdo, na qual o fungo é capaz de extrair nutrientes essenciais
de tecidos mortos (Munch et al., 2008). O ciclo da mancha angular (Figural) depende de

alguns componentes como: hospedeiro, patogeno e aspectos ambientais e temporais do
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patossistema. A capacidade de sobreviver em tecidos mortos e em particulas de solo torna o
controle do patdgeno mais dificil, desde que seu tempo de sobrevivéncia nestas condi¢Bes
pode chegar até 140 dias ou mais (Sindhan & Bose, 1979).

- Restos da cultura

- Particulas do solo
- Hospedeiros = - e =

alternativos

Germinaciao dos esporos

!

Lesoes de esporulacao
(folhas, vagens e hastes)

Sementes

Figura 1. Ciclo assexual de P. griseola. (A) Vagens e folhas com sintomas tipicos de
mancha angular; (B,C) fotografias de microscopio de luz mostrando a synemata
proveniente de lesdes presentes em folhas infectadas com o fungo.

Fonte: Stenglein et al. (2003)

Até o final da decada de 80, a mancha angular era pouco considerada pelos produtores
de feijdo, uma vez que causava danos apenas no final do ciclo na cultura. Porem, com o
plantio extensivo do feijoeiro, com variedades de base genética estreita de resisténcia a
doenca e o uso de irrigacdo nas lavouras, a mancha angular proliferou e tornou-se uma das
doencas de maior impacto (Paula-Junior & Zambolim, 1998), sendo encontrada em mais de 60
paises (Guzman et al., 1995). As perdas podem chegar até 70% (Sartorato, 2006) e, no Brasil,
é encontrada em todas as regifes produtoras (Rava, 2002).

Dependendo do grau de infecgdo, a doenca pode atacar diferentes tecidos da planta, de

folhas até sementes. Nas vagens, 0s sintomas da infeccdo consistem em lesGes epiteliais
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circulares, vermelho-amarronzadas, enquanto que nas folhas as lesdes iniciam-se pequenas,
marrom ou cinzas, tornando-se necréticas e ficando confinadas a nervuras foliares em
formato angular. Com o desenvolvimento da infec¢do, as manchas tornam-se maiores e se
juntam umas as outras, acarretando desfolha precoce (Correa-Victoria et al. 1989, Saettler
1991) e consequentemente queda da produtividade. Dhingra & Kushalappa (1980)
mostraram que nas sementes, o fungo se desenvolve na regido do hilo, resultando na perda da
qualidade e capacidade de germinagdo das mesmas.

Diversos estudos de interacdo planta-patdgeno e resisténcia genética comprovam a
hipdtese de co-evolucdo entre as espécies de P. griseola e P. vulgaris L. (Liebenberg et al.
1996; Guzman et al., 1995; Pastor-Corrales et al., 1998; Mahuku et al., 2002), resultando na
divisdo de dois grupos de racas fisiolégicas, as Mesoamericanas e as Andinas,
respectivamente. O grau de viruléncia das racas dentro e entre 0s grupos € bastante variavel.
No entanto, as racas Mesoamericanas sdo ditas mais virulentas por serem capazes de causar
doenca em plantas de ambos os complexos génicos (Guzman et al., 1995). Isto sugere que a
co-evolugdo do fitopatdgeno ocorreu sob diferentes pressdes de selecdo (Stenglein et al.,
2003).

A identificacdo da raca fisioldgica é importante nos programas de melhoramento, para
as avaliacbes quanto aos gendtipos tidos como resistentes. O método de identificacdo
utilizado atualmente, consiste no uso de um grupo de 12 cultivares diferenciadoras, sendo 6
pertencentes ao complexo génico Mesoamericano e as outras 6 ao complexo Andino
(Scoonhoven & Pastor — Corrales, 1991). Estas sdo avaliadas quanto a suscetibilidade ou
resisténcia por meio de uma escala diagramatica de notas, variando de 1 a 9 (Scoonhoven &
Pastor — Corrales, 1991), de acordo com a qual notas de 1 a 3 indicam resisténcia e notas de 4
a 9 indicam susceptibilidade. Apesar de tal método ser amplamente utilizado, a influéncia do
ambiente e a variacdo das condigdes experimentais podem gerar variagdes nos resultados. O
uso de marcadores moleculares pode ser uma excelente ferramenta na identificacdo de racas
de patdgenos de reproducdo assexuada (Milgroom & Frey, 1997), no entanto, para mancha
angular, faltam mais estudos tentando associar a doenga com marcadores moleculares.

A ampla gama de espécies hospedeiras pertencentes ao género Phaseolus é outro fator
que eleva a importancia da doenca, pois a mesma é capaz de infectar as principais espécies do
género (Stenglein et al., 2006), e também infectar variedades de feijdo caupi (Vigna
unguiculata), uma classe de feijéo altamente consumida na regido Norte e Nordeste do Brasil
(Sartorato et al., 2005). Além disso, ha registros da doenca em outras espécies. Jong e Morris

(1970) observaram sintomas em ervilha (Pisum sativum) e mucuna (Mucuna capitata). Tal
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informacdo torna-se importante, pois a existéncia de hospedeiros alternativos pode diminuir o
valor da pratica da rotacdo de culturas. No entanto, a descoberta de individuos resistentes em
outras espécies pode fornecer recursos para programas de melhoramento baseados em
cruzamentos intergenericos.

As principais praticas de manejo da mancha angular doenca envolvem o uso de
sementes sadias, aplicacéo de fungicidas, rotacdo de cultura e o uso de cultivares resistentes,
sendo esta Gltima considerada a maneira mais eficiente, econdmica e ambientalmente
sustentavel de controlar a doenca (Miklas et al., 2006), pois com 0 uso destes é possivel
diminuir o uso de fungicidas e consequentemente a manipulacdo humana destes agrotoxicos,

e mesmo assim obter um controle satisfatorio.

2.2.2 Oidio

O oidio do feijoeiro, também conhecido como mildio-pulverulento ou cinza, é uma
doenga que tem sido atribuida frequentemente ao fungo Erysiphe polygoni DC (Ferreira et al.
1999). Porém, estudos recentes sugerem que a doenca esteja relacionada a espécie Erysiphe
diffusa (Cooke & Peck) U. Braun & S. Takam, chamada antigamente de Microsphaera diffusa
Cke. & Pk. (Almeida et al., 2008 ). O fungo possui inimeras racgas fisiologicas (Schwartz,
1994). O mesmo apresenta habito biotrofico obrigatério e sua forma assexuada corresponde
ao género Oidium. Possui um grande namero de hospedeiros (Bianchini et al., 1997), entre
eles: ervilha, soja, caléndula, dalia, tremoco e tomate (Barros et al., 2000).

Embora apresente distribuicdo mundial, o oidio é considerado uma doenca secundaria
na cultura do feijoeiro (Sartorato et al., 1996). No entanto, o aumento do plantio em periodos
de seca e temperaturas amenas, em que as condi¢des sdo favoraveis ao desenvolvimento do
patdégeno, somado ao alto nivel de adaptabilidade nas mais diversas condi¢cdes em que as
lavouras brasileiras se encontram, faz com que a incidéncia da doenga aumente de maneira
consideravel (Dourado Neto & Fancelli, 2007). Sannazzaro et al. (2003) observaram a
incidéncia de oidio nas 13 principais cultivares plantadas nas safras agricolas da cultura no
estado de Sdo Paulo. Também € de constante ocorréncia no Estado de Santa Catarina (Blum et
al., 2003). Diaz et al. (2008) verificaram a ocorréncia de oidio nas principais regides
produtoras nos estados do Parana, Sao Paulo e Santa Catarina.

A infecgdo por oidio pode causar grandes perdas na produtividade. Quando a infeccéo
ocorre antes do florescimento, tais perdas podem chegar a 69% (Hall, 1991; Rezende et al.,
1999; Da Silva et al., 2002; Trabanco et al., 2012). Temperaturas ao redor de 20 a 28°C e
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umidade do ar moderada (50 a 60%) favorecem a ocorréncia do patdgeno. Os sintomas
iniciais sdo caracterizados por pequenas manchas, redondas, esbranquigadas ou acinzentadas
nas folhas ou hastes (Schwartz, 2005). O progresso da doencga leva ao alargamento e a
coalescéncia das manchas, resultando numa massa fina branca presente na face superior das
folhas, podendo atingir também as vagens. Em estagios mais avancados da infeccdo, toda a
planta pode ficar coberta por uma massa micelial esbranquicada, acarretando na senescéncia
precoce de folhas e vagens.

Entre as principais medidas de controle incluem-se: a semeadura em época
desfavoravel ao fungo (Oliveira, 1999), rotacdo de culturas (Barros et al., 2000) e aplicacédo
de fungicidas, principalmente os de carater erradicante (Bianchini et al., 2002). Porém, o uso
de métodos convencionais baseados somente na aplicacdo de produtos quimicos, além de
elevar o custo de producdo e aumentar os riscos de contaminacdo do meio ambiente e do
aplicador, nao tem sido eficiente no controle da doenca (Trabanco et al., 2012). Por isso, a
adoc¢do do uso de cultivares resistentes é uma estratégia de controle mais econémica, eficiente

e ecoldgica.

2.3 Melhoramento do feijoeiro visando a resisténcia as doencas

A obtencdo de cultivares resistentes aos mais diversos tipos de doencas que afetam o
feijoeiro € um dos principais objetivos dos programas de melhoramento da cultura. O
desenvolvimento e o uso de tais cultivares favorecem a cadeia produtiva do grdo, por meio de:
reducdo de perdas, melhoria da qualidade dos gréos produzidos, ampliacdo da adaptabilidade
e estabilidade da performance dos cultivares, reducdo do uso de agrotéxicos, diminuicdo dos
riscos para a saude e impactos ambientais, reducdo dos custos de producéo, etc (Alzate-Marin
et al., 2005; de Melo et al., 2008).

A introducdo de cultivares, caracterizacdo de bancos de germoplasma, utilizacdo de
retrocruzamentos, selecdo em populacdo constituida por mistura de linhas puras, selecéo
recorrente e hibridagdo, sdo as praticas mais utilizadas em programas de melhoramento de
feijdo (Ramalho, 1982; Bonett et al., 2006; Jost et al., 2009). Hagiwara (2001) transferiu, com
sucesso, alelos que conferem resisténcia a antracnose presentes na linhagem ndo adaptada
G2333, para linhagens adaptadas com grédos do tipo carioca, por meio da selecdo em
populagdes obtidas por retrocruzamento. Reis-Prado et al (2006), ao avaliarem 23 cultivares
pertencentes ao banco de germoplasma da Embrapa Arroz e Feijdo, quanto a resisténcia a

mancha angular em casa de vegetacdo, encontraram 9 gendtipos resistentes a duas racas do
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patogeno, tidas como altamente virulentas e presentes em todas as regides produtoras do
Brasil. A avaliacdo de familias provenientes de cruzamentos entre linhagens e cultivares
também tem sido realizada em alguns programas de melhoramento. Silva et al. (2006)
selecionaram 48 familias resistentes a mancha angular e a antracnose, sendo estas
provenientes de cruzamentos entre a linhagem H91, detentora de trés alelos alelos de
resisténcia a antracnose, com trés familias resistentes a mancha angular, derivadas da cultivar
Jalo EEP 558.

E comum encontrar genes de resisténcia as doencas em variedades crioulas, ou seja,
variedades que estdo sob continuo manejo pelos agricultores, a partir de ciclos dinamicos de
cultivo e selecdo dentro de ambientes agroecolégicos (ndo necessariamente) e
socioeconémicos especificos (Hardon & Boef, 1993) ou em populacdes de espécies
selvagens. Por exemplo, a variedade crioula “Brasil 2” possui resisténcia a antracnose e ao
mosaico comum (Singh & Schwartz, 2010). P. coccineus é particularmente conhecido por
apresentar resisténcia a antracnose, mancha angular e ao mosaico dourado (Mahuku, et al.,
2003; Osorno et al., 2007). Portanto, a pratica da hibridagdo interespecifica, quando
compativel, seguida de ciclos de retrocruzamento, pode acelerar os programas de
melhoramento quanto a obtencdo de niveis de resisténcia a maltiplas doencas.

Com o advento da tecnologia do DNA recombinante, abriu-se a possibilidade de isolar
e clonar genes de bactérias, virus, plantas e animais, introduzi-los e expressa-los em plantas.
Tal técnica é chamada de transgenia e tem gerado resultados promissores na obtencdo de
plantas resistentes tanto a pragas quanto a doencas. Em feijoeiro, o evento transgénico de
grande destaque, esta relacionado a resisténcia ao virus do mosaico dourado (Bonfim et al.,
2007).

Outra ferramenta que decorreu do avan¢o da biotecnologia e ja esta estabelecida em
programas de melhoramento genético, é o uso dos marcadores moleculares. Através deles, é
possivel mapear genes de resisténcia, realizando a sua associacdo a um polimorfismo
genetico e, assim, realizar programas de selecdo assistida por marcadores (SAM),
incorporando-se resisténcia em cultivares elite (Kelly et al., 2003; Miklas et al., 2006;
Namayanja et al., 2006). A SAM minimiza a interferéncia do ambiente e reduz a introdugéo
de genes deletérios (arraste génico) ligados aos genes de interesse (Arus & Moreno-
Gonzalez, 1993; Xu & Crouch, 2008).

A piramidacdo génica € a maneira de incorporar, em uma cultivar, diferentes
combinacbes de genes que conferem resisténcia a diferentes ragas de um patégeno ou até

mesmo de patdgenos distintos (Kelly et al., 1995). Tal pratica € utilizada em feijoeiro, para o
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controle de antracnose e virus do mosaico comum (Kelly et al., 2003; Gepts et al., 2008).
Contudo, o uso dessa estratégia por meio de métodos classicos de melhoramento é restrito,
devido ao fato de ser extremamente dificil identificar ou mensurar a acdo de um Unico gene
quando o0 mesmo se encontra na presenca de outros genes de resisténcia (Ragagnin et al.,
2009). Os marcadores moleculares facilitam tal pratica, pois permitem monitorar, de maneira
simulténea a segregacdo de varios genes de resisténcia em uma populacdo (Miklas et al.
1993, Kelly et al. 1995). O emprego de marcadores moleculares também pode acelerar a
recuperacdo do genoma do genitor recorrente em programas de retrocruzamentos (Faleiro et
al., 2004). Com base em estudos simultaneos e dados de campo, evidenciou-se que apenas
trés retrocruzamentos sdo necessarios para recuperar o genoma do genitor recorrente quando

marcadores moleculares sdo usados (Openshaw et al., 1994; Faleiro et al., 2004).

2.3.1 Resisténcia a mancha angular

A busca por novas fontes de resisténcia a mancha angular, tanto Andinas como
Mesoamericanas, € muito importante. Diversas fontes de resisténcia ja foram identificadas
(Ragagnin et al., 2003; Correa et al., 2004; Reis-Prado et al., 2006; Melo et al., 2008). Dentre
as linhagens de feijoeiro resistentes, as de maior importancia no melhoramento da cultura
estdo: ‘México 54°, ‘AND 277°, ‘Cornell 49-242°, ‘MAR 2°, ‘G 5685, ‘BAT 332°, ‘CAL
143°, ‘ESAL 550 (Nietsche et al., 2000; Sartorato et al., 2002; Caixeta, 2002; Oliveira et al.,
2004; Aggarwal et al., 2004; Bruzi et al., 2007;). As cultivares Ouro Negro, Ruda-R e Jalo
também sdo fontes de resisténcia amplamente utilizadas nos programas de melhoramento
(Sanglard et al., 2013; Costa et al., 2010). Porém, o progresso genético dos principais
programas de melhoramento do pais voltado para a obtencdo da resisténcia a mancha angular
nos Ultimos 20 anos, ainda é considerado baixo, quando comparado a outras caracteristicas
como producéo e qualidade de grdos, arquitetura de planta e resisténcia ao acamamento (Faria
etal., 2013).

A linhagem AND 277 possui os alelos Co-1* e Phg-1, Phg-2%, Phg-3° and Phg-4%que
conferem resisténcia a 21 racas de antracnose e 9 de mancha angular, respectivamente
(Alzate-Marin, 2003; Arruda et al. 2008; Caixeta et al., 2005). Vidigal et al. (2011)
evidenciaram, por meio de analises de ligagéo, que tais alelos encontram-se ligados em cis no
grupo de ligacdo PvO1. Desta forma, os alelos de resisténcia sdo herdados conjuntamente. O
grau de resisténcia que a linhagem apresenta também é muito satisfatorio. Em avaliaces

feitas em condicdo de campo, a mesma comportou-se como resistente durante dois 2 anos de
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avaliacdo em Malawi (Aggarwal et al., 2004). Além disso, em avalia¢des realizadas em casa
de vegetagdo, a linhagem apresentou resisténcia as ragas 63.23 e 63.19, tidas como altamente
severas e muito frequentes nas areas de plantio brasileiras (Reis-Prado et al. 2006).

Além da busca por materiais resistentes, o entendimento dos genes envolvidos e as
possiveis interacGes que possam ocorrer entre eles, sdo informacgdes importantes na obtencao
de cultivares resistentes. A maioria dos trabalhos realizados até o momento afirma que o
padrdo de resisténcia & mancha angular ¢ monogénico, com modo de acdo dominante ou
recessivo. No entanto, vale ressaltar que tais avaliagdes foram realizadas em condicbes de
casa de vegetacao, considerando poucas ragas do patdgeno e com andlises feitas de maneira
qualitativa, onde as plantas sdo classificadas em resistente ou suscetiveis, ndo considerando a
possibilidade da existéncia de classes intermediérias. Isto faz com que os resultados obtidos
em avaliac@es fenotipicas corroborem com um padrdo de resisténcia qualitativo.

Buscando verificar se 0s monogenes identificados nos estudos anteriores eram 0s
mesmos, ou se compunham diferentes formas de resisténcia a doenca, Caixeta (2002) realizou
testes de alelismo com cinco variedades consideradas fontes de resisténcia e observou
diferentes genes com seus respectivos alelos (Tabela 2), revelando assim maior complexidade
de heranca. Estudos de mapeamento de QTLs também comprovam um tipo de heranca mais
complexa, sendo identificados cinco QTLs associados & resisténcia a mancha angular, dois
localizados no grupo de ligacdo B4 e trés no grupo de ligacdo 10, caracterizando heranca

poligénica (Lopez et al., 2003).

Tabela 2. Teste de alelismo com cinco variedades de feijoeiro

Fonte de resisténcia Locos Genes (alelos)
Cornell 49-242 A Phg-3
México 54 B,D.E Phg-2, Phg-5 e Phg-6
MAR-2 C,D Phg-4 e Phg-5°
BAT 332 E Phg-6°
AND 277 AB,C Phg-12 Phg-2?, Phg-3* e Phg4*

# Genes identificados por Carvalho et al., 1998.

A grande diversidade genética descrita para este fungo, na forma de diferentes racas
fisioldgicas, dificulta o desenvolvimento e o uso de cultivares resistentes (Sartorato, 2002;
Mahuku et al., 2003). Diversos estudos indicam niveis de variabilidade consideravel entre e
dentro de populacdes de P. griseola (Stenglein et al., 2003) Devido a isto, cultivares que se

comportam como resistentes em determinadas regides apresentam-se suscetiveis em outras
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(Sartorato & Rava 1994). Por meio de marcadores RAPDs e 51 isolados do fungo, Busugoro
et al. (1999) identificaram divergéncia genética entre isolados fortemente virulentos e
avirulentos. A variabilidade ocorre tanto entre os grupos Andinos e Mesoamericanos, quanto
dentro dos mesmos. Nietsche et al. (2002), utilizando marcadores moleculares do tipo RAPD
e ISSR, evidenciaram alta variabilidade entre 30 isolados pertencentes ao grupo
Mesoamericano.

Neste contexto, a resisténcia tida como horizontal, a qual confere resisténcia a varias
racas do patdgeno, € a que resulta em grau mais duradouro e eficiente de controle. A mesma
pode ser alcancada por meio da piramidacdo génica. Os programas de melhoramento vém
utilizando a prética de piramidacédo, objetivando desenvolver cultivares que apresentem nivel
de resisténcia mais amplo e eficaz (Muhomi et al., 2011). Alzate-Marin et al (2005)
realizaram a introgressao do gene Phg-1 na cultivar Ruda, por cruzamento, utilizando como
genitor doador a linhagem AND 277, e SAM com o marcador OPH13. Sanglard et al. (2008)
também obtiveram sucesso na piramidacdo de genes de resisténcia a mancha angular, pois
introgrediram sete novos alelos ligados a marcadores RAPDs e SCARs (Phg-1, Phg-4, e/ou
Phg 5% Phg-2 elou Phg 5 e/ou Phg-6, Phg-6%), vindos de diferentes fontes de resisténcia a
cultivar Ruda.

A selecdo de resisténcia baseada na presenca de marcadores moleculares é rapida e
confiavel, ja que ndo depende da interagdo com ambiente (Arus & Merono-Gonzélez, 1993).
Isso possibilita 0 uso de estratégias como SAM, para a piramidacdo de genes de resisténcia.
No entanto, para que se possa utilizar desta ferramenta no melhoramento, é necessaria a
identificacdo de marcadores moleculares ligados ao loco de interesse, através de seu

mapeamento genético.

2.3.2 Resisténcia ao oidio

Poucas fontes de resisténcia ao oidio foram descritas (Schwartz et al., 1981) e heranga
genética do tipo qualitativa foi sugerida por alguns autores (Bett & Michaels 1995; Ferreira et
al. 1999, 2001). A resposta do feijoeiro ao oidio foi previamente caracterizada com a acéo de
poucos genes envolvidos. Dundas (1936) descreveu que a doenca é controlada por apenas um
gene dominante. Ja Bett & Michaels (1995) relataram a acdo de dois genes envolvidos, sendo
um dominante e outro recessivo. Ferreira et al. (1999) utilizando populagfes segregantes,
observaram segregacdo que indica a acdo de dois genes no controle genético, com a

ocorréncia da epistasia dupla recessiva. Porém, recentemente, Trabanco et al. (2012)
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concluiram, por meio da segregacao observada em populacdes (F e F3), a existéncia de varios
genes controlando a expressao diferencial de resisténcia e os modos de herangca da mesma.
Desta forma, analises adicionais incluindo teste de alelismo e mapeamento sdo necessérias
para caracterizar os diferentes genes de resisténcia envolvidos.

Algumas fontes de resisténcia ja foram identificadas, como os gendtipos: ‘Cornel
49242, ‘Porrillo Sintético’, ‘Negro San Luis’ ¢ ‘ESAL 686’ (Trabanco et al., 2012; Rezende
et al., 1999). Por apresentar grande importancia econdmica e social, a busca de novas fontes
de resisténcia dentro da classe das variedades crioulas, também se torna muito importante.
Lopes et al. (2007), ao avaliarem oito cultivares crioulas quanto a resisténcia ao oidio em
condigdes controladas, identificaram trés resistentes, sendo: ‘Chocolate sobradinho’, ‘Cubano
cerrito’ ¢ ‘Preto comprido’. A busca de gendtipos que apresentam outras caracteristicas
desejaveis somadas a resisténcia a fitopatdgenos, também é objetivo de muitos programas de
melhoramento. De acordo com Nunes et al. (2003), existe uma grande possibilidade de
selecdo de familias precoces e resistentes ao patdgeno E. polygoni.

Dentre os pardmetros genéticos envolvidos em determinada caracteristica, a
herdabilidade tem influéncia direta no sucesso obtido nos ciclos de sele¢cdo. Quanto a
resisténcia ao oidio, Rezende et al. (1999) estimaram herdabilidade no sentido amplo de 85%.
A herdabilidade no sentido amplo estimada por Nunes et al. (2003) em familias em estadio
avancado de endogamia, variou de 70 a 75%. E importante ressaltar que, tal pardmetro
guando estimado nestas condicdes, pode ser considerado como herdabilidade no sentido
restrito, pois a variancia genética total existente entre as familias é quase toda aditiva, ou seja,
a variancia que é a explorada pela selecdo (Ramalho & Vencovsky et al., 1978). Portanto, tais
valores considerados altos facilitam os ganhos de selecdo, pois o carater em questdo é
transmitido para as geracGes seguintes durante os ciclos de sele¢cdo, com uma menor
influencia do efeito ambiental, sendo assim o fenotipo dos individuos é um bom indicativo
dos seus valores genéticos reais.

Além dos fatores genéticos envolvidos na resisténcia, caracteristicas morfologicas da
anatomia foliar, envolvendo densidade estomatica e diferentes formas de tricoma, junto as
substancias histoquimicas, como alcaloides e fendis, também parecem estar relacionados com

0 comportamento de resisténcia ao oidio (Pedroso, 2012).
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2.4 Marcadores Moleculares

Os marcadores moleculares sdo sequéncias gendmicas capazes de traduzir as
diferencas na sequéncia de DNA de diferentes gendtipos de uma determinada espécie e
também entre espécies distintas. Estas diferencas sdo chamadas de polimorfismos, que s&o
originadas por varios eventos de mutacdo de DNA (Griffiths et al., 2006). O polimorfismo
dos marcadores moleculares é herdado de forma Mendeliana e pode ser acompanhado através
das geracOes (Varshney et al., 2010). Os métodos de deteccdo de polimorfismo envolvem
diferentes técnicas, sendo o uso de endonucleases de restricdo, hibridizagdo de DNA ou ainda
amplificacdo de DNA, as mais conhecidas (Nayak et al., 2010).

O emprego de marcadores moleculares em estudos genéticos permite estimar niveis de
diversidade e heterozigosidade entre diferentes gendtipos, o tipo de distribuicdo espacial e
temporal de populacdes em relagdo ao fluxo génico (Schuster et al., 2007), para mapeamento
de QTLs (Liu, 1998), para introgressdo génica (Aerts et al., 2013), entre outras aplicacdes.
Além disso, podem ser utilizados para estimar a proporcdo relativa de alogamia e
autofecundacdo de uma espécie, assim como determinar seus ancestrais no processo de
evolugdo (Bernardo, 2008). A escolha do tipo de marcador molecular é de grande
importancia na producdo de um mapa genético. O marcador influencia no método de
genotipagem da populacdo de mapeamento, e principalmente no tipo de informacéo gerada no
mapa. Marcadores codominantes, que permitem a identificacdo dos heterozigotos, favorecem
estudos de interacOes génicas, revelando interacdes aditivas e de dominancia. Por outro lado,
marcadores dominantes, que permitem a identificacdo apenas de homozigotos, revelam
somente interacBes génicas de aditividade (Liu et al., 1998).

Outro ponto é a capacidade de saturacdo de cada tipo de marcador. E importante
verificar se as caracteristicas do marcador escolhido realmente irdo satisfazer a resolucdo do
mapa, pré-estabelecida pelo numero de genotipos identificados (Carneiro & Viera, 2002).
Tanto o grau de cobertura do genoma como a densidade do mapa a ser construido sao funcbes
diretas do numero de marcadores (Varshney, 2010). Dentro deste contexto, a
reprodutibilidade dos resultados € outro fator de extrema importancia, pois garante que as
informacOes presentes no mapa possam ser utilizadas e aplicadas de maneira geral
(Carneiro & Vieira, 2002).
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2.4.1 Marcadores Microssatélites (SSRs)

Os marcadores microssatélites ou SSRs (Simple Sequence Repeats), por vérias razdes
praticas, tém sido um dos principais tipos de marcadores moleculares utilizados em aplicagdes
genéticas (Gupta & Varshney, 2000). Sdo regides repetitivas do DNA, compostas de
pequenos motivos de 1 a 6 nucleotideos repetidos em tandem (Tautz, 1989; Weber & May,
1989).

A técnica para deteccdo de locos SSR baseia-se no uso da reagdo em cadeia da
polimerase (PCR). O comprimento do microssatélite varia normalmente entre 15 e 50 pb
(Petes et al., 1997) e o polimorfismo observado entre individuos em um determinado loco é
devido a diferencas no nimero de vezes em que um motivo se repete naquele loco.

O conteudo genético informativo de um loco SSR é bastante alto, por se tratar de
seqliéncias de alta taxa evolutiva, as quais sofrem mais mutacdes genéticas, facilitando a
deteccdo de polimorfismos, mesmo em comparacdes de germoplasma de estreita base
genética (Ferreira et al., 2006). Porém, por ser analisado um loco especifico de cada vez,
dependendo do nimero de marcadores SSRs utilizados, as analises geradas podem apresentar
contetdo genético informativo reduzido. A sua natureza multialélica e codominante permite o
estabelecimento da genotipagem de individuos dentro de populacGes, ou entre gendtipos
relacionados. Por isso, este marcador tem sido usado para identificacdo individual, analise de
diversidade e estudos de evolucao e de estrutura de populacGes de espécies relacionadas (Blair
et al., 2009). Além destas aplicacBes, os marcadores microssatélites sdo amplamente
utilizados no mapeamento genético e na analise de locos de resisténcia a doencas (Silva et al.,
2003; Blair et al., 2007), visando o melhoramento por selecdo assistida.

Devido as suas vantagens, varios grupos de pesquisa vem buscando cada vez mais
desenvolver este tipo de marcador para feijao (Grisi et al., 2007; Blair et al., 2008; Hanai et
al., 2007; Bechimol et al., 2007), o que tem levado ao crescimento de sua aplicagdo no estudo
genético dessa espécie. Entretanto, embora o nimero de marcadores microssatélites tenha
aumentado, o polimorfismo existente em populacGes de genitores oriundos do mesmo
conjunto génico é restrito, o que dificulta 0 mapeamento de locos de interesse, pois ndo ha
segregacdo dos mesmos (Teles, 2007; Cichy et al., 2009). Portanto, uma alternativa de
minimizar o baixo polimorfismo observado, é a escolha de populagbes segregantes
provenientes de cruzamentos entre genitores advindos de conjuntos génicos contrastantes
como o Andino e o Mesoamericano. Campos et al. (2011) encontraram polimorfismo de

28,5% entre os genitores da populacdo segregante UNA (Mesoamericana) x CAL 143
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(Andina). Por outro lado, Galeano et al. (2011) ao utilizar uma populagdo do mesmo conjunto
génico (DOR364 x BATA477), detectaram uma taxa de polimorfismo de 7,7% devido a estreita
base genética entre os genitores da populacéo utilizada.

2.4.2 Marcadores SNPs (Single Nucleotide Polimorphism)

Os SNPs representam o refinamento na anélise de genomas, uma vez que identificam
o polimorfismo entre dois alelos pela diferenca entre uma Unica base na sequéncia de DNA
(Vignal et al., 2002). Por meio de tal técnica, é possivel identificar os alelos de maior
interesse e ndo apenas a regido em que 0S Mesmos se encontram no genoma. Em geral, 0s
SNPs sdo a forma mais comum de polimorfismo presente entre os alelos no DNA e a sua
utilizacdo vem crescendo cada vez mais, principalmente em organismos gque possuem Sseu
genoma ja sequenciado, uma vez que uma grande dificuldade da técnica esta relacionada com
a obtencdo das sequencias dos genes de interesse.

Marcadores SNPs sdo Uteis em uma variedade de aplica¢des, incluindo a construcdo
de mapas de alta resolucdo, tragos genéticos de mapeamento, diagnosticos genéticos, analise
da estrutura genética de populacdes e analise filogenética (Rafalski, 2002). Seu aspecto
binario, ou seja, de presenca ou auséncia de polimorfismo sendo representada pelos nimeros
1 ou 0, e sua estabilidade de geracdo em geracdo, fazem.+ com que 0S mesmos sejam
passiveis de automatizacdo, gerando grande volume de resultados, o que os tornam atraentes
para estudos de mapeamento de QTLs e de selecdo assistida por marcadores moleculares em
programas de melhoramento de plantas. Atualmente, hd ampla gama de plataformas de alto
desempenho de genotipagem de SNPs que se utiliza de principios de mini-sequenciamento, o
qual emprega primers que permitem a genotipagem em multiplex utilizando a extensao de um
unico nucleoideo (Murphy et al., 2003), analise de heteroduplex, ou seja, regides da dupla fita
de DNA na qual apresenta sequéncias ndo complementares provenientes de origens distintas,
e hibridizacéo alelo especifica, em que € utilizado sondas especificas de DNA (Henry, 2001).
Ha revisbes na literatura que discutem extensivamente as metodologias de SNPs (Syvénen,
2005; Faleiro, et al., 2007; Ganal et al., 2009; Scaglione et al., 2012).

Gaitan-Solis et al. (2008) identificaram SNPs em P. vulgaris comparando sequéncias
de regides expressas e de regides ndo-expressas obtidas no GenBank e no DNA gendmico do
feijdo. A analise das sequéncias foi conduzida utilizando dez gendtipos selvagens, sendo que

estes sdo de origem Mesoamericana e Andina. Um total de 20.964 pb foram analisados em
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cada gendtipo e foram comparadas. Esta avaliacdo resultou na descoberta de 372 novos SNPs
em 41 STSs (Sequence-tagged sites), que sdo extensdes curtas e Unicas de sequéncia de DNA
usadas como ponto de referéncia no mapeamento gendmico.

Cortés et al. (2011) desenvolveram 94 SNPs e testaram estes marcadores em 70
gendtipos de feijdo comum utilizados como genitores de populacGes 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 (ThermoScientific). Os SNPs
apresentaram excesso de polimorfismo e distribuicdo de incompatibilidade dentro dos
conjuntos génicos, como esperado para as populacdes afetadas por subitas expansdes
demograficas. Este conjunto de marcadores foi Gtil para distinguir genétipos andinos e
mesoamericanos, mas menos Uteis para distin¢cdo dentro de cada grupo. Os autores discutem
que o ideal para fazer o mapeamento, analise de diversidade e estudos de associacdo em feijdo
é considerar uma mistura de marcadores SNPs e marcadores microssatelites.

No estudo de Souza et al. (2012), SNPs foram identificados em amplicons de seis
genotipos de P. vulgaris contrastantes com conjuntos génicos Andino (Jalo EEP 558, G
19833, e E 277) e Mesoamericano (BAT 93, DOR 364 e Ruda). O total de 677 SNPs foi
identificado, incluindo 555 mudancas de uma unica base (295 transicdes e 260 transversdes) e
122 pequenas insercdes/delecdes de nucleotideos (indels). Estes SNPs podem ser Gteis para
analise de diversidade e estudos de microsintenia entre as espéecies de leguminosas.

Hyten et al. (2010), utilizando uma representacao reduzida de biblioteca (fragmentos
pequenos, de 100 a 140 pares de bases), descobriram em feijdo comum um total de 3.487
SNPs contendo 2.795 sequéncias gendmicas flanqueadoras suficientes. Além disso, foi
elaborado um ensaio GoldenGate, que consiste em uma tecnologia de sequenciamento de
nova geracdo, o qual continha 1.050 SNPs dos 3.487 previstos. Um total de 827 dos 1.050
SNPs produziram o ensaio GoldenGate de trabalho (79%). Os autores concluiram que através
da combinacdo das duas técnicas de sequenciamento de nova geracdo, pode ser desenvolvido
um método que permite a descoberta em grande escala de SNPs em qualquer organismo
dipléide, sem a necessidade da sequéncia do genoma ou da criacdo de bibliotecas de cDNA

normalizadas.
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2.5 Construcdo de Mapas Genéticos de Ligacéo

O entendimento do funcionamento de genomas, com o conhecimento dos genes que 0
compdem e as mais diversas interagcdes entre eles, sdo o grande desafio deste século (Flint-
Garcia & Thornsberry, 2003). Os estudos direcionados ao entendimento de como genes e
alelos controlam caracteristicas fenotipicas complexas, tém sido de grande importancia e a
construcdo de mapas genéticos mostrou-se uma ferramenta valiosa neste campo (Melo, 2000).

O mapa genético consiste na representacdo da ordem e da distancia entre genes em
grupos de ligacdo génica, ou seja, regides do genoma que econtram-se ligadas (Melo, 2000).
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 decomposicdo de caracteristicas genéticas complexas nos seus componentes
mendelianos, a localizacdo de regifes gendmicas que controlam caracteres de importancia, a
quantificacdo do efeito dessas regides na caracteristica estudada e a canalizacdo de toda essa
informacdo para uso em programas de melhoramento (Faleiro et al., 2003). Outra importante
aplicacdo dos mapas € o 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, conservacdo de distancias e da ordem de ligacdo nos
grupos de ligacdo. Esta comparacdo contribui para o entendimento sobre a evolucdo dos
genomas (Tanksley et al., 1988b).

A escolha da populacdo a ser utilizada no mapeamento é uma etapa crucial para o
sucesso da construcdo de mapas genéticos (Staub et al., 1996), uma vez que critérios como
tempo para geracdo de progénie, tipo reprodutivo da espécie (autdgama ou alégama), objetivo
do estudo, disponibilidade da variabilidade genética, entre outros, devem ser considerados.
Além disso, um aspecto importante é a distancia genética que separa as linhagens que dardo
origem a populagdo segregante, pois quanto mais proximas, mais dificil & obtengdo de
polimorfismos, 0 que consequentemente, dificulta na construcdo de mapas saturados. Assim,
a escolha de linhagens sem ancestral comum ou mesmo cruzamentos interespecificos para
espécies de autofecundacgdo, 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).

Os principais tipos de populagdes de plantas utilizadas em mapeamento sao:
populagdes F2, populagdes de retrocruzamentos (RC), linhagens endogamicas recombinantes
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(RILs) e populacdes pseudo-testcross, sendo as 3 primeiras as mais utilizadas em
mapeamento de espécies autégamas (Ferreira & Grattapaglia, 1995). Uma populacdo de
linhagens endogamicas recombinantes pode ser derivada de uma F2 por meio de sucessivas
autofecundacdes ou uma populacdo de linhagens duplo-hapldides obtidas a partir da cultura
de anteras ou de micrdsporos de planta F1 (Ferreira, 2000). As sucessivas autofecundacdes
permitem que ao longo do processo ocorra a fixagdo génica, ou seja, a eliminacéo de locos em
heterozigose. Ao final do processo, a grande maioria dos genes tera segregacdo de 1:1 (AA,
aa). Em seguida, assim como em outros tipos de populacdo, também é possivel avaliar
interacdo genotipos x ambientes realizando repeticbes dos experimentos, e ainda estudar
diferentes caracteristicas em uma mesma populacdo. No entanto, como nessa populacdo nao
existem gendtipos heterozigdticos, em tese, ndo é possivel estabelecer relacdes de dominancia
entre os alelos (Lynch & Walsh, 1998). Uma desvantagem da utilizacdo de RILs no
mapeamento € o tempo requerido para a obtencdo da populacdo segregante (6 a 8 geracdes);
entretanto, o desenvolvimento de RILs em plantas autbgamas, como o feijoeiro comum, é
extremamente facil, uma vez que estas plantas se reproduzem normalmente por
autofecundacéo (Faleiro, 2000).

A construcdo de mapas genéticos baseia-se na analise de ligacdo entre marcas no
genoma. O ponto central desta analise é o desequilibrio de ligacdo entre essas marcas,
derivado do processo de recombinacdo que ocorre entre as cromatides irmds durante a meiose
(Liu, 1998; Carneiro & Vieira, 2002). O desequilibrio de ligacdo é determinado pela fracdo de
recombinacdo (r) entre as marcas, que é a razdo 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, e que, ao aplicar uma fun¢do de mapeamento, o valor de ‘r’ é
convertido em cM, portanto, € possivel afirmar que tais marcas estdo ligadas fisicamente a
uma distancia ndo superior a 50 cM.

A construcdo desses mapas envolve, para cada espécie, diferentes populacbes de
mapeamento, tipos diferentes de marcadores e estratégias especificas de mapeamento. Por ter
como base a andlise de segregacdo de centenas de marcas, a pratica da construcdo é toda
computadorizada. Para isto, 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 (Iwata & Ninomiya, 2006) e OneMap
(Margarido et al., 2007) os quais foram desenvolvidos para auxiliar na analise genética dos
dados visando & construcdo de mapas genéticos e estdo disponiveis na internet
(http://linkage.rockefeller.edu).
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Tais programas indicam os marcadores ligados, formando os respectivos grupos de
ligacdo (que devem corresponder ao nimero de cromossomos), a ordem correta mais provavel
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 segregacao na propor¢do esperada;
(2) realizar o teste de ligacdo, verificando a frequéncia de recombinacdo entre cada par de
marcas, 0 que possibilita identificar os desequilibrios de ligacdo e consequentemente formar
os grupos de ligacao, (3) empreender a ordenagdo das marcas a partir das distancias entre elas
e (4) fazer a conversdo das distancias em centiMorgans (Carneiro & Vieira, 2002).

O padréo de segregacéo é verificado por meio do teste estatistico Qui-quadrado (3°).
Uma forma de verificar a significancia (o) estatistica do y2 é calcular seu respectivo valor de
p, que pode ser definido como a probabilidade de se observar uma amostra fora do padréo,
assumindo que a hip6tese nula (H,) é verdadeira. Quanto menor o valor de p, mais forte é a
evidéncia de rejeicdo de H, (Liu, 1998). Porém, o fato de se realizar o x* repetidas vezes, um
para cada marca, gera um problema intrinseco deste tipo de analise, chamado de erro do tipo
I, ou seja, falsos positivos (Benjamini & Hochberg, 1995; Liu, 1998).

Uma maneira de controlar tal erro é o uso de correcbes baseadas em valores de
significancia dos testes de segregacao derivados de cada marca. A mais usada é a correcao de
Bonferroni (Lynch & Walsh, 1998), que assume uma significancia individual (o), a partir da
razdo da significancia total pelo niimero de testes: a/n, em que a = nivel de significAncia
global e n = nimero de testes independentes, que correspondem ao nimero de marcadores
utilizados (Bonferroni, 1935).

A ocorréncia de distor¢do nos eventos de segregacdo de locos durante a meiose é um
evento comum. Xu (2008) estabeleceu uma teoria explicando o surgimento de locos com
desvio de segregacdo. O mesmo afirmou que o poder de deteccdo de QTLs 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 distribui¢do randémica no
genoma, as perdas séo insignificantes. Por fim, o autor sugere que estes locos sejam utilizados
na obtencdo de mapas geneticos e identificacdo de QTLs, pois os resultados tornam-se mais
robustos.

H& muitos testes estatisticos que podem ser usados para estimar a frequéncia de
gametas recombinantes, entre eles, 0 método dos momentos, o método dos quadrados
minimos e o de maxima verossimilhanca. De modo geral, pelo método dos momentos, obtém-

se as estimativas dos parametros igualando-se os valores observados as suas expectativas, em
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termos de esperancas matematicas. Pelo método dos quadrados minimos, obtém-se as
estimativas dos pardmetros de modo que a soma de quadrados dos desvios entre os valores
observados e os estimados seja minima, enquanto pelo método de méxima verossimilhanca
obtém-se as estimativas de modo que os valores observados representem o caso mais provavel
de ocorréncia (Weir, 1996; Liu, 1998). Em seguida, os valores de recombinacdo devem ser
convertidos em centiMorgans, unidade de distancia comumente utilizada em mapas genéticos
(Griffiths et al., 2006), por meio de fungdes de mapeamento.

Com o intuito de estabelecer critérios para inferir se dois locos estdo, ou nao, ligados,
é necessario definir a frequéncia maxima de recombinagdo e o LOD score minimo. LOD
score (Logarithm of Odds - Morton, 1996) € um teste baseado na razdo de verossimilhanca,
que testa a hipdtese de dois locos estarem ligados e também a ordem dos mesmos no grupo de
ligacdo, utilizando o logaritmo na base 10 para facilitar o entendimento. Assim sendo, um
LOD score com valor de trés indica que a ocorréncia de ligacao é mil vezes mais provavel do
que a segregacdo independente. Em adicdo, € realizado o teste O teste utilizado nesta andlise é
chamado de teste de Dois-Pontos, para verificar a ordem correta dos locos dentro do grupo de
ligacdo formado.

Conhecidas as fracGes de recombinacdo entre cada par de marcadores e ja
discriminados os grupos de ligacdo, deve-se determinar a melhor ordem para os marcadores
dentro de cada grupo. Existem varios métodos de ordenacdo, dentre eles o de SAR (Sum of
Adjacent Recombination Coefficients), em que a ordenacdo de trés locos, A, B, e C, sejam
feitas pela soma dos coeficientes de recombinacdo adjacentes (Weir, 1996). Esse processo
propde que a ordem correta entre os locos seja aquela que possibilite 0 minimo valor de sar.
Portanto, o valor de sar sob a ordem incorreta sera sempre maior que a correta. Esse método
pode ser empregado para qualquer nimero de locos.

A melhor forma de se estabelecer a ordem dos locos € por meio da “Busca Exaustiva”,
que como o nome sugere, verifica todas as ordens possiveis e define como melhor aquela de
menor comprimento. No entanto, este método apresenta limitacdo computacional, pois had um
grande nimero de possiveis ordens quando um grupo de ligagdo (GL) possui um grande
namero de locos. Assim, os métodos computacionais e/ou algoritmicos, para ordenacao exata
das marcas, analisam um pequeno subconjunto de marcas por GL. Alternativa muito usual
para GL grandes é o teste de Trés-Pontos, baseada na analise de grupos de trés, ou seja, o teste
é feito a cada trés marcas em sequencia, com sobreposicdo, montando-se assim a ordem final
(Liu, 1998).

38



Embora a frequéncia de recombinantes indique a medida das distancias entre os locos
ao longo de determinado grupo de ligagéo, estas ndo sdo aditivas, portanto, inadequadas como
medida direta de distancias entre dois locos a serem mapeados (Staub et al., 1996; Lynch &
Walsh, 1998), uma vez que 0s genes apresentam maior probabilidade de segregarem juntos
quanto mais proximos estiverem. O ideal é que as distancias usadas na construcdo de mapas
genéticos sejam totalmente aditivas, de modo que, ao atribuir novos locos (marcadores) ao
mapa, ndo seja necessario ajustar as distancias ja estabelecidas.

Deste modo, sdo utilizadas funcdes de mapeamento, que transformam as frequéncias
de recombinacdo em distancias aditivas. Dentre as mais utilizadas em mapeamento genético
de plantas, estdo as funcdes de Haldane (1919) e Kosambi (1944). 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 funcdo de Kosambi admite a
ocorréncia de permutas proximas 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). O
uso desta Ultima torna-se mais apropriado quando se trabalha com marcas distribuidas ao
longo do genoma, como € o caso de marcadores moleculares (Carneiro et al., 2002).

Os métodos de mapeamento comumente utilizados ndo sdo passiveis de ser
empregados em espécies polipldides, como a cana-de-agucar, por exemplo. Nestas, ha varios
alelos do mesmo loco segregando ao mesmo tempo, somado ao fato de muitas vezes ocorrer 0
evento de aneuploidia, resultando em nameros irregulares de cromossomos homologos
(Hoarau et al., 2001; Grivet & Arruda, 2001).

Um método para mapeamento genético em polipl6ides baseados na segregacdo de
marcadores de dose unica (MDU), ou seja, que geram fragmentos de dosagem unica no
genoma, foi proposto por Wu et al. (1992). No mapeamento de polipldides empregando-se
marcadores de dose Unica, as bandas sdo interpretadas como marcadores dominantes, com
presenca ou auséncia do fragmento, desprezando-se o carater de codominancia dos
marcadores. Tal método, ja permitiu a construgdo de diversos mapas genético-moleculares
para cana-de-agucar, provenientes de populagfes oriundas de cruzamentos entre espécies
selvagens e cultivares, ou de cruzamentos entre cultivares e/ou clones elites (Al Janabi et al.,
1993; da Silva et al., 1995; Rossi et al., 2003; Aitken et al., 2005; Garcia et al., 2006). No
entanto, em tal método, sdo utilizados marcadores, que em individuos polipldides apresentam
grau de informac&o genética limitada, devido a uma limitacdo intrinseca relacionada ao nivel

de ploidia.
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Tendo isto em vista, um novo método foi lancado recentemente, baseado na
combinacdo do uso de marcadores moleculares SNPs com uma analise genético-estatistica
inovadora (software SuperMASSA) para determinar a estrutura genética e gendmica de
poliploides complexos (Garcia et al., 2013). Segundo os autores, 0 método proposto pode ser
utilizado para analisar o genoma de qualquer autopolipléide e ird permitir o desenvolvimento
de mapas genéticos de alta qualidade, para auxiliar na montagem de sequéncias do genoma de

referéncia das mais diversas espécies polipldides de importancia econdmica.

2.5.1 Mapas Genéticos de Ligacédo em Feijoeiro comum

O genoma do feijao € considerado relativamente pequeno, tendo seu tamanho
estimado em aproximadamente 637 Mb (Arumuganatham & Earle 1991). Além disso, de
acordo com Talbot et al. (1984), o mesmo € majoritariamente constituido por sequéncias de
copia simples. Essas caracteristicas facilitam a deteccdo de marcadores moleculares
distribuidos uniformemente por todos 0s cromossomos, 0 que aumenta o poder de detec¢do de
locos associados a caracteristicas quantitativas, pois & possivel obter mapas genéticos
altamente saturados (Hanai et al., 2008).

O primeiro mapa de liga.-¢do desenvolvido para feijdo comum foi construido por meio
do uso de marcadores morfolégicos (Lamprecht, 1961). Logo, com o desenvolvimento dos
marcadores bioquimicos, como as isoenzimas, novos mapas foram surgindo. Basset (1991)
publicou um mapa utilizando marcadores morfoldgicos e isoenzimaticos pela revisao de
trabalhos anteriores. No ano seguinte, surgiram 0s mapas constituidos por marcadores
moleculares, sendo o primeiro construido com base em marcadores do tipo RFLP (Vallejos et
al., 1992). Atualmente, outros mapas de ligacdo tém sido desenvolvidos para esta cultura
(Blair et al., 2003; Grisi et al., 2007; Blair et al., 2008; Blair et al., 2012; Campos et al., 2011,
Asfaw & Blair, 2012).

Freyre et al. (1998) construiram o primeiro mapa consenso para feijdo (Core Map) no
qual 550 marcadores moleculares do tipo RFLP e RAPD foram mapeados na populacdo
BAT93 (Andina) x Jalo EEP558 (Mesoamericana), constituida por 75 linhagens
recombinantes. Porém, devido ao nimero reduzido de linhagens endogamicas recombinantes
(RILs), a chance de encontrar recombinagdes é baixa, resultando na diminuicdo da robustez
do mapa gerado. Algumas regides ndo apresentaram saturacdo, como por exemplo, 0s grupos
GL2, GL3, GL8 e GL10, havendo discrepancias com mapas anteriores. Desta forma, diversos
estudos tém buscado realizar andlises de integracdo de novos marcadores a0 mapa consenso
(Yuetal., 2000; Blair et al., 2003; Blair et al., 2006).
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Yu et al., (2000) realizaram o primeiro trabalho objetivando integrar novos
marcadores a0 mapa consenso. Neste, 15 SSRs derivados do banco de dados génicos
(GeneBank), ligaram em 6 grupos de ligagdo distintos (GL2, GL3, GL4, GL5, GL9 e GL11),
demonstrando também a ampla distribuicdo deste tipo de marcador no genoma do feijoeiro.
Blair et al., (2003), além de acrescentarem 22 novos SSRs ao mapa consenso, desenvolveram
uma nova populagdo de mapeamento a partir do cruzamento entre variedades contrastantes
‘DOR 364 x ‘G19833’, gerando uma populacdo de 87 RILs. Nesta, foi possivel mapear 246
marcas, sendo 78 SSRs, 102 RAPDs, 18 AFLPs e 48 RFLPs, distribuidas em 11 grupos de
ligacdo e tendo um cobertura genémica de 1.720 cM. Logo, no ano de 2008, 0s mesmo
autores saturaram o mapa ‘DOR 364 x ‘G19833°, adicionando mais 45 novos locos de
microssatélites. Grisi et al. (2007) adicionaram novos marcadores SSRs ao Core Map de
feijao, totalizando 199 marcas SSR em 13 grupos de ligacdo, com 1.358 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 ligacdo. Outros tipos de marcadores também foram inseridos no
mapa consenso. Miklas et al. (2006) adicionaram 85 marcadores TRAPs (Target Region
Amplification Polymorphism). Multu et al. (2006) saturaram os grupos GL10 e GL11 do mapa
consenso integrando marcadores RGPAs (obtidos por meio de sequéncias consenso NBS-
LRR).

Apesar de a populacdo BAT93 x Jalo EEP558 ser uma referéncia para estudos com
marcadores, ela ndo € a unica, devido a limitagdes, como o pequeno nimero de RILs, o0 que
torna a producdo de um mapa altamente saturado impossivel ja que sdo necessarias no
minimo 100 linhagens para detectar 1 segregacdo pela defini¢cdo de 1 cM (Costa & Silva,
2005). Algumas regides ndo apresentaram saturacdo, como por exemplo, 0s grupos GL2,
GL3, GL8 e GL10, havendo discrepancias com mapas anteriores. Mesmo assim, tem-se
buscado a integragdo dos novos marcadores moleculares a este mapa consenso (Yu et al.,
2000; Blair et al., 2003; Blair et al., 2006; Hanai et al., 2010). Por isso, € necessario buscar
novas fontes de diversidade, com o intuito de obter novas populagdes de mapeamento entre
conjuntos génicos contrastantes do feijoeiro comum (Andino x Mesoamericano), que nao
tenham genes deletérios, e que tenham ampla base genética, de forma a permitir a descoberta
de novas regides genémicas que estejam associadas aos mais diversos fatores que influenciam
na producdo e desenvolvimento do feijoeiro.

Blair et al. (2010) mapearam com marcadores AFLP, RAPD e SSR a populacdo

DOR364 x BAT477, gerando um mapa com 183 marcas e uma cobertura genémica de 1087,5
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cM , formando 11 grupos de ligacdo. Neste mapa, os autores identificaram 49 QTLs para
rendimento e componentes de rendimento sob condi¢fes de estresse hidrico e de irrigacéo.
Campos et al. (2011) mapearam a populacdo UC, oriunda do cruzamento da variedade 1AC-
UNA (Mesoameriana) com a linhagem CAL-143 (Andina), com 198 marcadores
microssatélites. O comprimento total do mapa foi de 1.865,9 cM, tendo os 11 grupos de
ligagdo em média 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 contrastante (384 RILs), bem como pelo numero de

SSRs posicionados.
2.6 Mapeamento de QTLs

Caracteres quantitativos sdo aqueles que ndo permitem a classificacdo dos individuos
em classes distintas, ou seja, as classes fenotipicas resultantes da segregacdo genética nao sdo
passiveis de serem diferenciadas de maneira qualitativa (Ramalho, 2000). Esses caracteres sao
controlados por muitos genes (poligénicos), sendo que o efeito de cada alelo sobre o caréater é
pequeno e, normalmente, a influéncia do efeito do ambiente sobre 0 mesmo ¢ alta, fazendo
com que a herdabilidade destes seja baixa (Allard, 1999). Portanto, o estudo de tais
caracteristicas torna-se mais complexo, sendo necessario o emprego de modelos estatisticos
especificos.

O desenvolvimento dos marcadores moleculares facilitou a constru¢cdo de mapas
genético-moleculares e consequente identificacdo de regides genémicas que estdo envolvidas
com caracteristicas complexas, denominadas QTLs (Quantitative trait loci). Para isso, 0s
dados obtidos tanto do mapa genético quanto das avaliacbes fenotipicas, sdo analisados
estatisticamente e irdo fornecer informagdes Uteis para o entendimento do controle genético
de determinada carateristica (Paterson et al., 1988). Dentre os programas mais utilizados nas
analises de QTLs, estdo QTLCartographer vs.2.5 — WinQTLCart (Wang et al., 2005),
QGENE 3.05 (Nelson, 1997) e R/qtl (Broman et al., 2003).

Ha uma quantidade razoavel de métodos utilizados na identificacdo de QTLs, sendo
essencialmente baseados na relagdo direta entre o gendtipo de marcadores dos individuos da
populacdo de mapeamento com suas caracteristicas fenotipicas. No método denominado
Analise por Marcas Individuais (SMA), as marcas séo analisadas uma de cada vez, ndo sendo
necessaria a construcdo prévia de um mapa genético-molecar. No mesmo, podem ser

utilizadas andlises de méaxima verossimilhanca, regressdo linear, de variancia ou a
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significancia do teste t. Porém, tal método apresenta certas limitagcdes, pois ndo € possivel
identificar ao certo o nimero de QTLs que influenciam o carater, além de o método nédo
revelar a posicdo do QTL no genoma tendo seu efeito subestimado (Lynch & Walsh, 1998;
Schuster & Cruz, 2008). Além disso, dependendo do tipo de marcador e da populacdo de
mapeamento, ndo se consegue separar os efeitos de dominancia e aditivo.

Com o intuito de tornar as analises mais informativas, novos métodos surgiram. Um
deles foi 0 método por mapeamento com base em intervalos (interval mapping), proposto por
Lander & Botstein (1989). Esse método analisa a existéncia de QTL a cada intervalo entre
dois marcadores, ao invés de marcador a marcador. O mapeamento por intervalo (MI) permite
percorrer o genoma sistematicamente em busca de QTLs usando a informacdo das marcas que
flanqueiam o intervalo, como fracdo de recombinacdo e posicdo genémica, para estimar a
presenca e magnitude dos efeitos do QTL. Assim, também é possivel fazer inferéncia sobre a
posicdo dos QTLs. Uma desvantagem é a de que a técnica ignora outros QTLs localizados
fora do intervalo analisado, o que pode diminuir a precisdo das estimativas e do poder dos
testes.

Para solucionar tal questdo, foi proposto 0 mapeamento por intervalo composto (CIM),
em que se consideram os QTLs fora do intervalo em questdo, por um modelo de regressédo
linear maltipla, o que reduz a variédncia residual entre os locos e aumenta, assim, o poder de
deteccdo de cada QTL e a precisdo na estimagdo de seus efeitos (Stam, 1994). Além de
proporcionar maior resolu¢cdo no mapeamento, permite o0 uso de dados obtidos em varios
ambientes possibilitando, avaliar interacdes entre QTLs e ambientes (Jansen, 1993; Zeng,
1993, 1994).

O método mais recente é 0 mapeamento de multiplos intervalos (MIM) (Kao et al.,
1999), que incorpora efeitos epistaticos ao modelo e considera multiplos intervalos
simultaneamente. Desta forma, este método torna-se mais vantajoso, pois os efeitos dos QTLs
sdo estimados sem vies, proporcionando maior eficiéncia e precisdo na busca por QTLS e suas
interacOes. Atualmente, devido as suas vantagens, o MIM vem sendo mais indicado, contudo
de acordo com a litereatura, 0 método mais utilizado ainda continua sendo o CIM, pois
também contribui de maneira adequada aos interesses dos pesquisadores (Maxwell et al.,
2007; Sabadin et al., 2008).

Outra importante aplicacdo dos mapas € o mapeamento comparativo (comparative
mapping ou synteny mapping) que se baseia na comparagdo das estruturas gendmicas de

diferentes espécies, do ponto de vista de homologia de genes, conservacao de distancias e da
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ordem de ligagdo nos grupos de ligacdo. Esta comparacdo contribui para o entendimento
sobre a evolugdo dos genomas (Tanksley et al., 1988b).

O mapeamento de QTLs tem sido frequentemente realizado através da analise de
ligacdo, considerando a variagdo genética presente em progénies de cruzamentos biparentais
(Checa & Blair, 2008; Pérez-Vega et al., 2010). Neste caso, somente dois alelos por loco
podem ser avaliados simultaneamente. Esta abordagem limita 0 nimero de recombinages
possiveis, e 0s marcadores presentes identificados nas regides dos QTLs sdo restritos a
populacdo de mapeamento que foi desenvolvida.

Visando sanar estes fatores limitantes, outros métodos foram propostos para a
construcdo de mapas genéticos e andlise de regides gendmicas relacionadas a determinado
fendtipo. O mapeamento associativo € um método alternativo baseado no desequilibrio de
ligacdo (DL), que € definido como a associacdo ndo aleatéria de diferentes locos (Flint-Garcia
et al.,, 2003). Este pode ser usado para associar um marcador molecular a um carater de
interesse em populacdes naturais, bancos de germoplasma ou em uma cole¢éo de cultivares de
um programa de melhoramento (Oraguzie et al., 2007). Estudos de associacdo tém sido
realizados para diferentes culturas (arroz - Agrama et al., 2007; trigo - Neumann et al., 2010;
cevada - Haseneyer et al., 2010).

Em feijdo, estudos de mapeamento associativo também estdo sendo realizados. Shi et
al. (2011) fizeram uso desta metodologia, para associar marcadores moleculares SNPs com o
crestamento bacteriano. Galeano et al. (2012) utilizaram 170 SNPs para genotipar um painel
de diversidade genética de 93 acessos de feijdo do CIAT. Além da genotipagem, foi realizada
a fenotipagem de vérios caracteres relacionados a tolerancia a seca, sendo que os dados da
genotipagem e da fenotipagem foram utilizados para realizar analises de mapeamento

associativo.
2.6.1 Mapeamento de QTLs associados a resisténcia a doencas em feijao

A identificacdo de locos e genes associados & resisténcia a doencas do feijoeiro tem
sido foco de muitos estudos (Kelly et al., 2003; Miklas(a) et al., 2006). O principal objetivo
da identificacdo desses genes € 0 uso dos marcadores ligados a eles em estudo de selecao
assistida por marcadores moleculares. Assim, mais de 30 genes marcados, € numero similar
de QTLs, relacionados com resisténcia a doencas ja foram identificados nesta espécie (Gepts
etal., 2008). Navarro et al. (2007) identificaram 4 QTLs associados a resisténcia a mancha

bacteriana marrom (Pseudomonas syringae pv syringae). Estes explicaram de 13 a 19% da
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variancia fenotipica quanto a resisténcia observada. Estudos envolvendo marcadores
moleculares identificaram um total de 22 QTLs, de menor e maior efeitos, associados a
mancha bacteriana comum (X. campestris pv. phaseoli), estando estes distribuidos em todos
0s 11 grupos de ligacdo (Kelly et al., 2003; Singh et al., 2007; Liu et al., 2008). Tar’an et al.
(2001) também mapearam um QTL de grande efeito (42,2%) relacionado a resisténcia a
mancha bacteriana comum no grupo de ligagdo B5. Além disso, os autores encontraram QTLs
associados nos grupos de ligacdo B2 e B3.

Estudos evidenciando QTLs relacionados com a resisténcia as doencgas que causam
podriddo radicular do feijoeiro também foram realizados (Fall et al., 2001; Navarro et al.,
2008). De acordo com a literatura, a resisténcia a murcha-de-fusario (F. oxysporum f.sp.
phaseoli) é uma caracteristica poligénica (Schneider et al., 2001). Neste contexto, Fall et al.
(2001) identificaram e mapearam um QTL de efeito maior no grupo de ligacdo 10, que
explicou 63,5% da variacdo. Navarro et al. (2008) relataram 5 regides gendmicas nos grupos
de ligacdo B3, B6 e B7, associadas com QTLs de resisténcia a murcha-de-fusario, na
populacao ‘Eagle x Puebla 152°.

Genes que conferem resisténcia raca-especifica a ferrugem, tidos como dominantes,
tem sido mapeados com auxilio de marcadores moleculares (Kelly et al., 2003; Miklas et al.,
2006). O gene Ur-12, localizado no grupo de ligacdo B4, é responsavel por condicionar o
carater de resisténcia em estadios mais tardios, pois é inicialmente expresso quando ocorre a
expansdo do quarto trifélio em diante (Jung et al., 1998). Em rela¢do ao mofo branco, outra
doenca importante da cultura, ainda ndo ha marcadores moleculares ligados diretamente a
genes de resisténcia, entretanto, diversos QTLs ja foram identificados (Park et al., 2001;
Miklas et al., 2001, 2007). Miklas et al. (2007) identificaram 2 QTLs localizados nos grupos
de ligacdo B2 e B3, que individualmente representaram 5,3 a 24,7% da variancia fenotipica de
resisténcia em condi¢fes de campo. Nesse mesmo ano, 5 QTLs associados a resisténcia ao
mofo branco foram mapeados na populagdo ‘G 122 x CO72548” em condi¢cOes de casa de
vegetacdo, que juntos respondiam por 48% da variancia fenotipica encontrada. Alguns QTLS
associados a resisténcia ao mofo branco também apresentam influéncia sobre outras
caracteristicas importantes. Ender & Kelly (2005) detectaram 4 QTLs utilizando a populagéo
de mapeamento ‘ICA Bunsi x Raven’, tendo os QTLs provenientes do genitor ICA Bunsi,
efeito sobre a resisténcia ao mofo branco, maturidade tardia e manutengdo de fotossimilados
no caule das plantas.

Outra doenca de grande impacto na cultura e que possui uma serie de genes associados

a resisténcia mapeados, é a antracnose. Pelo menos 13 genes ja foram identificados em
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gendtipos do conjunto Andino e Mesoamericano, sendo 3 de origem andina e o restante de
origem mesoamericana (Rodriguez-Suarez et al., 2008). Tais genes sdo encontrados,
geralmente, dentro de um mesmo cluster e conferem resisténcia as mais diversas racas do
patogeno (Geffroy et al., 2008). Alguns autores mostraram que tais clusters estdo localizados
nos grupos de ligacdo 1, 4 e 11 (Miklas et at., 2002; 2006 Kelly & Vallejo 2004). Geffroy et
al. (2000) mapearam 10 QTLs na populacdo consenso, sendo 8 deles de resisténcia raca-
especifica. Segundo Pedrosa-Haranda (2008), 8 genes de resisténcia a antracnose foram
mapeados em diferentes grupos de ligacdo. Um estudo de mapeamento de QTL mostrou que
0s genes Co-1* e Pgh-1 do cultivar AND 277, que conferem resisténcia & antracnose e
mancha angular respectivamente, estdo fortemente ligados (0.0 cM) no grupo de ligacdo 1
(Vidigal et al., 2011).

Estudos envolvidos com mapeamento de QTLs também podem auxiliar no
entendimento de resisténcia as viroses do feijoeiro, facilitando a descoberta e obtencdo de
materiais resistentes. Mukeshimana et al., (2005) desenvolveram sequéncias especificas
marcadas (STS -Sequence-tagged sites), proveniente do marcador OG6sg5, mapeado a uma
distancia de 3,5 cM do gene bc-3, que confere resisténcia ao virus do mosaico comum. Blair
et al., (2007) mostraram que, 0 gene recessivo bc-1, outro gene de resisténcia ao virus do
mosaico comum, esta ligado ao gene recessivo bgm-1, que confere resisténcia aos virus do
mosaico dourado e mosaico dourado amarelo. Morales & Singh (1991) evidenciaram que a
caracteristica de resisténcia ao mosaico dourado apresenta heranc¢a quantitativa combinada a
uma condicdo de resisténcia aos sintomas causados pela doenca. Dois QTLs associados ao
carater de resisténcia a clorose foliar foram identificados em variedades crioulas de feijdo
(Milkas et al., 1996; 2000). Acevedo et al., (2004) identificaram o gene dominante Bgp-1
responsavel por controlar o desenvolvimento normal das vagens, entretanto, os autores
relataram que, a presenca do QTL e do gene associado a resisténcia a clorose foliar séo

condigdes essenciais para 0 gene se expressar.

2.6.2 QTLs associados a resisténcia a mancha angular e ao oidio

Diversos estudos evidenciaram a ligacdo de marcadores moleculares com genes que
conferem resisténcia a mancha angular. Carvalho et al. (1998) foram os primeiros a identificar
um gene de resisténcia a mancha angular por meio de marcadores RAPD. Posteriormente,
muitos estudos foram realizados ligando locos de resisténcia a P. griseola a marcadores
RAPD (Corréa et al., 2001; Caixeta et al., 2003; Faleiro et al., 2003). Lépez et al., (2003)
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identificaram 5 QTLs associados a resisténcia a mancha angular utilizando marcadores
RAPDs, estando 2 localizados no grupo de ligacdo B4 e 3 no grupo 10, caracterizando
heranga poligénica. Todos os 5 QTLs foram mapeados préximos dos genes anélogos de
resisténcia (RGAS), indicando que tais locos podem apresentar estrutura similar a genes de
resisténcia (genes R) e que, provavelmente, residem em clusters de resisténcia. Além disso,
trés dos QTLs co-localizaram com genes de resisténcia & antracnose. O mesmo pode ser dito
do gene Phg-2, que foi mapeado no grupo de ligacdo B8, proximo ao gene de resisténcia a
ferrugem, Ur-13 (Miklas et al., 2006).

Alguns marcadores SSRs também ja foram descritos como ligados a locos que
conferem resisténcia a mancha angular. Silva et al. (2003) mostraram que o marcador SSR
Pv-atct001 esta associado a um loco de resisténcia a mancha angular, estando localizado a 7,6
cM de um gene de resisténcia. Teixeira et al., (2004) encontraram seis QTLs de resisténcia na
populacdo segregante <Jalo EEP 558 x Small White’, utilizando marcadores SSRs. Destes,
cinco foram localizados no grupo de ligagdo B5.

Além do ndmero e magnitude dos QTLs envolvidos com a resisténcia, torna-se
interessante avaliar a estabilidade dos mesmos em diferentes ambientes e épocas. Oblessuc et
al. (2012) identificaram 7 novos QTLs associados a resisténcia a mancha angular, utilizando a
populagdao ‘IAC-UNA x CAL 143’e marcadores SSRs. A fim de analisar a estabilidade dos
QTLs identificados, trés experimentos de avaliacdo fenotipica foram realizados, sendo dois
em condicdes de campo e em diferentes épocas de cultivo e outro em casa de vegetacdo.
Destes, 0 QTL associado ao marcador GATS11b, localizado no grupo de ligagédo 10, foi 0 que
apresentou maior efeito sobre a variancia fenotipica, além de ter sido estavel nos diferentes
ambientes e épocas considerados.

Melo et al. (2002) identificaram quatro QTLs associados a resisténcia ao oidio, pelo
método de mapeamento por intervalo composto. Hanai et al. (2009), com base em um mapa
de ligagédo enriquecido com marcadores RGAs, SSRs, SSR-EST e AFLPs, detectaram trés
QTLs para resisténcia ao oidio, sendo que, destes apenas dois, os localizados nos grupos de
ligacdo 4, apresentaram efeito negativo, ou seja contribuem para a diminuicdo do dano
causado pelo patdgeno.

Locos associados a resisténcia ao oidio tambem podem ser encontrados em outros
géneros e espécies de feijao, como a Vigna radiata L. Wilczek, popularmente conhecida
como feijdo-da-china. Chaitieng et al. (2002) identificaram, em V. radiata, utilizando uma
populagéo F, derivada do cruzamento ‘VC1210A x TC1966° ¢ analises de loco RFLP, um
QTL de grande efeito (64,9%) associado a resisténcia ao oidio. Humphry et al. (2003)
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estudando a mesma espécie, porém com linhagens endogamicas recombinantes (RILS),
identificaram apenas um loco RFLP, o qual explicou 86% da variacdo total da da resisténcia
ao patdgeno.

3. MATERIAL E METODOS

3.1 Material Vegetal

A populacdo de mapeamento AS (AND277 X SEADS) utilizada no presente trabalho,
composta por 105 linhagens endogamicas recombinantes (RILs), foi desenvolvida no CIAT
(Centro Internacional de Agricultura Tropical, Cali, Coldmbia) por meio do cruzamento entre
as cultivares AND 277 e SEA 5. Com intuito de fixar os alelos, a populacéo foi avancada até
a geracdo Fg utilizando o método SSD (Single Seed Descent).

A linhagem SEA 5 pode ser considerada uma linhagem avancada, selecionada para
tolerdncia a seca, por isto a denominagdo SEA, de série de “Seca Avangada”. Além disso, ¢
tida como superior & linhagem BAT 477, uma cultivar promissora quanto & tolerancia a seca,
lancada anteriormente pelo CIAT (Asfaw & Blair, 2012). SEA 5 pertence ao conjunto génico
Mesoamericano, utilizado no CIAT visando a resisténcia a doencas, tolerancia a seca, dentre
outras caracteristicas de interesse agronémico (Blair et al., 2006). Quanto a sua genealogia, é
uma linhagem avancada do cruzamento inicial (BAT 477 x SanCristobal) x (Guanajuato 31 x
Rio Tibagi). Suas principais caracteristicas sdo: sementes de tamanho pequeno, da classe
“Manteiga” (Figura 2A), de cor creme e habito de crescimento do tipo 111 (indeterminado).

O genitor AND277 pertence ao conjunto génico Andino e foi derivado do cruzamento
de [Cargabello x (Pompadour Checa x Linea 17) x (Linea 17 x Red Kloud)]. Apresenta
sementes grandes e rajadas (Figura 2B). E detentor de genes de resisténcia a doencas, como o
alelo Co-1*, que confere resisténcia a 21 racas de Colletotrichum lindemuthianum e o gene

Phg-1, que confere resisténcia a 8 racas de P. griseola (Carvalho et al., 1998).
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Figura 2. Sementes dos genitores da populagédo AS. A = SEA 5; B= AND 277

3.2 Importacéo da populacdo AS

Foi realizada a importacdo da populacdo de RILs AS (AND 277 x SEA 5),
proveniente do CIAT, Colémbia, cujas linhagens sdo contrastantes para o carater de
resisténcia & mancha angular (Vidigal et al., 2011). E interessante ressaltar que a mesma
populacdo também se apresenta como contrastante em relacdo ao estresse hidrico e por isso
vem sendo utilizada em trabalhos objetivando o mapeamento de locos associados a tolerancia
a seca em feijdo comum (Rodriguez, 2013; Santa-Rosa, 2013).

A populacdo chegou no final de outubro de 2011 no Brasil, e apds fiscalizacdo pelas
entidades do governo, foi entregue ao quarentenario do IAC (Campinas) para analises
fitossanitarias. Os técnicos do Quarentenario IAC — Emilio Bruno Germek semearam trés
sementes por vaso de cada uma das 105 linhagens e também trés sementes de cada genitor.
Em seguida, andlises fitossanitarias foram conduzidas e apds terem revelado resultados
satisfatorios, o quarentenario liberou a populacdo para o desenvolvimento da presente
pesquisa.

Como foram recebidas do CIAT 30 sementes de cada linhagem e tendo em vista que
esta quantidade ndo seria suficiente para realizar os experimentos de avaliagdo fenotipica
relacionados ao estresse hidrico, estudo paralelo a este, e resisténcia a mancha angular e ao
oidio, foi realizada a multiplicacdo do material. Duas sementes de cada linhagem foram
germinadas em papel de germinacédo e plantadas em vasos, sendo estes alocados em casa de

vegetacao (Figura 3).
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Fiura 3. Multiplicagdo da populagdo AND 277 x SEA 5 em casa de vegetacéo.

3.3 Extragéo e Quantificagdo de DNA

As folhas de cada genotipo foram coletadas individualmente, acondicionadas em
embalagens de sombrite, etiquetadas e colocadas em nitrogénio liquido. Em seguida, foram
alocadas em freezer -80°C. Posteriormente, o material foi liofilizado por trés dias.

Apo6s a liofilizacdo, as folhas foram moidas para extracdo do DNA, que seguiu o
protocolo descrito por Hoisington et al. (1994). A fim de averiguar a pureza e a concentragdo
do DNA, as amostras foram quantificadas em gel de agarose 1%, por comparacao visual de
intensidade de bandas com o padrio fago A (Invitrogen) e também por analises realizadas com
0 auxilio de um espectrofotdmetro de espectro amplo (Nanodrop 2000). As amostras de DNA
foram entdo diluidas em solucéo tamp&o TE (Tris pH 8,0, 10mM; EDTA pH 8,0, 1 mM), para

uma concentracéo final de 100ng.pl™, e estocadas em freezer a 4°C.

3.4 Caracterizacéo e genotipagem da populagdo AS com marcadores SSRs

A selegdo dos primers SSRs ocorreu de acordo com o polimorfismo observado nos
genitores (AND 277 e SEA 5) da populacdo de mapeamento. Um total de 328 marcadores
SSRs foram caracterizados. Destes, alguns ja possuiam a temperatura de anelamento descrita
em literatura. Para os que ndo possuiam, foi realizado a otimiza¢do por meio de testes de

gradiente.
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Cada par de primer foi caracterizado quanto a temperatura ideal de anelamento para
PCR. As reagdes 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 ANTP, 0,8 pmol/uL de cada
primer (direto e reverso) ¢ 1x de tampdo da enzima, num volume total de 15 pL. As condi¢bes
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, incubagéo final. O termociclador
MyCycler (BioRAD) foi utilizado. Para os SSRs que ndo possuiam temperatura de
anelamento definida, as amplificacdes foram realizadas em gradiente de temperatura, de
acordo com as seguintes condic¢bes: 1) 94°C, 1 min; 2) 94°C, 1 min; 3) temperatura de
anelamento (Ta) de 45°C-56°C ou 56°C-65°C por 1 min.; 4) 72°C, 1 min, 5) volta ao passo 2
por 30 vezes; 6) 72°C por 5 min.; 7) 15°C, incubacéo final.

Os produtos das PCR foram separados em géis de poliacrilamida 6% corados com
prata. A aplicacdo das amostras no gel foi dividida em dois tempos, devido ao numero
elevado de amostras. Em seguida, foi feita a captura da imagem dos géis, utilizando-se de
uma camera fotografica, para avaliagdes futuras. Os produtos das amplificacbes, foram
analisados de forma em que foi observada a segregacao dos alelos identificados nos genitores
(AND 277 e SEA 5) dentro de toda a populacdo de mapeamento utilizada. Os alelos presentes
no genitor AND 277, foram denominados como “A” e os presentes no SEA 5, chamou-se de
“B”.

3.5 Genotipagem com marcadores SNPs

A genotipagem para os 384 SNPs foi conduzida via tecnologia Vera Code® em
plataforma BeadXpress (lllumina) no Laboratério de Biotecnologia da Embrapa Arroz e
Feijdo (Goias, GO). Um conjunto de 384 marcadores SNPs, validados pelo Prelim file
(https://icom.illumina.com/Custom/UploadOpaPrelim/), previamente identificados para
Phaseolus vulgaris L. (Miller et al., em elaboracdo) 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.

Foram realizados testes de polimorfismo na populacdo AS, com o intuito de verificar
polimorfismo entre os genitores da populagéo, utilizando a plataforma de SNPs gerada para
feijao pelo grupo de pesquisa da Dra. Rosana Brondani (CNPAF). Durante o procedimento de

deteccdo dos SNPs na plataforma BeadXpress, foram utilizados trés oligonucleotideos, sendo
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dois alelo-especificos (ASO) para cada uma das variacbes de um mesmo SNP e o terceiro
loco-especifico (LSO) ligando-se a regido 3’ do fragmento de DNA contendo o SNP alvo.
Apo6s a hibridizagdo, o processo consistiu na extensdo das regies entre o 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 Taqg DNA polimerase e primers complementares a regido ASO foram
marcados com as fluorescéncias Cy3 e Cy5.

Ao final, os produtos derivados da PCR foram hibridizados via complementaridade da
regido LSO com as seqliéncias presentes na superficie das beads holograficas. A genotipagem
dos SNPs foi realizada por meio do programa Genome Studio versdo 1.8.4 (Illumina, 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 os alelos de SNPs referentes a
cada linhagem foi feita, a priori, de modo automatizado, com base na intensidade dos sinais
emitidos a partir dos fluor6foros Cy3 e Cy5, os quais foram agrupados em trés classes de
genotipos representativas dos grupos de homozigotos para os alelos AA ou BB e heterozigoto
AB. Para a analise dos dados, os agrupamentos foram individualmente e manualmente

ajustados determinando os melhores clusters com base no perfil dos genitores.

3.6 Construcdo do mapa genético AS

As analises 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, pela

—_f.)2 . oA s
equagdo: y? = % em que: y? = valor calculado do Qui-Quadrado; f, = freqiiéncia
e

observada em cada uma das classes; f, = frequéncia esperada em cada uma das classes. Em
seguida, foram calculados os valores de p associados aos resultados dos testes de y2, com uso
do programa estatistico “R” (version 2.12.2 — The R Foundation for Statistical Computing,
2011).

O mapa genético foi construido com emprego do software “OneMap” versdo 2.0-1
(Margarido et al. 2007), utilizando as abordagens multiponto e modelos de Markov. Para
tanto, a identificagdo dos marcadores redundantes e distor¢do de segregacdo, as fragcdes de
recombinacdo foram estimadas entre cada par de marcadores usando a fungdo “twopts”. Os
marcadores foram inseridos um a um pelo comando “#y”’ no mapa, checando a posi¢do mais

favoravel a cada inser¢do de uma nova marca. Para refinar as anélises, a fungdo “make.seq”
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foi utilizada, em que primeiro foram testados os marcadores mais informativos, que néo
apresentaram desvio de segregacdo. As estimativas de fracdo de recombinacdo e consequente
formacdo dos grupos de ligacdo foram feitas pelo uso da andlise multiponto, adotando-se
valor de limite de deteccdo (LOD-score) de 3,0, distancia genética méxima de 37,5 cM e
freqiiéncia maxima de recombinacdo de 40 (r = 0,40), assumindo funcdo de mapeamento de
Kosambi (Kosambi, 1944).

Para ajudar na decisdo da posi¢do de cada marcador inserido num grupo de ligacéo
especifico, utilizou-se a fungdo “rf.graph.table” ¢ “draw.try=TRUE” para exibir o “heat map”.

Os grupos de ligacdo que ndo apresentaram subdivisdes foram reordenados com 0s
locos ancorados inseridos ao final da ordenacdo, sendo inseridos com o uso da funcéo
“try.seq”. Desta forma, foram obtidos grupos de ligacdo concisos, uma vez que foi possivel
retirar com confianca locos que ndo apresentaram nivel de ligacdo satisfatério (LOD < 3,0).

A nomenclatura dos grupos de ligacdo e as posicdes fisicas foram identificadas por
meio de comparacdes de semelhanca das sequéncias utilizando BLASTN (Altschul et al.
1997) contra 0 genoma de Phaseolus vulgaris (http://www.phytozome.net/phaseolus) e o
mapa genético integrado para o feijdo comum com base em mapeamento de microssatélites de
Blair et al. (2011) e Campos et al. (2011). Por isso, os grupos de ligacdo foram chamados de
Pv (1 a1l), segundo a nomenclatura proposta por Pedrosa et al. (2008).

Por fim, o desenho de cada grupo de ligagdo com 0s marcadores em suas respectivas
posicdes e distancia, foi feito com emprego do programa MapChart 2.2 (Voorrips,2002).

3.7 Obtencao de isolados monospdricos de Pseudocercospora griseola

Foram coletadas folhas de feijdo apresentando sintomas especificos de mancha angular
em trés pontos diferentes de um mesmo campo experimental, estando este localizado na
fazenda Santa Elisa (CEC — Centro Experimental Central, IAC, Campinas/SP). Cada ponto de
coleta foi considerado como um isolado especifico, sendo nomeados como IAC 1, 2 e 3. Em
seguida, as folhas foram mantidas em placas de petri forradas com papel absorvente imido
durante cinco dias, aproximadamente, e sob temperatura ambiente, com o intuito de acelerar o
desenvolvimento do fitopatdgeno no tecido foliar, facilitando assim a coleta dos conididforos,
a qual foi verificada com auxilio de uma lupa, observando-se a morfologia especifica dos

conidioforos (Figura 4) do patdgeno causador da mancha angular.
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Posteriormente, com a utilizacdo de uma pingca esterilizada, os esporangiéforos foram
transferidos para placas de petri contendo meio BDA (Batata, Dextrose e Agar) e antibiético
amoxicilina (5%). Tais placas foram mantidas durante trés semanas em estufa BOD, a uma
temperatura de 25 °C e fotoperiodo de 12 horas. Durante este periodo de desenvolvimento do
fungo, foi necessario utilizar a pratica da repicagem, para eliminar algumas contaminacdes

que ocorriam, a fim de se obter um isolado puro.

Figura 4. Conidi6foros presentes em tecidos foliares colonizados com P. griseola

Apo6s o periodo de desenvolvimento, foram adicionados 5 mL de agua destilada em
cada placa de petri, e com um auxilio de uma alca de Drigalski, foi feita uma raspagem com o
intuito de se obter os esporos dos isolados. Em seguida, o liquido presente nas placas
contendo esporos foi filtrado e transferido para outra placa de petri também contendo meio
BDA e antibidtico. Tais placas foram condicionadas por duas semanas em estufa BOD, nas
mesmas condicdes citadas anteriormente. Passados catorze dias, com auxilio de uma lupa, foi
obervada a germinacdo dos esporos, que foram coletados por meio de cortes realizados com
um bisturi esterilizado, sendo cada esp6ro mantido em placas de petri individuais. Obteve-se

assim, os isolados monospéricos de P. grisoela.

3.8 ldentificacdo de racas fisioldgicas e caracterizacdo dos genitores quanto a resisténcia
e suscetibilidade a mancha angular

A caracterizacdo dos isolados com relacdo a racas deu-se a partir da analise de um
grupo de variedades diferenciadoras proposto por Pastor Corrales & Jara (1995), composto
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por 12 variedades de feijoeiro, sendo 6 de origem Andina, e 6 de origem Mesoamericana
(Tabela 3). O critério é baseado em uma escala visual de notas que variade 1 a 9, sendode 1 a
3 resistente, de 4 a 6 moderamente resistente e de 7 a 9, suscetivel, gerando assim, valores
binarios, ou seja, constituido por dois algarismos.

Com o objetivo de confirmar o perfil contrastante dos genitores e também identificar o
isolado mais agressivo no genitor suscetivel, foi realizada a inoculacdo seguida da avaliagdo
dos sintomas, obedecendo a mesma metodologia descrita no ensaio com as variedades
diferenciadoras. Além disso, para auxiliar nas avaliacGes e torna-las menos subjetivas, foi
utilizada a préatica do processamento de imagens digitais, em que folhas dos genitores foram
escaneadas e em seguida avaliadas, empregando o software ImageJ®. Por meio deste, foi
possivel quantificar a sintomatologia presente como: niimero de lesdes, area das lesdes (cm?)
e porcentagem afetada.

Um total de 8 sementes de cada variedade diferenciadora e dos genitores AND 277 e
SEA 5 foram colocadas para pré-germinar em papel germitest e mantidas em uma estufa BOD
por 4 dias aproximadamente a uma temperatura de 25°C e fotoperiodo de 12 horas. Em
seguida, as sementes pré-germinadas foram plantadas em vasos contendo uma mistura de
substrato organico e vermiculita sendo estes identificados conforme a variedade plantada e

mantidos em casa de vegetacéo.

Tabela 3. Cultivares de feijoeiro diferenciadoras de racas de P. griseola, e seus
respectivos valores binarios, seguindo a classificacdo proposta por Pastor Corrales & Jara
(1995).

Cultivares Andinas Cultivares Mesoamericanas
N°. de Cultivar Valor N°. de Cultivar Valor
Ordem? binario? Ordem! binario?
1 Don Timoteo 1 7 Pan 72 1
2 G 11796 2 8 G 2858 2
3 Bol6n Bayo 4 9 Flor de Mayo 4
4 Montcalm 8 10 México 54 8
5 Amendoim 16 11 BAT 332 16
6 G 5686 32 12 Cornell 49-242 32

!Sequéncia das cultivares diferenciadoras

2 Valor binério para nomear as ragas de P. griseola. Por exemplo, se um isolado apresenta
patogenicidade nas cultivares diferenciadoras de ragas do nimero de ordem 5 e 6 (grupo Andino,
valor binério 16 e 32) e 11 (grupo Mesoamericano, valor binario 16), a raga denomina-se 48-16.
Obtém a denominacdo da raga, somando os valores binarios de cada diferenciadora, no caso de
reacdo de compatibilidade.
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O preparo do indculo e a inoculacdo foram feitos de acordo com o método utilizado
por Nietsche (1997), sendo todo o procedimento realizado na camara de fluxo laminar. A
partir das culturas monospdricas, o inoculo de cada isolado foi produzido em placas de petri
contendo meio V8 (Suco Vegetal Ame V-8 Campbell’s®, Carbonato de Célcio e Agar). Apos
um periodo de incubacéo de 10 dias, sob temperatura de 23°C, preparou-se uma suspensao na
concentracdo de 2 x 10* conidios/ml, por meio da contagem em camara de Neubauer,
raspando-se a superficie das col6nias com uma alga de vidro (Figura 5A).

A inoculacdo ocorreu 15 dias ap6s o plantio das sementes, correspondendo ao estadio
fenolégico V3 da cultura do feijoeiro. Os vasos foram transportados para uma sala
climatizada (Figura 5B) e todas as folhas foram inoculadas, por meio de pulverizagdo em
ambas as faces com auxilio de uma bomba compressora, até o ponto de escorrimento
(Figura 5C). Posteriormente, as plantas foram mantidas nesta mesma sala por 48 horas, sob
umidade relativa (UR) > 95% e temperatura entre 20 e 22°C, sendo em seguida, transferidas
para casa de vegetacdo. As avaliages visuais quanto a reacdo ao fungo, ocorreram 15 dias

apos a data da inoculacéo.

Figura 5. A) Raspagem da superficie das colonias; B) Sala de inoculacéo
climatizada; C) Inoculagéo artificial.
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3.9 Avaliac0es fenotipicas quanto a resisténcia a mancha angular e ao oidio

3.9.1 Mancha angular

O experimento foi realizado no periodo de setembro a outubro de 2013 em casa de
vegetacdo, no Centro de Grdos e Fibras, localizada no Instituto Agronémico (IAC,
Campinas,/SP, Brasil), com coordenadas geograficas de 22°52°40” latitude sul, 47°04°72”
longitude oeste e 685 m de altitude. O delineamento experimental utilizado foi o de blocos
inteiramente casualizados, com 4 repeticdes. Cada bloco foi constituido por 36 caixas (29.5
cm x 46.5 cm x 12.5 cm), sendo estas preenchidas com substrato comercial a base de casca de
pinus, totalizando 144 caixas. Foi realizada adubacdo NPK 04-14-08, na dosagem de 400
L.ha!, 15 dias antes do plantio das linhagens. Os genitores AND-277 e SEA-5 e o cultivar
Carioca Comum foram incluidos entre os tratamentos como controles.

Aproximadamente 25 sementes de cada gendtipo foram germinadas, seguindo a
mesma metodologia utilizada no experimento de identificacdo de racas, citada no item 3.7.
Em cada caixa foram plantadas sementes de 3 diferentes RILs, dispostas em linhas, sendo
cada linha correspondente a uma linhagem endogamica recombinante. As linhas foram
constituidas por 4 plantas cada, distanciadas aproximadamente 4 c¢cm uma das outras,
resultando num total de 12 plantas por caixa.

Os mesmos passos utilizados no ensaio de identificacdo das racas fisioldgicas de
mancha angular, foram seguidos para o preparo do indculo e inoculacéo artificial de todos os
gendtipos que constituiram a populacdo de mapeamento. A avaliacdo da severidade, ocorreu
15 dias apods a inoculacdo e também foi realizada com auxilio de uma escala diagramatica de
notas (Figura 6) desenvolvida pelo CIAT (1995), baseada na intensidade dos sintomas
gerados pela infeccdo da doenca. A escala € composta de nove notas, onde a nota 1,
representa a auséncia de sintomas visiveis da doenca e a 9, representa mais de 80% da area
foliar afetada. As plantas com notas 1, 2 e 3 foram consideradas “resistentes”, as com notas 4,

5 e 6 como moderamente resistentes e 7, 8 e 9 como “suscetiveis”.
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Figura 6. Escala diagraméatica de notas baseada nos sintomas foliares para
avaliacdo quanto a resisténcia ou suscetibilidade a mancha angular.
Fonte: CIAT (1995).

3.9.2 Oidio

A casa de vegetacdo é composta por um sistema de refrigeracdo e ventilacdo, que
manteve a temperatura entre 23-25°C e umidade relativa extremamente baixa, o que tornou o
ambiente extremamente favordvel para o desenvolvimento natural da doenga (Figura 7).
Assim, embora ndo estava programada a realizacdo de avaliagfes fenotipicas referentes a
resisténcia & oidio, foi possivel realizar a avaliacdo das RILs, devido ao alto indice de

infeccéo obervado.

: S o l
i- 4 suil ¥ \

Fgura 7. Sintomas causados apos 15 dias da infecgdo de
E. polygoni (oidio).
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A avaliacdo da severidade ocorreu 30 dias ap0s o plantio das sementes e também foi
realizada com auxilio de uma escala diagramatica de notas (Tabela 4) desenvolvida por Lopes
et al. (2007), baseada na porcentagem de severidade da infeccao.

Tabela 4. Escala diagramatica de notas utilizada para avaliacao da reagdo de RILs ao
oidio.

Nota Severidade

1 Folhas sadias

0.5 a 10% de area foliar afetada

11 — 25 % de érea foliar afetada

26 —50% de area foliar afetada
Lesdes no caule e nas folhas

51 — 75% de area foliar afetada

76 — 90% de é&rea foliar afetada

Folhas 100% amarelas

o N OO O A W DN

9 Folhas mortas

Fonte: Lopes et al., (2007)

3.10 Analises estatisticas

Apoés as avaliagcGes para mancha angular e oidio, as medias aritméticas das notas
geradas das 4 plantas de cada RIL por bloco. Os valores provenientes das médias
corresponderam aos valores finais de cada linhagem. Estes foram utilizados para as analises
de variancia e testes F, por meio do procedimento de modelos lineares generalizados
(“General Linear Models Procedure”, GLM), do software SAS v.8.2 (“SAS Institute”, Cary,

9

NC, EUA). A herdabilidade no sentido amplo foi estimada utilizando a formula hy = —%,

oZ+%¢
em que hf] corresponde a herdabilidade no sentido amplo, cr; variancia genética, o2 variancia
ambiental e r variancia do residuo. Com o objetivo de confirmar o perfil contrastante de
resisténcia entre os genotipos, analises separadas foram realizadas para 0s genitores e para as
linhagens endogamicas recombinantes. Os efeitos das diferentes fontes de variagdo foram
considerados significativos pelo teste F, quando p <0,05. Os testes de normalidade de
Skewness, Kurtosis (Mardia, 1970) e Shapiro-Wilk (1965) foram aplicados para verificar a

distribuicdo normal dos residuos da anélise de variancia.
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3.11 Mapeamento dos locos associados a resisténcia a mancha angular e ao oidio

As analises para identificacdo dos locos de resisténcia a mancha angular e ao oidio
foram realizadas com base no mapa genético gerado pelo programa OneMap e nos dados de
avaliacdo da resisténcia da populagédo de RILs. O software QTL Cartographer vs 1.17 (Basten
et al., 2005) foi utilizado, sendo empregada a funcdo de Mapeamento de Kosambi. Foi
empregado o método de Mapeamento por Intervalo Composto (CIM) e a selecdo de modelos
foi feita com base no Critério de Informagdo Baysiano (Baysian Information Criterion —
BIC), para a escolha do melhor modelo, incluindo ou excluindo os efeitos principais dos
QTLs (Zeng et al., 1999).

Testes de razdo da verossimilhanca (LRT) foram utilizados para verificar a presenca e
o efeito dos QTLs identificados. Os valores de LOD foram calculados utilizando a formula
LOD = 0,2172 * LRT. A regressdo linear multipla para cada posicdo cromossémica foi
aplicada considerando nivel de significancia (o = 0,05) para a obtencdo dos cofatores
utilizados na analise. Os graficos dos respectivos valores de LOD encontrados foram gerados
com auxilio do software Excel 2010.

Devido a realizacdo de multiplos testes, o valor de significancia para detec¢do dos
QTLs foi determinado realizando analises com 1000 permutacdes (Churchill & Doerge,
1994). As porcentagens das variacOes fenotipicas explicadas por cada QTL, estimadas pelos
valores de R* bem como seus efeitos aditivos foram identificados. Os efeitos de valor positivo
séo relativos ao incremento na nota da doenca gerado pelo alelo do genitor SEA 5, que por sua
vez, representa aumento na suscetibilidade. J& os negativos, séo efeitos provenientes de alelos
do genitor AND 277 e estdo relacionados com a diminuicdo na nota, gerando reacdo de

resisténcia.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Extracdo e Quantificacdo de DNA

O metodo de extracdo utilizado permitiu extrair DNA genémico com um alto grau de
pureza e em concentracOes suficientes para realizar a genotipagem com os marcadores SSRs e

SNPs. A qualidade do DNA pode ser verificada em gel de agarose 1% (Figura 8). De acordo
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com os dados gerados no espectrofotdbmetro (NanoDrop® 2000), a concentracdo media das
amostras foi de 1,912 ng.pl™. Além disso, as relacdes de absorbancia, A260/280 e A260/230,
apresentaram valores satisfatorios, sendo maiores que 1,8 para a primeira relacdo e maiores

que 2,0 para a segunda, respectivamente.

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

-

Figura 8. Quantificagio de DNA em gel de agarose 1%. Amostras de feijdo da
populacdo AS extraidas em sua concentracdo original.
M = marcador DNA lambda (100ng)

4.2. Caracterizagao, selecdo e genotipagem com os marcadores SSRs

De um total de 328 marcadores SSRs genotipados nos genitores AND 277 e SEA 5,
150 foram polimorficos, correspondendo a 46% do total. Tal valor € similar ao encontrado em
alguns trabalhos que utilizaram a populacdo de referéncia BJ. Yu et al. (2000) encontraram
um nivel de polimorfismo igual a 43%. Grisi et al. (2007) analisaram 264 marcadores SSRs,
génicos e gendmicos, dos quais 113 foram polimorficos. Os marcadores polimorficos entre
0s genitores da populacdo AS foram selecionados para a genotipagem em toda a populacéo.
Os 147 marcadores restantes (45%) foram monomorficos e 31 (9%) ndo amplificaram
(Figura 9).

B Polimérficos
B Monomorficos

Nao amplificados

Figura 9. Perfil dos primers SSRs nos genitores AND-277 x SEA 5.
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Alguns marcadores apresentaram um bom perfil de polimorfismo (Figura 10), o que
facilitou a leitura dos géis de acrilamida. Os testes de gradiente de temperatura (Figura 11)
determinaram a temperatura especifica de anelamento para os pares de primers que nao
possuiam temperatura descrita na literatura.

Dentre 0s microssatélites polimdérficos utilizados na genotipagem, 24,1% dos
marcadores sdo do tipo compostos; 20% sdo dinucleotideos, 23,9% trinucleotideos e 12,5%
do tipo tetranucleotideos. Apenas um marcador de tipo pentanucleotideo foi testado e nao foi
encontrado polimorfismo. Taxa de polimorfismo mais alta (24%) foi encontrada nos
marcadores de tipo composto, seguido pelos marcadores de tipo trinucleotideo com 23,9%,
mostrando que possivelmente estes apresentam melhor desempenho, evidenciando maior
polimorfismo na populacdo de interesse. Isto reflete a importadncia de se considerar as
propriedades dos marcadores SSRs utilizados, ou seja, o comprimento e 0 nimero de
unidades de repeticdo e a posi¢cdo dos SSRs dentro da sequéncia transcrita (Garcia et al.,
2011)

Figura 10. Teste de avaliacdo de polimorfismo no DNA dos genitores AND 277 e
SEA 5 de feijdo comum com microssatélites. Gel de poliacrilamida 6%, corado com
nitrtato de prata e com fragmentos amplificados a 60°C.

A utilizacdo da aplicacdo em dois tempos das amostras contendo o produto das PCRs
realizadas resultou em duas linhas de leitura nos géis (Figura 12). Tal pratica foi muito
importante, pois diminuiu o tempo gasto utilizado na genotipagem de cada marcador SSR e 0
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numero de géis utilizados nos experimentos. Além do que, facilitou a leitura dos geéis e

barateou o processo. As bandas foram lidas em relacdo ao tamanho do alelo dos genitores
AND277 (A) e SEAS5 (B).

BM147
BMd53
C117T3
PVaaat002 .
PVaat002
PVag004
PVag005
PVag006
PVag007
PVat001
PVat002
PVat003

55°C

Figura 11. Caracterizacdo dos SSRs em gel de agarose 3% em feijdo comum. PCR
realizada em gradiente nas temperaturas de 45°C a 55°C. Cada coluna representa um
microssatélite, amplificado com o DNA do genitor AND277.

--*-_d 1-54

Figura 12. Produtos das Oévém géis de poliacrilamida
6%. B indica o alelo proveniente do genitor SEA 5, enquanto A refere-se ao
alelo do genitor AND 277.
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Grande parte dos marcadores tidos como polimdrficos foram os das séries intituladas
“PvBRs”, “BMs” e “IACs”. Isto corroborou com as caracteristicas genéticas descritas na
literatura para estes grupos de marcadores SSRs, principalmente no que se refere ao alto
Contetdo de Informacéo Polimérfica (PIC) (Garcia et al., 2011; Buso et al., 2006; Benchimol
etal., 2007).

4.3 Genotipagem com os marcadores SNPs

Do total de 384 marcadores SNPs genotipados, 288 foram polimorficos, representando
75% de aproveitamento. Alguns deles (9,37%) apresentaram perfil heterozigotico e
consequentemente ndo foram inclusos na analise de mapeamento. Os resultados mostraram
que foi possivel identificar grande quantidade de SNPs polimorficos entre os genitores da
populacdo de mapeamento. Tais resultados estdo de acordo com as informacgdes contidas na
literatura, as quais afirmam que a presenca de SNPs distribuidos no genoma do feijdo é alta
(Gaitan-Solis et al., 2008; Souza et al., 2012).

4.4. Construgdo do Mapa AS

As analises de segregacdo ndo mostraram desvio de segregacao, portanto, todas as
marcas referentes aos marcadores SSRs e SNPs selecionados, apresentaram segregacado
Mendeliana esperada de 1:1.

Entre os 150 marcadores SSRs polimérficos, 80 (53% do total) foram utilizados na
analise de mapeamento. Quanto aos SNPs, 251 foram utilizados nas andlises, devido a
exclusdo dos que apresentaram perfil heterozigoto. Apds terem sido realizadas as anélises de
ligacdo, 331 marcas ligaram-se aos onze grupos de ligacdo formados (Figura 13), resultando
num mapa de comprimento igual a 1.515,2 cM e distancia média de 4,5 cM.
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Figura 13. Mapa genético para feijdo comum, derivados das
andlises de ligacdo entre 79 marcadores microssatélites e 252
SNPs. Os locos previamente mapeados em outras populacdes e
ancorados em Seus respectivos Cromossomos encontram-se
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Os marcadores SNPs ficaram distribuidos em todos os grupos de ligacao, variando de
17 (Pv09) a 31 SNPs (Pv11) e os marcadores SSRs variaram de 4 (Pv1l) a 10 (Pv01, Pv02,

Pv03), estando ancorados também em todos os 11 grupos de ligagdo (Tabela 5).

Tabela 5. Distribuicdo dos SSRs e SNPs, mapeados nos 11 grupos de ligacdo de
feijoeiro comum, no mapa genético desenvolvido a partir da populacdo AND277 x
SEA5 (AS) utilizando o software OneMap. A saturacdo, comprimento, distancia
média entre os marcadores para cada grupo de ligacdo pode ser evidenciada.

Grupo de SSR SNP N° de Comprimento  Distancia

Ligacao locos média (cM)

entre loci *
Pv01 10 26 36 221,2 6.1
Pv02 11 21 32 161,4 5.0
Pv03 10 30 40 159,4 3.9
Pv04 5 18 23 128,4 55
Pv05 5 22 27 147,2 5.4
Pv06 8 19 27 148,2 5.4
Pv07 8 22 30 179,6 5.9
Pv08 7 22 29 86,7 2.9
Pv09 7 17 24 112,4 4.6
Pv10 5 23 28 63,1 2.2
Pvll 4 31 35 107,5 3.0
Total 80 251 331 1515,2 4.5

O tamanho dos grupos de ligacdo variou de 63,1 cM (grupo de ligacdo Pv10), ate
221,2 cM (grupo de ligagdo Pv01). O nimero de marcadores em cada grupo de ligagéo variou
de 23 para o grupo de ligacdo Pv04 até 40 marcadores no Pv03 (Tabela 5). Os grupos de
ligagdo Pv04 e Pv09 foram os que apresentaram menor nimero de locos ligados, sendo 23 (18
SNPs e 5 SSRs) e 24 (17 SNPs e 7 SSRs), respectivamente. Ja os grupos de ligacdo Pv03 e
Pv01 foram os mais saturados, possuindo cada um 40 (30 SNPs e 10 SSRs) e 36 (26 SNPs e
10 SSRs) marcas ligadas. Ainda em relacdo ao grupo de ligacdo Pv03, a ordem das marcas
obtidas no presente mapa foi mantida quando comparada com as de trabalhos anteriores
(Campos et al., 2011; Garcia et al., 2011, Cérdoba et al., 2010).
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Segundo informacdes obtidas (Dra. Rosana Pereira Vianello Brondani , Embrapa
Arroz e Feijao, Goias, comunicacdo pessoal), os SNPs ficaram ligados corretamente nos
respectivos grupos de ligacdo deste mapa, pois ja haviam sido mapeados em outra populacéo,
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 grupos de ligagdo que ndo apresentaram subdivises foram reordenados com 0s
locos ancorados inseridos ao final da ordenacdo, sendo inseridos com o uso da fungéo
“try.seq”. Desta forma, foram obtidos grupos de ligacdo concisos, uma vez que foi possivel
retirar com confiancga locos que ndo apresentaram nivel de ligacdo satisfatorio (LOD > 3,0). A
identificacdo deste tipo de loco indica a necessidade de maior saturagdo dos grupos de
ligacdo, uma vez que a marca se encontra ligada ao grupo de ligagcdo, contudo ndo possui um
loco proximo o suficiente para posiciona-la com confianca em relagcdo as demais marcas.

A robustez e confiabilidade, no que se refere ao tamanho total do mapa gerado, a
co-localizacdo de marcadores e o tamanho dos grupos de ligacdo podem ser confirmadas por
meio de comparac6es com outros mapas. No grupo de ligagdo Pv02, foi mapeado o loco FJ37,
sendo este também mapeado no mesmo grupo de ligacdo por Hanai (2008) ao realizar o
mapeamento da populacdo BJ com SSRs derivados de ESTs 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 populagbes DOR364 X BAT477 e DOR364 x G19833,
respectivamente, os locos “ATA” (Blair et al., 2008) nos mesmos grupos de ligagdo que o
mapa AS (Pv 2 e 10). No mapeamento dos locos “IAC”, Campos et al. (2011) também
encontraram SSRs ligados nos mesmos grupos de ligagdo em que foram mapeados neste
trabalho.

Além disso, as analises de BLASTN com o genoma do feijdo disponivel (http://www.
phytozome.net/phaseolus), realizada com todos os marcadores SSRs e SNPs presentes no
mapa, também auxiliaram na averiguacdo da correta ligacdo dos marcadores nos respectivos
grupos de ligacdo. Isso faz com que as marcas mapeadas tornem-se alvos importantes em
trabalhos de selegdo assistida, principalmente se houver relagbes com o controle de
caracteristicas de interesse, uma vez que, independentemente da populagdo de mapeamento
utilizada, tais marcas representam locos bem caracterizados e conservados na espécie.

Outro fator importante, é que foi possivel ligar um grande nimero de novos locos,
com distancias inferiores a 37,5 cM (gaps), 0 que possibilitou maior saturacdo em relacéo a
outros mapas j& desenvolvidos, como também disponibilizou uma nova ferramenta para

estudos de sintenia, integracdo de mapas e mapeamento de caracteristicas agronomicamente
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importantes, Uteis em estudos de selecdo assistida, ou ainda estudos de mapeamento fino e

clonagem posicional.
Portanto, os marcadores presentes no mapa foram capazes de saturar todos os onze
grupos de ligacdo que constituem a espécie, cobrindo todo o genoma, o que permitiu

identificar QTLs associados com a resisténcia & mancha angular e ao oidio.

4.5 Obtencéo dos isolados monospdricos e identificagdo das racas fisioldgicas

A metodologia empregada permitiu obter culturas monospéricas (Figura 14) do fungo

P. griseola.

Figura 14. Culturas monospéricas dos 3 isolados de mancha angular mantidas
em meio BDA.

Os resultados do ensaio de identificacdo das racas fisiologicas demonstraram que cada
isolado corresponde a uma raga diferente (Tabela 6), sendo todas de origem Mesoamericana.
A alta variabilidade genética evidenciada em tal espécie pode ser uma das causas do resultado
obtido (Sartorato, 2002; Mahuku et al., 2003). Outro fator determinante esta relacionado a
area em que foram realizadas as coletas dos tecidos contaminados, onde sdo realizados
ensaios de campo com variedades de feijoeiro provenientes de diversas regides do pais. Isto,
aliado ao fato da capacidade de sobrevivéncia do patdgeno no solo e na resteva da cultura,

pode ter favorecido a variabilidade do patégeno mesmo nesta pequena area de coleta.
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4.6 Caracterizagéo dos genitores AND 277 e SEA 5 quanto a resisténcia e suscetibilidade
a mancha angular

Todas as ragas causaram sintomas no genitor suscetivel SEA 5, no entanto, a raca
1.21, correspondente ao isolado IAC-1, foi a que causou sintomas mais severos, sendo este
utilizado na avaliacdo fenotipica de toda a populacdo. A severidade média resultante da
avaliagdo visual dos sintomas nas 4 plantas do genitor AND 277 foi de 1, caracterizando o
mesmo como altamente resistente. Em compensacao, a severidade média de SEA 5 foi de 6,2

(Tabela 7), o que caracteriza 0 mesmo como suscetivel (Tabela 7).

Tabela 6. Isolados de mancha angular e suas respectivas racas

Isolado Raca fisioldgica
IAC -1 1.21
IAC -2 15
IAC -3 0.22

Tabela 7. Notas provenientes da avaliacdo visual de 4 plantas do genitor
AND 277 e SEA 5 inoculadas com a raca 1.21 de mancha angular.

Raca  Genitor  P1 P2 P3 P4 Média’
1.21 AND 277 1 1 1 1 1
1.21 SEAS 4 7 6 7 6,2

1 = Média aritmética

P = Planta

A anélise e processamento das imagens digitais (Figura 15) confirmou a resisténcia de
AND 277 e a suscetibilidade de SEA 5. Conforme a Tabela 8, os valores das caracteristicas
avaliadas para o genitor AND 277 foram iguais a 0. J& 0 genitor SEA 5, apresentou nimero
médio de lesdes igual a 27 e area média das lesdes de 19.35 cm?, o que equivaleu a 52.78%
de area foliar afetada. Consequentemente, esta raca foi selecionada para realizar a avaliacdo

fenotipica no restante da populacéo.
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SEAS AND 277

Figura 15. Resultado do processamento de imagens das folhas dos
genitores SEA 5 e AND 277 utilizando o software ImageJ®

Tais resultados estdo de acordo com os niveis de resisténcia satisfatorios encontrados
na linhagem AND 277, evidenciados em outros trabalhos (Aggarwal et al., 2004; Reis-Prado
et al., 2008), o que torna tal linhagem como promissora nos programas de melhoramento que

visam resisténcia a mancha angular.

Tabela 8. Parametros avaliados das imagens das folhas dos genitores da populagéo AS
por meio do software ImageJ®

Genitor NO. de lesdes Area das lesdes Porcentagem
(cm? afetada (%)
AND 277 0 0 0
SEAS 27 19,35 52,48
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4.7 Avaliacdo fenotipica da populagdo AS quanto a resisténcia a mancha angular e ao
oidio em casa de vegetacao

Os testes de normalidade (Skewness, Curtose e Shapiro-Wilk) ndo foram
significativos, indicando distribuicdo normal para os residuos associados a analise dos valores
fenotipicos referentes as avaliagdes de mancha angular e oidio (Tabela 9), portanto ndo foi
necessario realizar a transformacgdo dos dados para as analises de QTL.

Tabela 9. Valores dos testes de aderéncia a normalidade realizados com os
dados fenotipicos obtidos para mancha angular e oidio

Caracteristicas Skewness Curtose Shapiro-wilk
Mancha angular 0.66 0.94 0.98
Oidio 0.16 1.71 0.98

A andlise de variancia e teste F da severidade da mancha angular e do oidio detectou
diferencas significativas entre os genitores e as RILs. A alta variabilidade entre as linhagens
foi confirmada por valores altamente significativos obtidos pelo teste F (F-valor igual a 2,3 e
12,6, p < 0.0001 para mancha angular e oidio, respectivamente), para todos 0s genétipos,
tornando a populacdo de mapeamento utilizada (AS), representativa para a realizacdo dos
estudos de mapeamento de resisténcia a mancha angular e ao oidio

O perfil contrastante dos genitores quanto a resisténcia a mancha angular foi
novamente evidenciado no ensaio realizado com as 105 RILs. A severidade média do genitor
resistente AND 277, tendo como base as 4 repeti¢des (blocos), foi de 1,1+1,0, enquanto que a
do genitor suscetivel SEA 5 foi de 3,4+1,0. O mesmo perfil contrastante foi encontrado para
a reacdo ao oidio, porém o genitor SEA 5 se comportou como moderadamente resistente,
apresentando severidade média de 3,8+0,8, ao passo que AND 277 se comportou como
suscetivel, com severidade média de 5,6+0,8. A média dos valores de severidade nas RILs foi

de 2,3+1,0 para mancha angular e 4,7+1,0 para oidio (Tabela 10).
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Tabela 10. Estimativas das médias e desvios-padrdo dos valores de
severidade e herdabilidade no sentido amplo para a caracteristica de
resisténcia a mancha angular e ao oidio.

Genotipo Mancha angular Oidio
AND 277 1,1+1,0* 5,6+0,8*
SEAS 3,4+1,0* 3,8+0,8*
RILs 2,3+1,0* 4,7+1,0*
Variagédo 10-51 20a7,3
h?g 0,62 0,92

* diferencas significativas a probabilidade de 0,05

A herdabilidade no sentido amplo para resisténcia a mancha angular foi de 0,62, o que
pode ser considerada de moderada a alta (Tabela 10). Tal valor ndo se distanciou muito de
valores estimados em outros trabalhos realizados com a resisténcia as doencas. Oblessuc et al.
(2012) estimaram um valor de herdabilidade no sentido amplo igual a 0,69 em ensaios
realizados com mancha angular em casa de vegetacdo. Miklas et al. (2001) observaram que a
herdabilidade da resisténcia do feijoeiro ao mofo branco foi mais baixa quando estimada em
casa de vegetacdo (0,65) do que quando estimada em campo (0,78). Segundo Amaro et al.
(2007), os valores de herdabilidade estimados para resisténcia a mancha angular séo
normalmente altos, permitindo que a selecdo fenotipica para recombinacao possa ser realizada
na geracdo F,. A herdabilidade estimada para oidio foi bem mais alta, sendo sua estimativa
igual a 0,92 (Tabela 10), em concordancia com outros trabalhos, nos quais também foram
observadas estimativas elevadas de herdabilidade no sentido amplo relacionados com a
resisténcia ao oidio em feijdao. Chaitieng et al. (2002) estimaram um valor igual a 0,85
utilizando uma populacéo F, originada do cruzamento entre linhagens do género Vigna. No
trabalho de Kasettranan et al. (2010), os valores estimados para RILs em campo e casa de
vegetacdo foram de 0,94 e 0,92, respectivamente. Sousa-Nunes et al. (1999), ao avaliarem
familias Fs de feijdo comum quanto a resisténcia ao oidio, estimaram um valor de
herdabilidade no sentido amplo igual a 0,75. Tais valores indicam que o carater de resisténcia
ao oidio sofre menor influéncia ambiental, favorecendo o ganho de sele¢do em poucos ciclos.

O nivel de severidade de mancha angular nas RILs variou de 1,0 a 5,1, enquanto que
para o oidio variou de 2,0 a 7,3. Foram observados niveis de resisténcia superiores para ambas
as direcOes em relacdo aos genitores (Figura 16), caracterizando a ocorréncia de segregacao

transgressiva para ambas as doencas. Oblessuc et al. (2012) também observaram segregacéo
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transgressiva para mancha angular em ensaios realizados em casa de vegetagéo e condicdes de
campo utilizando 380 RILs provenientes da populacdo UC (UNA x CAL 143).

H& relatos muito antigos da ocorréncia de tal evento em estudos de segregacéao
fenotipica com outras doencas do feijoeiro. Harter & Zaumeyer (1941) relataram segregacéo
transgressiva em progénies F, quando inoculadas com a raca 11 de ferrugem. Arnould-
Santana (1994) observaram o mesmo evento para crestamento bacteriano comum. Geffroy et
al. (2000) ao avaliarem RILs (BAT 93 x JALO EEP558) quanto a reacdo a antracnose,
evidenciaram a presenca de segregagdo transgressiva em ambas as direcOes, tanto para a

condicdo de resisténcia quanto para suscetibilidade.

Mancha angular Oidio

=l

=
[
=

wn
=
un

.
=

aas
=1

Fregléncia
—
)

P
=

Freqiiéncia

|
T
| —
B

e 0 -

1 2 3 4 5 [ 7 g il 1 2 3 4 g [ 7 g q
Severidade da doenca Severidade da doeca

Figura 16. Distribuicdo das notas obtidas nas avaliacbes de mancha angular e oidio
nas 105 RILs e nos genitores da populacdo. As barras em amarelo indicam o indice de
severidade em que o genitor AND 277 se encontra, enquanto que as vermelhas
indicam o indice encontrado para o genitor SEA 5.

Uma possivel causa da ocorréncia de segregacéo transgressiva € a complementaridade
de genes ou mecanismos presentes nos diferentes genitores (Beebe et al., 2008), que quando
combinados, resultam em gendtipos superiores ou inferiores aos genitores utilizados no
desenvolvimento da populacdo em estudo. A ocorréncia de tal evento tambem corrobora com
um possivel padrdo de heranca quantitativa para ambas as doencas avaliadas no presente

estudo.
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4.8 ldentificacdo de QTLs associados a resisténcia a mancha angular e ao oidio

O mapeamento de QTLs foi realizado separadamente para cada doenga. Os valores de
threshold obtidos pelas analises de permutacdo resultaram em LOD préximos a 3,12, para
ambas as doengas, sendo este valor estabelecido para identificacdo dos QTLs (Figura 17). No
total, quatro QTLs foram identificados controlando resisténcia & mancha angular e dois para
oidio, estando estes presentes nos grupos de ligacdo Pv02, Pv05, Pv06, Pv10 e Pvll, que
correspondem aos grupos de ligacdo de mesmo numero. Trés QTLs foram ligados a
marcadores do tipo SNPs (BAR3800 — localizado entre os marcadores BAR6205 e PVM21,;
BARS5771 — localizado entre os marcadores BAR576 e BAR4354, e BAR5054, localizado
entre os marcadores BAR5764 e BAR5793) e 2 por marcores do tipo SSRs (IAC159 —
localizado entre os marcadores e IAC227 e BAR4677 e PVBR149 localizado entre os
marcadores BAR3703 e BAR3999).

Outros estudos detectaram QTLs de resisténcia nestes grupos de ligacdo. Diversos
QTLs de resisténcia ao mofo branco do feijoeiro ja foram identificados no grupo de ligacéo
B2, B5 e B6 (Miklas et al., 2007, 2003; Kolkman & Kelly 2003; Ender & Kelly 2005). Jung
et al., (1998) mapearam o gene que confere resisténcia a ferrugem (Pu-a) no grupo de ligacédo
B5. Navarro et al. (2007) identificaram QTLs nos grupos de ligacdo 6 e 11 associados a
resisténcia a mancha bacteriana marrom. Correa et al. (2001) mapearam genes de resisténcia a
ferrugem no grupo de ligacdo 10. Oblessuc et al. (2012) identificaram um QTL de maior
efeito e estavel neste mesmo grupo, o 10. Isto mostra que tais grupos de ligacdo possuem
regides gendmicas ricas em fontes de resisténcia as mais diversas doencas que atacam a
cultura do feijoeiro e que provavelmente os genes associados a resisténcia as doencas sao
encontrados como clusters que se repetem no genoma do feijoeiro comum.

Em relacdo & mancha angular, o QTL de maior efeito foi o ALS 11*° localizado no
grupo de ligacdo Pv1l, que explica 26,5% da variacdo fenotipica observada para o carater
(Tabela 11). Outro QTL de grande efeito foi o ALS 5”°, mapeado no grupo de ligagdo Pv5, e

que explicou 15,3% da variagdo fenotipica
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Figura 17. Graficos dos valores de LOD encontrados pela analise de CIM para
a identificacdo dos QTLs relacionados a resisténcia a mancha angular e ao oidio.

Os efeitos dos QTLs identificados no presente estudo sdo maiores quando comparado
aos efeitos obtidos no Gltimo trabalho de mapeamento de locos de resisténcia a mancha
angular publicado pelo nosso grupo de estudo, em que Oblessuc et al. (2012) identificaram 4
QTLs que explicaram 17,7% da resisténcia. Isto faz com que os marcadores associados aos
QTLs identificados na populagdo AS, sejam bons candidatos a servirem de ferramentas para a
selecdo assistida por marcadores moleculares, visando resisténcia & mancha angular.

Com excecdo do ALS 5*° todos os QTLs identificados apresentaram efeito aditivo
negativo, ou seja, os alelos provenientes do genitor resistente AND 277 contribuiram para
aumentar o nivel de resisténcia das linhagens, atestanto que este gendtipo pode ser

considerado uma fonte de resisténcia @ mancha angular.

75



Quanto ao oidio, 0 QTL OID 11 *° também teve efeito alto sobre o carater de
resisténcia, explicando 66,5% da variacdo fenotipica (Tabela 11). Além disso, tal loco
apresentou um alto valor de LOD (29,6), o que aumenta a confiabiliadade do mesmo. Genes
de resisténcia de efeito maior sdo comumente encontrados (Young, 1996). Lopez et al. (2003)
identificaram QTL de efeito maior (63,9%) em suas analises, por meio da inoculacdo de
quatro racas diferentes de P. griseola em condic¢des controladas, com 87 RILs derivadas do
cruzamento entre as variedades ‘DOR364’ ¢ ‘G19833’. O outro QTL associado a resisténcia

ao oidio foi o OID 2°°

, mapeado no grupo de ligacdo Pv02 que explicou 7.3% da variacao
fenotipica evidenciada. Mais recentemente, também no grupo de ligagdo Pv2, foram
encontrados genes/QTLs de resisténcia para diversos patdgenos de feijdo, confirmando a

existéncia de clusters contendo genes R (Genes de Resisténcia) (Hanai et al., 2008).

Tabela 11. Descricdo dos QTLs relacionados a resisténcia a mancha angular e ao oidio,
encontrados via analise de Mapeamento por Intervalo Composto (CIM), utilizando o
mapa genético AS de feijdo comum. Os QTLs identificados foram nomeados conforme a
caracteristica do QTL encontrado.

Doenca GL QTL  Intervalo Marcador LOD Efeito R

(cM) aditivo (%)

Mancha angular Pv05 ALS5* 79,2-104,3 IAC159 3,26 0,38 15,3
Mancha angular Pv06 ALS6” 67,6-98,5 BAR3800 3,86 -0,36 144
Mancha angular  Pv10 ALS10- 21-40 BARS5771 3,87 -0,35 13,7
Mancha angular  Pvll ALS11- 78,6-107,7 BAR5054 4,39 -245 26,5
Oidio Pv02 OID2”° 136-149,5 PVBR149 3,88 -0,47 7,3
Oidio Pvlil OID11~ 79,3-107,7 BAR5054 29,6 1,53 66,5

GL = Grupo de Ligagdo

Os locos ALS 11”° e OID 11”° foram os que apresentaram maior efeito sobre as duas
doencgas avaliadas na populagdo de mapeamento. Por meio dos resultados apresentados na
Tabela 11, é possivel verificar que tais locos estdo localizados em uma mesma regido no
grupo de ligacdo Pv 11, tendo o mesmo marcador (BAR 5054) ligado e valores muito
proximos de intervalo (78,6 — 107,7 cM; 79,3 — 107,7 cM). No entanto, enquanto que para a
mancha angular tal loco contribuiu para diminuir a severidade da doenga, para oidio a acdo do

mesmo esta relacionado a reagdo de suscetibilidade. Desta forma, os alelos do genitor AND
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277 conferiram resisténcia a mancha angular, mas contribuiram para a suscetibilidade ao
oidio, evidenciando uma possivel relacdo de ligacdo entre 0s mesmos.

A presenca de 4 QTLs de resisténcia que apresentam efeito na reacdo a mancha
angular, resultando numa magnitude variavel de efeitos fenotipicos, indicam um padréo de
herenca complexo e poligénico para esta caracteristica na linhagem AND 277. Estes
resultados séo contrastantes com outros estudos reportados anterioremente (Faleiro et al.,
2003; Corréa et al., 2001; Caixeta et al., 2003), os quais afirmam um padrdo de heranca
monogénico. Uma causa para tal discrepancia é que tais estudos avaliaram a resisténcia de
uma maneira qualitativa, classificando os genotipos em apenas duas classes fenotipicas,
resistente ou suscetivel. Na verdade, quando se utiliza a analise QTL ou quando é feita a
avaliacdo dos sintomas quantitativamente, diferentes genes de resisténcia podem ser
obervados em um unico gendtipo. Mahuku et al. (2009, 2011) utilizando uma escala de
avaliacdo quantitativa encontraram trés genes de resisténcia a mancha angular na linhagem
G5686 e dois na G10909. Da mesma forma, testes de alelismos mostraram que, linhagens
previamente caracterizadas como fontes de resisténcia monogénica possuem, na verdade,
diferentes locos de resisténcia com variacdo alélica entre as linhagens (Caixeta et al., 2005;
Namayanja et al, 2006). Tal ocorréncia foi evidenciada no genitor resistente (AND277) da
populacdo de mapeamento utilizada no presente estudo, em que foram descobertos mais trés
outros genes de resisténcia & mancha angular (Phg-2?, Phg-3? e Phg-4%) em adicdo ao
previamente identificado (Phg-1) (Caixeta et al., 2005).

A partir do presente trabalho, novos locos de resisténcia a mancha angular e ao oidio
foram identificados, revelando novas associa¢fes entre marcadores e genes de resisténcia que
podem ser exploradas em programas de selecdo assistida. Estudos de identificagcdo de genes
de resisténcia sdo muito importantes no melhoramento de plantas, principalmente no caso do
feijoeiro, no qual a incidéncia de doencas € um dos principais fatores bioticos relacionados as
grandes perdas na produtividade e qualidade dos gréos. Por isso, 0 presente estudo ira
contribuir para o0 melhoramento da cultura do feijoeiro, disponibilizando um maior nimero de
marcadores moleculares ligados a genes de resisténcia a mancha angular e ao oidio.

No entanto, antes de serem aplicados de forma direta, os QTLs identificados no
presente trabalho devem ser validados. Para isto, é necessario estimar a estabilidade dos
mesmos, por meio de ensaios futuros que deverdo ser realizados em condi¢cdo de campo em
diferentes locais e épocas de plantio. Assim, sera possivel confirmar os marcadores que co-
segregam com locos de resisténcia a mancha angular e ao oidio, possibilitando assim, 0 uso

dos mesmos de uma maneira mais confidvel em estudos de selecéo assistida. Além disso, com
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intuito de caracterizar as regides genémicas envolvidas com a resisténcia a mancha angular e
ao oidio, € possivel realizar estudos de mapeamento fino, sendo possivel identificar futuros
possiveis genes, podendo a expressao desses ser avaliada por meio da técnica de PCR em
tempo real, dentre outras. 1sso podera auxiliar no melhor entendimento das relagcdes patégeno-
hospedeiro, revelando quais e quantos genes podem estar envolvidos no carater de resisténcia

as doencas avaliadas.
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5. CONCLUSOES

v" Foi possivel construir um novo mapa genético para feijdo comum utilizando marcadores
SSRs e SNPs.

v" Maior nimero de QTLs foi mapeado para a resisténcia a mancha angular, confirmando o
padrdo de heranca quantitativo para esta doenca. Sendo um carater quantitativo, 0 mesmo
sofre influéncia do ambiente, o que pode ter levado a identificacdo de QTLs de pequeno
efeito.

v" Dois QTLs foram identificados para a resisténcia ao oidio, caracterizando tal resisténcia
como um carater qualitativo.

v’ Este estudo apresentou uma importante contribuicdo para o melhoramento e estudo do
genoma do feijdo, pois revelou QTLs de efeito sobre a resisténcia a duas doengas que
comprometem o desenvolvimento da cultura do feijoeiro, servindo como base para

estudos futuro.

79



6. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

Agrama, H.A.; Eizenga, G.C. and Yan, W. (2007). Association mapping of yield and its
components in rice cultivars. Mol Breeding,19:341.

Allorent D, Savary S: (2005) Epidemiological characteristics of angular leaf spot of bean: a
systems analysis. Eur J Plant Pathol 2005, 113:329-341.

Acevedo, R.M., A. Molina C., J.C. Angel S., C.G. Mufoz, and J.S. Beaver (2004).
Inheritance of normal pod development inbean golden yellow mosaic resistant common bean.
J. Am.Soc. Hortic. Sci. 129:549-552.

Aggarwal, V.D., Pastor-Corrales, M.A., Chirw, R.M.A., Buruchara, R.A. (2004) Andean
beans (Phaseolus vulgaris L) with resistance to the angular leaf pathogen (Phaeoisariopsis
griseola) in Southern and Eastern Africa. Euphytica 136:201-210.

Aitken K.S.; Jackson, P.S.; Mclntyre, C.L.(2005). A combination of AFLP and SSRs markers
provides extensive map coverage and identification of homo(e)logous linkage groups in
sugarcane cultivar. Theorical and Applied Genetics, 100, 789-801.

Al-Janabi, S.M.; Honeycutt, R.J.; McClelland, M.; Sobral, B.W.S. (1993). A genetic lingake map
of Saccharum spontaneum L. ‘SES208’. Genetics, 134: 1249-1260.

Allard, R.W. (1999). Principles of Plant Breeding. 2 ed. New York: John Wiley & Sons,
1999.254p.

Allorent D., Savary S. (2005) Epidemiological characteristics of angular leaf spot of bean: a
systems analysis. European Journal of Plant Pathology 113(4): 329-341.

Almeida AMR, Binneck E, Piuga FF, Marin SRR, do Ribeiro Valle PRZ, Silveira CZ (2008)
Characterization of powdery mildews strains from soybean, bean, sunflower, and weeds in
Brazil using rDNA-ITS sequences. Trop Plant Pathol 33:20-26

Altschul SF, Madden TL, Schaffer A, Zhang J, Zhang Z, Miller W, Lipman DJ (1997)
Gapped BLAST and PSI-BLAST: A new generation of protein database search
programs.Nucleic Acids Research, 25, 3389-3402.

Alzate-marin, A.L.; Costa, M.R.; Arruda, K.M.; Barros, E.G. de; Moreira, M.A., (2003).
Characterization of the anthracnose resistance gene present in Ouro Negro (Honduras 35)
common bean cultivar. Euphytica, 13:165-169.

Alzate-Marin, A.L., Cervigin, G.D.L., Moreira, M.A., Barros, E.G.(2005). Selecdo assistida
por marcadores moleculares visando ao desenvolvimento de plantas resistentes a doencas,
com énfase em feijoeiro e sola. Fitopatologia Brasileira 30:333-342.

Alzate-Marin, A. L., (2004) Sartorato, A. Analysis of the pathogenic variability
of Colletotrichum lindemuthianum in Brazil. BIC, v. 47, p. 241-242.

80



Alzate-Marin, A.L., Souza, T.L.P.O., Sartorato, A., Moreira, M.A., Barros, E.G. (2004).
Analysis of the pathogenic variability of Uromyces appendiculatus in some regions of Brazil.
V. 47, p. 251-252.

Amaro, G.B. Abreu, A.F.B. , Ramalho, M.A.P. Silva, F.B.(2007) Phenotypic recurrent
selection in the common bean (Phaseolus vulgaris L)with carioca-type grains for resistance to
the fungi Phaeoisariopsis griseola and identifi cation of RAPD markers linked to the
resistance gene. Euphytica 134:297-303.

Anderson J.W., Smith B.M., Washnock C.S. (1999) Cardiovascular and renal benefits of dry
bean and soybean intake. American Journal of Clinical Nutrition 70: 464-474.

Araujo, R.S.; Rava, C.A.; Stone, L.F.; Zimmermann, M.J.O. De. (2003) Advances in applied
microbiology. Elsevier (Usa) v.52 .0065-2164/03

Arumuganatham K. & Earle E.D. (1991) Estimation of nuclear DNA content of plantsby
flow cytometry Plant Molecular Biology Report 9(3):229-241.

Arus, P. & Moreno-Gonzélez, J. (1993). Marker assisted selection. Hayward, M.D., Bosemark,
N.O., Romagosa, I. (eds) Plant breeding: Principles and Prospects. Plant breeding series,
Chapman and Hall, Vol 1, pp 314-331.

Asfaw A & Blair MW (2012) Quantitative trait loci for rooting pattern traits of common
beans grown under drought stress versus non-stress conditions. Molecular Breeding 30:681-
695.

Barrios, A. (1965). La mancha angular de la caraotaproducida por Isariopsis griseola Sacc. en
la cuenca del Lago de Valencia. Agron.Trop. 14, 261-275.

Barros, B.C. DE; Oliveira, S.H.F. DE; Leite, L.G.; Ito, M.F.; Campos, T.B. E; Oliveira ,
C.M.G. DE; Sannazaro, A. M; Castro, J. L. De; Pinzan, N. R.(2000) Manejo integrado de
pragas e doencas do feijoeiro. Sdo Paulo. Secretaria de Agricultura e Abastecimento, 2000.
v.3, p.90. (Manual Técnico).

Basset MJ (1991) A revised linkage map of common bean. HortScience 26:834-83.

Basten CJ, Weir BS, Zeng ZB. (2005) QTL cartographer version 1.17: a reference manual and
tutorial for QTL mapping. Raleigh, USA: North Carolina State University.

Beebe S, Rao IM, Cajiao |, Grajales M (2008) Selection for drought resistance in common
bean also improves yield in phosphorus limited and favorable environments. Crop Science
48:582-592.

Benchimol LL, Campos T, Carbonell SAM, Colombo CA, Chioratto AF, Formighieri EF,
Gouve LRL, Pereira de Souza A (2007) Structure of genetic diversity among common bean
(Phaseolus vulgaris L.) varieties of Mesoamerican and Andean origins using new developed
microsatellite markers. Genet Resour Crop Evol 54:1747-1762

Benjamini Y & Hochberg Y (1995) Controlling the False Discovery Rate: A Practical and
Powerful Approach to Multiple Testing. Journal of the Royal Statistical Society 7:289-300.

81



Bernardo, R. (2008) Molecular markers and selection for complex traits in plants: learning
from the last 20 years. Crop Science 48:1649-1664.

Bett KE, Michaels TE (1995) A two-gene model for powderymildew resistance in common
bean. Annu Rep Beanlmprov Coop 38:145-146

Bianchini, A.; Carnerio, S.M.T.P.G.; Leite-Junior, R.P.(2000) Doencasdo feijoeiro e seu
controle. In: Instituto Agrondmicodo Parand. Feijdo: tecnologia de producéo.
Londrina:IAPAR, p.55-75. (Informe da Pesquisa, 135).

Bitocchi E, Nanni L, Bellucci E, Rossi M, Giardini A, Zeuli PS, Logozzo G, Stougaard J,
McClean P, Attene G, Papa R (2011) Mesoamerican origin of the common bean (Phaseolus
vulgaris L.) is revealed by sequence data. www.pnas.org/cgi/doi/10.1073/pnas.1108973109.

Blair MW, Buendia HF, Giraldo MC, Métais I, Peltier D (2008) Characterization of AT-rich
microsatellites in common bean (Phaseolus vulgaris L.). Theoretical and Applied Genetics
118:91-103.

Blair, M.W.; Hurtado, N.; Chavarro, C.M.; Mufioz-Torres, M.C.; Giraldo, M.C.; Pedraza, F.;
Tomkins, J.; and Wing, R. (2011). Gene-based SSR markers for common bean (Phaseolus
vulgaris L.) derived from root and leaf tissue ESTs: an integration of the BMc series. BMC
Plant Biology 11:50.

Blair MW, Galeano CH, Tovar E, Torres MCM, Castrillon AV, Beebe SE, Rao IM (2012)
Development of a Mesoamerican intra-genepool genetic map for quantitative trait loci
detection in a drought tolerant susceptible common bean (Phaseolus vulgaris L.) cross. Mol
Breeding 29:71-88.

Blair MW, Giraldo MC, Buendia HF, Tovar E, Dugue MC, Beebe SE (2006) Microsatellite
marker diversity in common bean (Phaseolus vulgaris L.) Theoretical and Applied Genetics
113:100-1009.

Blair MW, Pedraza F, Buedia HF, Gaitan-Solis E, Beebe SE, Gepts P, Tohme J (2003)
Development of a genome-wide anchored microsatellite map for common bean (Phaseolus
vulgaris L.). Theoretical and Applied Genetics 107:1362-1374.3.

Blair, M.W., Rodriguez P.L.M., Pedraza, F., Morales, F., Beebe, S. (2007). Genetic mapping
of the bean golden yelow mosaic geminivirus resistance gene bgml and linkage with
potyvirus resistance in common bean (Phaseolus vulgaris L.). Theorical and Applied
Genetics 114(2): 261-271.

Blair, M.\W. et al. (2009) Development of microsatellite markers for common bean
(Phaseolus vulgaris L.) based on screening of non enriched, small-insert genomic libraries.
Genome 52: 772-782.

Blum, L.E.B., Amarante, C.VV.T., Arioli, C.J., Guimardes, L.S., Dezanet, A., Neto, P.H.,

Scheidt, F.R. (2003). Reaction of Phaseolus vulgaris genotypes to stem rot and powdery
mildew. Fitopatologia Brasileira, v98, p. 96-100.

82



Bonett, L.P.; Goncalves-Vidigal, M.C.; Schuelter, A.R.; Vidigal Filho, P.S.; Gonela, A
Lacanallo, G.F. (2006). Genetic divergence in germplasm of common bean in Parana State,
Brazil. Semina: Ciéncias Agrarias, Londrina, v. 27, n. 4, p. 547-560.

Bonferroni CE (1935). In Studi in Onore del Professore Salvatore Ortu Carboni. Rome: Italy:
Il calcolo delle assicurazioni su gruppi di teste; pp. 13-60.

Bonfim, K.; Faria, J.C.; Elsa, O. P. L.; Mendes, E.A.; Aragdo, F.J.L. (2007) RNAi-Mediated
Resistance to Bean golden mosaic virusin Genetically Engineered Common Bean(Phaseolus
vulgaris) MPMI Vol. 20, No. 6, p. 717-726.

Bonierbale MW, Plaisted RL, Tanskley SD (1988) RFLP maps base on a common set of
clones reveal modes of chromosomal evolution in potato and tomato. Genetics, 120:1095-
1103.

Borém, A. (1998) Melhoramento de plantas. 2.ed. Vicosa: UFV, 453p

Broman, KW.; H. Wu, S. Sen & G.A. Churchill. (2003). R/qtl: QTL mapping in experimental
crosses. Bioinformatics 19(7): 889-890.

Broughton WJ, Hernandez G, Blair M, Beebe S, Gepts P, Vanderleyden J (2003) Beans
(Phaseolus spp.) — model food legumes. Plant and Soil 252:55-128.

Burle ML, Fonseca JR, Kami JA, Gepts P (2010) Microsatellite diversity and genetic
structure among common bean (Phaseolus vulgaris L.) landraces in Brazil, a secondary center
of diversity. Theoretical and Applied Genetics 121:801-813

Buso, G.S.C., Amaral, Z.P.S., Brondani, R.P.V., Ferreira, M.E. (2006). Microssatelite
markers for the commom bean Phaseolus vulgaris. Molecular Ecology Notes 6:252-254.

Busogoro J.P., Jijakli M.H., Lepoivre P. (1999) Virulence variation and RAPDpo
lymorphism in African isolates of Phaeoisariospis griseola (Sacc.) Ferr., the causal agentof ang
ular leaf spot of common bean. European Journal of Plant Pathology 105(6):559-569.

Butcher PA, Williams ER, Whitaker D, Ling S, Speed TP, Moran GF (2002) Improving
linkage analysis in outcrossed forest trees: an example from Acacia mangium. Theoretical
and Applied Genetics 104:1185-1191.

Bruzil, A. T., Ramalho, M.A.P., Abreu, A.F.B. (2007). Desempenho de familias do
cruzamento entre linhagens defeijdes andinos e mesoamericanos em produtividadee
resisténcia a Phaeoisariopsis griseola Ciénc. agrotec., Lavras, v. 31, n. 3, p. 650-655,
maio/jun., 2007.

Caixeta, E.T.; Borém, A.; Alzate-Marin, A.L.; Fagundes, S.D.; Silva, M.; Barros, E.G.;
Moreira, M.A. (2005). Allelic relationships for genes that confer resistance to angular leaf spot
in common bean. Euphytica 145: 237-245.

Caixeta, E.T. (2002). Caracterizacao  da resistencia genetica a mancha angular e

desenvolvimento de marcadores microssatelites para regioes especificas do genoma do
feijoeiro. Tese de Doutorado — UFV, Vicosa, pp.90.

83



Caixeta, E.T., A. Borém, S. de Azevedo Fagundes, S. Niestche,E.G. de Barros, andM.A.
Moreira. (2003). Inheritance ofangular leaf spot resistance in common bean line BAT 332

Campos T, Oblessuc PR, Sforca DA, Cardoso JMK, Baroni RM, Sousa ACB, Carbonell
SAM, Chioratto AF, Rubiano LLB, Souza AP (2011) Inheritance of growth habit detected by
genetic linkage analysis using microsatellites in the common bean (Phaseolus vulgaris L.).
Molecular Breeding 27:549-560.

Carneiro MS & Vieira MLC (2002) Mapas genéticos em plantas. Bragantia 61:89-100.

Carvalho, G.A., Paula, T.J., Alzate-Marin, A.L., Nietsche, S., Barros, E.G., Moreira M.A.
(1998). Inheritance of resistance to angular leaf spot of common bean in AND 277 to race
63.23 of Phaeiosariopsis griseola and identification of RAPD marker linked to the resistance
gene. Phytopathology Brazil 23:482-485.

Chaitieng, B.; Kaga, A.; Han, O.K.; Wang, X.W.; Wongkaew, S.; Laosuwan, P.; Tomooka,
N.e Vaughan, D.A. (2002) Mapping a new source of resistance to powdery mildew in
mungbean. Plant Breeding 121, 521—525.

Checa, O.E. & Blair, M.W. (2008). Mapping QTL climbing ability and component traits in
common bean (Phaseolus vulgaris L.). Mol Breed, 22:201-215.

Churchill, G.A., Doerge, RW. (1994). Empirical threshold values for quantitative trait
mapping. Genetics. 138:963-971.

Cichy KA, Caldas GV, Snapp SS, Blair MW (2009) QTL analysis of seed iron, zinc, and
phosphorus levels in an Andean bean population. Crop Sci 49:1742-1750.

CONAB -~ Companhia Nacional de Abastecimento, 2012. Disponivel em:
http://www.conab.gov.br (Acessado em Novembro de 2013).

Cérdoba, J. M.; Chavarro, C., Rojas, F.; Mufioz, C. and Blair, M.W. (2010) Identification and
Mapping of Simple Sequence Repeat Markers from Common Bean (Phaseolus vulgaris L.)
Bacterial Artificial Chromosome End Sequences for Genome Characterization and Genetic—
Physical Map Integration. The Plant Genome, v.3, p.154-165.

Corréa, R.X., Pedro, 1.V., Oliveira, M.L.P., Nietsche, S., Moreira, M., Barro, E.G. (2001).
Heranca da resisténcia a mancha angular do feijoeiro e identificacio de marcadores
moleculares flanqueando o loco de resisténcia. Fitopatologia Brasileira 26(1):27-32.

Corréa, R.X., P.I.V. Good-God, M.L.P. Oliveira, S. Niestche,M.A. Moreira, and E.G. de
Barros. 2001. Herenca da resistenciaa mancha-angular do feijoeiro e identifi cacao de
marcadoresmoleculares fl anqueado o loco de resistencia. (In Spanish,with English abstract.)
Fitopatol. Bras. 26:27-32.

Correa-Victoria FJ, Pastor-Corrales MA, Saettler AW (1989). Angularleaf spot. In: Bean

Production Problems in the Tropics (SchwartsHF, Pastor-Corrales MA, eds). Centro
Internacional de AgriculturaTropical, Cali, Colombia: 59-75.

84



Cortés, A.J., Chavarro, M.C., Blair, M. W. (2011) SNP marker diversity in commom bean
(Phaseolus vulgaris L.). Theor. App. Genet 123:827-845.

Costa, M.R.; Tanure, J.P.M.; Arruda, K.M.A.; Carneiro, J.E.S. Moreira, M.A.; Barros, E.G.
(2010) Development and characterization of common black beanlines resistant to anthracnose,
rust and angular leaf spotin Brazil. Euphytica 176:149-156

Crous P.W., Liebenberg M.M., Braun U., Groenewald J.Z. (2006) Re-evaluating the
taxonomic status of Phaeoisariopsis griseola, the causal agent of angular leaf spot of bean.
Studies in Mycology 55: 163-173.

Cruz, C.D.; Salgado, C.C.; Bhering, L.L. (2013). Genomica aplicada.

Cruz, C. D.; Silva, L. C. (2009) Anélise de marcadores moleculares. In: Borém, A.; Caixeta,
E. T. (Eds.). Marcadores moleculares.. v.2, p. 371-442.

de Melo, C.L.P., Ragagnin, V.A., Arruda, K.M.A., Barros, E.G., Carneiro, P.C.S., Junior,
T.J.P., Moreira, M.A., Carneiro, J.E.S.(2008). Phenotypic and molecular characterization of
genitors of carioca-type common bean regarding their resistance to pathogens. Pesq. agropec.
bras.,v.43, n.4, p.495-504.

Da Silva, J.A.G.; Honeycutt, R.J.; Burnquist, W.L.; Al-Janabi, S.M.; Sorrels, M.E.; Tanksley,
S.D.; Sobral, B.W.S. (1995). Saccharum spontaneum L. ‘SES208’genetic linkage map
containing RFLP and PCR-based markers. Molecular Breeding, 1, 165-179.

Debouck, DG, Toro O, Paredes OM, Johnson WC, Gepts P (1993) Genetic diversity and
ecological distribution of Phaseolus vulgaris in northwestern South America. Economic
Botany 47:408-423.

Dean ,R., Van Kan, J.A.L., Pretotius, Z.A., Hammond-Kosack, K.E., Debouck, D.G., Toro,
O., Paredes, O.M., Johnson, W.C., Gepts, P. (1993) Genetic diversity and ecological
distribuition of Phaseolus vulgaris L. in Northwestern South America. Economic Botany, 47:
408-423.

Di Pietro, A., Spanu, P.D., Rudd, JJ., Dickman, M., Kahmanm R. Ellis, J.; Foster
G.D.(2012) The Top 10 fungal pathogens in molecular plant pathology. Molecular Plant
Pathology, pg 1-17, 2012.

Dhingra, O.D. & Kushalappa, A.C. (1980). No correlation between angular leaf spot intensity
and seed infection in bean by I. griseola. Fitopatologia Brasileira 5:149-152.

Dundas B (1936) Inheritance of resistance to powdery mildew inbeans. Hilgardia 10:243—
253

Ender, M., and J.D. Kelly. 2005. Identification of QTL associatedwith white mold resistance
in common bean. Crop Sci.45:2482-2490.

Faleiro, F.G., Schuster, I, Ragagnin V.A., Cruz C.D., Corréa R.X., Moreira M.A., Barros E.G.
(2003) Caracterizacdo de linhagens endogamicas recombinantes e mapeamento de locos de

85



caracteristicas quantitativas associados a ciclo e produtividade do feijoeiro-comum. Pesquisa
Agropecuaria Brasileira 38:1387-1397.

Faleiro FG.(2000) Melhoramento e mapeamento genético do feijoeiro-comum: analise de
caracteristicas quantitativas, morfoldgicas, moleculares e de resisténcia a doengas. Tese de
Doutorado, Universidade Federal de Vicosa.

Faleiro, F. G., V. A. Ragagnin, M. A. Moreira, and E. G. Barros,2004: Use of molecular
markers to accelerate the breeding ofcommon bean lines resistant to rust and anthracnose.
Euphytical3s, 213—218.

Faleiro, F.G. (2007). Marcadores Genético-moleculares aplicados a programas de
conservacao e uso de recursos genéticos. Embrapa Cerrados.

Fall, A.L., P.F. Byrne, G. Jung, D.P. Coyne, M.A. Brick, and H.F.Schwartz. 2001. Detection
and mapping of a major locus for Fusariumwilt resistance in common bean. Crop Sci.
41:1494-1498.

Fancelli, A.L.; Dourado Neto, D. (2007). Feijao: Estratégias de Manejo para Alta
Produtividade. Piracicaba. FEALQ/ESALQ/USP. 224p.

Faria, J. C. (2008) . Integracdo da avaliacdo de danos causados pelo mosaico dourado do
feijoeiro: o papelde culturas hospedeiras do vetor do virus e manejo da praga e doenca / Josias
Corréa deFaria, Massaru Yokoyama. - Santo Antdnio de Goias : Embrapa Arroz e Feijao,
.28 p. - (Documentos / Embrapa Arroz e Feijdo, ISSN 1516-7518 ; 230).

Faria, L.C.; Santos, P.G.S.; Pereira, H.S.; Del Peloso, M.J.; Bras, A.J.B.P.; Moreira, J.AA.;
Lemos de Carvalho. HW.; Melo, L.C. (2013) Genetic progress during 22 years of
improvement of carioca-type common bean in Brazil. Field Crop Research 142, 68-74.

Feijao: cyclical data on the production od common bean (Phaseolus vulgaris L.) and cowpea
(Vigna unguiculata (L.) Walp) in Brazil - 1985 to 2009. URL: http//:
www.cnpaf.embrapa.br/apps/socioeconomia/index.htm (Acessado em Novembro de 2013).

Ferreira RV, Bosco dos Santos J, Patto MA, Furtado D (2001)Agronomical characters and
RAPD markers associatedwith the resistant allele to the Erysiphe polygoni in commonbean.
Crop Breed Appl Biot 1:11-21

Ferreira RV, Ramalho MAP, Corte HR (1999) Genetic controlof common bean (Phaseolus
vulgaris L.) resistance topowdery mildew (Erysiphe polygoni). Genet Mol Biol 22:233-236

Ferreira, C.F., Borém, A., Carvalho, G.A., Nietsche, S., Paula, T.J., Barros, E.G., Moreira,
M.A. (2000). Inheritance of angular leaf spot resistance on commom bean and indentification
of RAPD marker linked to a resistance genes. Crops Science 40:1130-1133.

Ferreira, M.E. & Grattapaglia, D. (1995). Introducdo ao uso de marcadores RAPD e RFLP em
analise genética. Brasilia:EMBRAPA-CENARGEN, pp.220.

Ferreira, M.A; Junqueira; L.P.; Lamas, N.S.; Ohse, B.J.G.; Cerqueira, A.A.; de Souza
Amaral, Z.P.; Buso, G.S.C. (2006). Desenvolvimento e utilizagdo de sistemas multiplex de

86



marcadores SSR para feijdo. Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia, 2006.14 p. -
(Boletim de Pesquisa e Desenvolvimento / Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia,
ISSN 1676-1340 ; 124).

Flint-Garcia SA & Thornsberry JM. (2003) Structure of linkage disequilibrium in plants.
Annual Reviews in Plant Biology 54:357-374.

Food and Agriculture Organization. Faostat. URL: http://faostat.fao.org/site/567/Desktop
Defalt.aspx?PagelD=567 (Acessado em Novembro de 2013).

Freyre R, Skroch PW, Geffroy V, Adam-Blondon AF, Shirmohamadali A, Johnson WC,
Llaca V, Nodari RO, Pereira PA, Tsai SM, Tohme J, Dron M, Nienhuis J, Vallejos CE, Gepts
P (1998) Towards an integrated linkage map of common bean. 4. Development of a core
linkage map and alignment of RFLP maps. Theoretical and Applied Genetics 97:847-856

Galeano CH, Fernandez AC, Franco-Herrera N, Cichy KA, McClean PE, et al. (2011)
Saturation of an Intra-Gene Pool Linkage Map: Towards a Unified Consensus Linkage Map
for Fine Mapping and Synteny Analysis in Common Bean. PLoS ONE 6(12) V. 6, n. 12.

Galeano, C.H.; Cortés, J.A.; Fernadndez, A.C.; Soler, A.; Franco-Herrera, N.; Makunde, G.;
Vanderleyden, J.; Blair, M.W. (2012) Gene-based Single Nucleotide Polymorphism Markers
for Genetic and Association Mapping in Common Bean. BMC Genetics, 13:48.

Ganal, M.W.; Altmann, T.; Roder, M.S. (2009). SNP identification in crop plants Genome
Studies and Molecular Genetics. Volume 12, Issue 2, Pages 211-217.

Gaitan-Solis, E.; Duque, M.C.; Edwards, K.J.; Tohme, J. (2002). Microsatellite in Common
Bean (Phaseolus vulgaris): Isolation, Characterization, and Cross-Species Amplification in-
Phaseolus ssp. Crop Science, v.42, p. 2128-2136.

Gaitan-Solis E, Choi 1Y, Quigley C, Cregan P, Tohme J (2008) Single nucleotide
polymorphisms in common bean: their discovery and genotyping using a multiplex detection
system. Plant Genome 1:125-134.

Garcia, A.A.F; Kido, E.A.; Meza, N.A.; Souza, H.M.B.; Pinto, L.R.; Pastina, M.M.; Leite,
C.S.; da Silva, J.A.G.; Ulian, E.G.; Figueira, A.; Souza, A.P. (2006). Development of an
integrated genetic map of a sugarcane (Saccharum spp) commercial cross based on
maximum-likelihood approach. Theorical and Applied Genetics, 112, 298-314.

Garcia, A.F.; Mollinari, M.; Marconi, T.G.; Serang, O.R.; Silva, R.R.; Vieira,
M.L.C.;Vicentini, R.; Costa, E.A.; Mancini, M.C.;. Garcia, M.O.S.; Pastina, M.M.;Gazaffi,
R.; Martins,E.R.F.; Dahmer, N.; Sforca, D.A.; Silva, C.B.C.; Bundock, P.; Henry, R.J.; Souza,
G.M.; van Sluys, M.A.;. Landell, M.G.A.; Carneiro, M.S.;Vincentz, M.A.G.; Pinto, L.R.;
Vencovsky, R.; Souza, A.P. (2013). SNP genotyping allows an in-depth characterisation of
the genome ofsugarcane and other complex autopolyploids. Scientific Reports, 3: 3399.

Geffroy, V., M. Sevignac, P. Billant, M. Dron, and T. Langin (2008). Resistance to

Colletotrichum lindemuthianum in Phaseolusvulgaris: A case study for mapping two
independent genes.Theor. Appl. Genet. 116:407-415

87


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1369526608002239
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1369526608002239
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1369526608002239
http://www.sciencedirect.com/science/journal/13695266/12/2

Geffroy, V., Sévignac, M.; De Oliveira, J.C.F.; Fouilloux, G.; Skroch. P., Thoquet, P.; Gepts,
P.; Langin,T. Dron, M.(2000) Inheritance of Partial Resistance AgainstColletotrichum
lindemuthianum in Phaseolus vulgarisand Co-localization of Quantitative Trait Lociwith
Genes Involved in Specific Resistance MPMI Vol. 13, No. 3, pp. 287-296.

Gepts, P.; Debouck, D.G. (1991) Origin, domestication, and evolution of the common bean
(Phaseolus vulgaris). In: SCHOONHOVEN, A. van; VOYSEST, O. (Ed.). Common beans:
research for crop improvement. Cali: CIAT. p.7-53.

Gepts, P.R.; Nodari, R.; Tsai, R.; Koinange, E.M.K.; Llaca, V.; Gilbertson, R.; Guzman,P.
(1993) Linkage Mapping in Common Bean, Annual Report Bean Improvement
Cooperative, v.36, p.24-38.

Goncalves-Vidigal, M.C.; Cruz, A.S.; Garcia, A. Kami, J.; Vidigal-Filho, P.S.; Sousa, L.L.
McClean, P.; Gepts, P.; Pastor-Corrales, M.A. (2011). Linkage mapping of the Phg-1 and Co-
14 genes for resistanceto angular leaf spot and anthracnose in the commonbean cultivar AND
277 Theor Appl Genet 122:893-903

Griffiths AJ.F., Miller J.H., Suzuki D.T., Lewontin R.C., Gelbart W.M. (2006). Anint
roduction to genetic analysis. New York: W. H. Freeman, pp. 720

Grisi MCM, Blair MW, Gepts P, Brondani C, Pereira PAA, Brondani RPV (2007) Genetic
mapping of a new set of microsatellite markers in a reference common bean (Phaseolus
vulgaris) population BAT93 x Jalo EEP558. Genet. Mol. Res 6:691-706.

Grivet, L.; Arruda, P. (2001). Sugarcane genomics: depicting the complex genome of an
important tropical plant. Current opinion in Plant Biology 5: 122-127.

Gupta PK, Varshney RK (2000) The development and use of microsatellite markers for
genetics and plant breeding with emphasis on bread wheat. Euphytica 113:163-185

Guzma’'n, P., Gilberston, R. L., Nodari, R., Johnson, W. C., Temple, S. R., Mandala,
D.,Hagiwara, W. E. Emprego de RAPD em programa deretrocruzamento em feijao. 2001. 75
p. Dissertacdo (Mestrado em Genética e Melhoramento de Plantas) -Universidade Federal de
Lavras.

Haldane JBS (1919) The combination of linkage values, and the calculation of distance
between the loci of linked factors. Journal of Genetics 8:299-309.

Hall, R. (1991) Compendium of bean diseases. St. Paul: American Phytopathological
Society Press.

Hanai LR, Campos T, Camargo LEA, Benchimol LL, Souza AP, Melotto M, Carbonell SAM,
Chioratto AF, Consoli L, Formigueri EF, Siqueira MVBM, Mui Tsai S, Vieira MLC (2007)
Development, characterization and comparative analysis of polymorphism at common bean-
SSR loci isolated from genic and genomic sources. Genome 50:266-277.

Hanai LR.(2008). Desenvolvimento de marcadores SSR-EST e construgdo de mapas

genéticos em feijao-comum (Phaseolus vulgaris L.). Tese de Doutorado, Universidade de Sdo
Paulo Escola Superior de Agricultura “Luiz de Queiroz”.

88



Hanai, L.R.; Santini, L.; Melo, L.C.; Santos J.B.; Camargo, L.E.A.; Vieria, M.L.C.; (2008)
Mapeamento de QTLs associados a mancha angular e ao oidio emfeijao com base em um
mapa de ligagéo enriquecido com marcadores RGAa Documentos, IAC, Campinas, 85, 2008

Hardon, J. J.; Boef, W. S. (1993). Linking farmers and plant breeders inlocal crop
development. In: BOEF, W. S.; AMANOR, Kojo; WELLARD, Kate; BEBBINGTON,
Anthony (Eds.). Cultivating knowledge. Genetic diversity, farmers experimentation and crop
research. London:Intermediate Technology Publications, p. 64-171.

Harter, L.L., W.l. Zaumeyer (1941). Differentiation of physiological races of Uromyces
physeoli typical on bean. J. Agric. Res. 5:35-37.

Haseneyer, G.; Piepho, H.P.; Sauer, S.; Stracke, S.; Geiger, H.H.; Graner, A. (2010). DNA
polymorphisms and haplotype patterns of transcription factors involved in barley endosperm
development are associated with key agronomic traits. BMC Plant Biology, 10:5.

Hoarau, J.Y.; Offman, B.; D’Hont, A.; Risterucci, A.M.; Roques, D.; Glaszmann, J.C.; Grivet,
L. (2001). Genetic dissection on modern sugarcane cultivar (Saccharum spp.). Genome
mappin with AFLP markers. Therical and Applied Genetics 103, 84-97.

Hocking, D. (1967). A new virulent form of Phaeoisariopsis griseola causing circular leafspot
of French beans. Plant Dis. Reptr. 51, 276-278.

Hoisington D, Khairallah M, Gonzalez-de-Leon D. Laboratory Protocols: CIMMYT Applied
Molecular Genetics Laboratory. Mexico DF: CIMMY'T, 1994. Illinois Univ. Bull. 49, 1-32.

Humphry, M.E.; Magner, T.; Mclintyre,C.L.; Aitken, E.A.B.; Liu, C.J. Identification of a
major locus conferring resistance to powdery mildew (Erysiphe polygoni DC) in mungbean
(Vigna radiata L. Wilczek) by QTL analysis.

Hyten, D.L. et al. (2008) High-throughput genotyping with the GoldenGate assay in the
complex genome of soybean. Theor. Appl. Genet. 116, 945-952.

Hyten DL, Song Q, Fickus EW, Quigley CV, Lim JS, Choi IY, Hwang EY, Pastor-Corrales
M, Cregan PB (2010) High-throughput SNP discovery and assay development in common
bean. BMC Genomics 11:475-490.

Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica. URL: http://www.ibge.gov.br (Acessado em
Novembro de 2013)

Iwata H, Ninomiya S (2006) AntMap: Constructing Genetic Linkage Maps Using an Ant
Colony Optimization Algorithm. Breeding Science 56:371-377.

Jansen RC (1993) Interval mapping of multiple quantitative trait loci. Genetics, 135:205-211.
Jesus Janior W.C., Vale F.X.R., Coelho R.R., Hau B., Zambolin L., Costa L.C., Bergamin
Filho A. (2001) Effects of angular spot and rust on yield loss of Phaseolus vulgaris.
Phytopathology 92(11):1045-1053.

Jong, S. C., and Morris, E. F. (1970). The form genus Phaeoisariopsis Ferraris. West.

89



Journal of Plant Nutrition 21(10):2141-2151.

Jost, E.; Ribeiro, N.D.; Cerutti, T.; Poersch, N.L.; Maziero, S.M. (2009). Breeding potential
for iron content in common bean. Bragantia. VV.68. N.1.

Kao CH, Zeng ZB, Teasdale RD (1999) Multiple interval mapping for quantitative trait loci.
Genetics 152:1203-1216.

Kasettranan W, Somta P, Srinives P (2010). Mapping of quantitative trait loci controlling
powdery mildew resistance in mungbean (Vigna radiata (L.) Wilczek). J. Crop Sci. Biotech.
13: 155-161.

Kellw, J.D., Gepts, P., Miklas, P.N., Coyne, D.P. (2003). Tagging and mapping genes and
QTL and molecular marker assisted selection for traits of economic importance in bean and
cowpea. Field Crop Research 82(2-3):135-154.

Kelly, J. D., L. Afanador, and S. S. Haley, 1995: Pyramiding genesfor resistance to bean
common mosaic virus. Euphytica 82,207—212.

Kelly, J.D.; Gepts, P.; Miklas, P.N.; Coyne, D.P. Tagging and mapping of genes and QTL and
molecular marker-assisted selection for traits of economic importance in bean and cowpea.
Field Crops Research, v.82, p.135-154, 2003.

Kolkman, J.M., and J.D. Kelly (2003). QTL conferring resistance and avoidance to white
mold in common bean. Crop Sci. 43:539-548.

Kosambi, D.D. (1944) The estimation of map distances from recombinant values. Annals of
Eugenics 12:172-175.

Lamprecht H (1961) Weitere kopplungsstudien an Phaseolus vulgaris mitt einer Ubersicht
uber die Koppelungsgruppen. Agri Hortique Genetica 19:319-332

Lander ES, Botstein D (1989) Mapping mendelian factors underlying quantitative traits using
RFLP linkage maps. Genetics 121:185-199.

Lander ES, Green P, Abrahamson J, Barlow A, Daly MJ, Lincoln EE, Newburg L (1987)
Mapmaker: an interactive computer package for constructing primary genetic linkage maps of
experimental and natural populations. Genomics 1:174-181.

Leakey, C.L.A. (1988) Genotypic and phenotypic markers in commom bean. In: Gepts, P.
Genetics resource of Phaseolus beans: their maintenance, domestication, evolution and
utilization. Dordrecht: Kluwer Academic Publishers, p.245-327.

Liebenberg, M. M., Pretorius, Z. A., and Swart, W. J. (1996). Differences in lesion size Liu
BH, Knapp SJ (1992) Gmandel: a program for Mendelian segregation and linkage analysis of

individual or multiple progeny populations using log-likelihood ratios. Journal of Heredity
81:407-418.

Liu B. H. (1998) Statistical Genomics. CRC Press, Boca Raton, Florida, pp.630.

90



Liu, S., K. Yu, and S.J. Park. (2008). Development of STS markersand QTL validation for
common bacterial blight resistance incommon bean. Plant Breed. 127:62-68.

Lopes, R. A. M.; Antunes, I. F.; Coila, V.H.C.; Cerbaro, L.; Marques, M. W.; Souza, E. B.;
Alves, C. X.; Rosseto, E. A. (2007) XIX Congresso de Iniaciacdo Cientifica, Pelotas RS.

Lopez, C.E., I.F. Acosta, C. Jara, F. Pedraza, E. Gaitan-Solis, G.Gallego, S. Beebe, and J.
Tohme. (2003). Identifying resistance gene analogs associated with resistances to different
pathogens in common bean. Phytopathology 93:88-95.

Lynch, M. & Walsh, B. (1998). Genetics and analysis of quantitative traits. Sianuer
Associates, Sunderland, MA, pp 980.

Mahuku, G.S., C. Jara, C. Cajiao, and S. Beebe (2003). Sources ofresistance to angular leaf
spot (Phaeoisariopsis griseola) in commonbean core collection, wild Phaseolus vulgaris and
secondarygene pool. Euphytica 130:303-313.

Mahuku G.S.; Iglesias, A.M.; and Jara C., (2009). Genetics of angular leaf spot resistance in
the Andean common bean accession G5686 and identification of markers linked to the
resistance genes. Euphytica 167: 381-396.

Mahuku GS, Henriquez MA, Montoya C, Jara C, Teran H, Beebe S. (2011). Inheritance and
development of molecular markers linked to angular leaf spot resistance genes in the common
bean accession G10909. Mol Breed, 28:57-71

Mardia, K. V. (1970). Measures of multivariate skewness and kurtosis with applications.
Biometrika, 57, 519-530.

Margarido GRA, Souza AP, Garcia AAF (2007) OneMap: software for genetic mapping in
outcrossing species. Hereditas 144:78-79.

Matise TC, Perlin M, Chakravarti A (1994) Automated construction of genetic-linkage maps
using an expert-system (MULTIMAP) - a human genome linkage map. Nature Genetics
6:384-390.

Maxwell, J.J., Brick, M.A., Byrne, P.F., Schwartz, H.F., Shan, X., Ogg, J.B., Hensen, R.A.
(2007). Quantitative Trait Loci linked to white mold resistance in commom bean. Crop
Breeding & Genetics, 47:2285-2294.

Melo, L.C. (2000) Mapeamento de QTLs em feijoeiro, por meio de marcadores RAPD, em
diferentes ambientes. Tese de Doutorado em Genética e Melhoramento de Plantas) —
Universidade Federal de Lavras, Lavras, MG.

Melo, L. C.; Faria, J. C. de; Rosaria, L.; Yokohama, M.; Brondani, R.V. P.; Del Peloso, M. J.;
Brondani, C.; Faria, L. C. de. Controle geneéticoda reacdo do feijoeiro comum ao virus do
mosaico dourado. In: CONGRESSONACIONAL DE PESQUISA DE FEIJAO, 8., 2005,
Goiania. Anais...SantoAnténio de Goias: Embrapa Arroz e Feijao, 2005. v. 1, p. 393-396.
(Embrapa Arroz e Feijao. Documentos, 182).

91



Melo, L.C.; Santos, J.B.; Ferreira, D.F. (2002) Mapeamento de QTLs para reacdo ao oidio e
mancha-angulardo feijoeiro-comum em diferentes locais(1) Pesq. agropec. bras., Brasilia, v.
37,n.8,p. 1115-1126

Miklas PN, Kelly JD, Beebe SE and Blair MW (2006) Common bean breeding for resistance
against biotic and abioticstresses: From classical to MAS breeding. Euphytica.

Miklas(a), P.N., Kelly, J.D., Beeb, S.E., Blair, M.W. (2006). Commom bean breeding for
resistance against biotic and abiotic stress: From classical to MAS breeding. Ephytica 147(1-
2): 105-131.

Miklas, P.N. 2007. Marker-assisted backcrossing QTL for partial resistanceto Sclerotinia
white mold in dry bean. Crop Sci. 47:935-942.

Miklas, P.N., D.P. Coyne, K.F. Grafton, N. Mutlu, J. Reiser, D.T.Lindgren, and S.P. Singh.
2003a. A major QTL for common bacterial blight resistance derives from the common bean
great northernlandrace cultivar Montana No. 5. Euphytica 131:137-146.

Miklas, P.N., K.F. Grafton, D. Hauf, and J.D. Kelly. 2006a. Registrationof partial white mold
resistant pinto bean germplasmline USPT-WM-1. Crop Sci. 46:2339.

Miklas, P.N., W.C. Johnson, R. Delorme, and P. Gepts. 2001.QTL conditioning physiological
resistance and avoidance towhite mold in dry bean. Crop Sci. 41:309-315.

Milgroom MG, Frey WE (1997) Contributions of population genetics to plant disease
epidemiology and management. In: Advances in Botanical Research, Vol. 24. Incorporating
Advances in Plant Pathology (eds), pp. 1D30. Academic Press, San Diego.

Mkandawire, A. B. C., and Gepts, P. (1995). Characterization of variability in thefungus
Phaeoisariopsis griseola suggests coevolution with the common beanPhaseolus vulgaris.
Phytopathology 85, 600-607.

Morales, F.J., and S.P. Singh. (1991). Genetics of resistance to Beangolden mosaic virus in
Phaseolus vulgaris L. Euphytica 52:113-117.

Morton, NE (1996). Logarithm of odds (lods) for linkage in complex inheritance. Proc. Natl.
Acad. Sci., 93:3471-3476.

Mukeshimana, G., A. Pafieda, C. Rodriguez-Suarez, J.J. Ferreira,R. Giraldez, and J.D. Kelly.
(2005) Markers linked to the bc-3gene conditioning resistance to bean common mosaic
potyvirusesin common bean. Euphytica 144:291-299

Murphy KM, Geiger T, Hafez MJ, Eshleman JR, et al. (2003). A single nucleotide primer
extendion assay to detect the APC 1137K gene variant. J. of molec. diagn. 5, No. 4.

Namayanja, A., Buruchara, R., Mahuku, G., Rubaihayo, P., Kimani, P., Mayanja, S., Eyedu, H.
(2006). Inheritance of resistance to angular leaf spot in commom bean and validation of the
utility of resistance linked markers for marked assisted selection outside the mapping population.
Euphytica 151(3):361-369.

92



Navarro, F., P. Skroch, G. Jung, and J. Nienhuis. 2007. Quantitativetrait loci associated with
bacterial brown spot in Phaseolusvulgaris L. Crop Sci. 47:1344-1353.

Nayak SN, Zhu H, Varghese N, Datta S, Choi HK, Horres R, Jungling R, Singh J, Kishor PB,
Sivaramakrishnan S, Hoisington DA, Kahl G, Winter P, Cook DR, Varshney RK (2010)
Integration of novel SSR and gene-based SNP marker loci in the chickpea genetic map and
establishment of new anchor points with Medicago truncatula genome. Theoretical and
Applied Genetics 7:1415-41

Nelson JC (1997) QGENE: Software for marker-based genome analysis and breeding.
Molecular Breeding 3:239-245.

Neumann, K.; Kobiljski, B.; Dencic, S.; Varshney, RK.; Borner, A. (2010). Genome-wide
association mapping: a case study in bread wheat (Triticum aestivum L.). Mol Breeding.

Nietsche, S. Identificacdo de racas de Phaeoisariopsis griseola e determinacdo de fontes de
resisténcia em Phaseolus vulgaris. Vigosa, UFV, 1997, 45p. (Tese de M.S.).

Nietsche, S. (2000). Mancha angular do feijoeiro comum: variabilidade genétic do patdgeno e
identificacdo de marcadores moleculares ligados a resisténcia de Phaeiosariopsis griseola e
determinagéo de ragas. Tese de Doutorado — Biblioteca Central da UFV, Vicosa, pp.98.

Oblessuc PR, Baroni RM, Garcia AAF, Chioratto AF, Carbonell SAM, Camargo LEA,
Benchimol LL (2012) Mapping of angular leaf spot resistance QTL in common bean
(Phaseolus vulgaris L.) under different environments. BMC Genetics 13:50.

Oliveira, E.J., Alzate-Marin, A.L., Borém, A., Melo C.L.P., Barros, E.G., Moreira, M.A.
(2004). ReacOes de cultivares de feijdo comum a quatro racas de Phaeiosariopsis griseola.
Fitopatologia Brasileira 29(2):220-223.

Oliveira, S.H.F. (1999) Oidio. Doencas do feijoeiro: guia de identificacdo, fenologia e
controle. p.38-40.

Oliveira, T. K.; Carvalho, G. J.; Moraes, R. N. S. Plantas de cobertura e seus efeitos sobre o
feijoeiro em plantio direto. Pesq. Agropec. Bras., v. 37, n. 8, p. 1079

Openshaw, S. J., S. G. Jarboe, and W. D. Beavis, 1994: Marker assisted selection in backcross
breeding. In: R. Lower (ed.), ASHS/CSSA Joint Plant Breeding Symposium on Analysis of
MolecularMarker Data, 41—43. Oregon State University, Corvallis, OR.

Oraguzie, N.C., E.H.A. Rikkerink, S.E. Gardiner, and H.N. De Silva. (2007). Association
mapping in plants. Springer, New York, NY.

Osorno, J.M., C.G. Mufoz, J.S. Beaver, F.H. Ferwerda, M.J. Bassett,P.N. Miklas, T. Olczyk,
and B. Bussey. 2007. Two genes from Phaseolus coccineus L. confer resistance to Bean
golden yellow mosaicvirus in common bean. J. Am. Soc. Hortic. Sci. 132:530-533.

Park, S.0O., D.P. Coyne, J.R. Steadman e P.W. Skroch (2001). Mapping of QTL for resistance
to white mold disease in commom bean. Crop Science 41:1253-1262.

Pastor-Corrales, M.A. & Jara, C.E. (1995). La evolucion de Phaseolus vulgaris con el frijol
comun en America Latina. Fitopatologia Colombiana 19:15-24.

93



Pastor-Corrales, M. A., Jara, C. E., and Singh, S. P. (1998). Pathogenic variation in, sources
of, and breeding for resistance to Phaeoisariopsis griseola causing angular leaf spot in
common bean. Euphytica. 103, 161-171.

Paterson AH, Lander ES, Hewitt JD, Peterson S, Lincoln SE, Tanksley SD (1988) Resolution
of quantitative traits into Mendelian factors by using a complete linkage map of restriction
fragment length polymorphisms. Nature 335:721-726.

Paula Junior, T.J. & Zambolim, L. (1998). Feijdo: aspectos gerais e cultura do Estado de Mina
Gerais. Vigosa: Editora UFV.

Pedrosa-Harand A, Porch T, Gepts P (2008) Standard nomenclature for common bean
chromosomes and linkage groups. Annual Report of the Bean Improvement Cooperative
51:106-107.

Pedroso, C. (2012). Incidéncia, controle de doengas de feijdo-vagem e anatomia e
histoquimica de Phaseolus vulgaris e Vigna unguiculata resistentes e suscetiveis ao oidio
(Erysiphe polygoni). Tese de Doutorado, UnB, Brasilia, DF.

Pérez-Vega, E.; Pafieda. A.; Rodriguez-SuareZ, C.; Campa, A.; Giraldez, R.; Ferreira, J.J.
(2010). Mapping of QTLs for morpho-agronomic and seed quality traits in a RIL population
of common bean (Phaseolus vulgaris L.). Theor Appl Genet, 120:1367-1380.

Petes TD, Greenwell PW, Dominska M (1997) Stabilization of microsatellite sequence by
variant repeats in the yeast Saccharomyces cerevisiae. Genetics 146:491-498.

Ragagnin, V.A., Alzate-Marin, A.L., Souza, T.L.P.O., Arruda, K.M.A., Morreira, M.A,,
Barros, E.G. (2003). Patotipos de Colletotrichum lindemuthianum, Uromyces appendiculatuse
e Phaeoisariopsis griseola. Fitopatologia Brasileira 28(6):591-596.

Ragagnin, V.A.; De Souza, T.L.P.O.; Sanglard, A.; Arruda, K.M.A. R. Costaa, R.; L. Alzate-
Marin, L.; Carneiro, J.E.De S. M. A. Moreira, M.A.; E. G. De Barros, E.G. (2009)
Development and agronomic performance of common bean lines simultaneously resistant to
anthracnose, angular leaf spot and rust. Plant Breeding 128, 156—163

Ramalho, M.A.P.(1982) Feijdo: Tecnologia de Producao. Inf. Agropec. Belo Horizonte.

Ramalho, M.A.P.; Dos Santos, J.B.; Pinto, C.A.P. (2000). Genética na agropecuaria. UFLA,
Lavras, MG.

Ramalho, M.A.P.; Vencovsky, R. (1978) Estimac¢do dos componentes da variancia genética
em plantas autégamas. Ciéncia e Pratica, Lavras, v.2, n.2,p.117-140.

Rava, C.A. (2002) Influéncia de fungicidas no controle da antracnose e da mancha angular em
feijoeiro comum. Summa Phytopathologica 28:65-69. 2002.

Reis-Prado, F.G. (2006). Reaction of commom bean cultivars to angular leaf spot in the green
house. Fitopatologia Brasileira 31(3):306-309.

94



Rezende, V.F., Ramalho, M.A.P.,Corte, H.R. (1999) Genetic control of common bean
(Phaseolus vulgaris) resistant to powdery mildew (Erysiphe polygoni). Genetics and
Molecular Biology, 22, 2, 233-236

Robertha AV Garcia, Priscila N Rangel, Claudio Brondani, Wellington S Martins, Leonardo
C Melo, Monalisa S Carneiro, Tereza CO Borba, and Rosana PV Brondani  Rodriguez-
Suarez, C., J.J. Ferreira, A. Campa, A. Pafieda, and R.Giraldez. (2008). Molecular mapping
and intra-cluster recombinationbetween anthracnose race-specifi ¢ resistance genesin the
common bean diff erential cultivars Mexico 222 andWidusa. Theor. Appl. Genet. 116:807—
814.

Rodriguez, B.B. (2013). Desenvolvimento do plataforma DART e mapeamento de locos
associados com a tolerancia a seca em feijdo (Phaseolus vulgaris L.). Tese de Doutorado,
Unicamp, Campinas/SP.

Rossi, M.; Araujo, P.G.; Paulet, F.; Garsmeur, O.; Dias, V.M.; Chein, H.; Van Sluys, M.A.;
D’Hont, A. (2003). Genomic distribuition and characterization of EST-derived resistance
gene analogs (RGAS) in sugarcane. Molecular and General Genetics, 269, 406-109.

Sabadin PK, Malosetti M, Boer MP, Tardin FD, Santos FG, Guimaraes CT, Gomide RL,
Andrade CLT, Albuguerque PEP, Caniato FF, Mollinari M, Margarido GRA, Oliveira BF,
Schaffert RE, Garcia AAF, van Eeuwijk FA, Magalhaes JV (2012) Studying the genetic basis
of drought tolerance in sorghum by managed stress trials and adjustments for phonological
and plant height diferences. Theoretical and Applied Genetics 124:1389-1402

Scaglione, D.; Acquadro, A.; Portis, E.; Tirone, M.; Knapp, S.J.; Lanteri, S. (2012) RAD
tag sequencing as a source of SNP markers in Cynara cardunculus L. BMC Genomics, 13:3.

Saettler AW (1991). Angular Leaf Spot. In: Compendium of BeanDiseases (Hall R, ed.).
APS Press, St. Paul, U.S.A.: 15-16.

Sanglar, D.A., Robeiro, C.A.G., Balbi, B.P., Sanglard, N.A., Barros, E.G., Moreira, M.A.
(2008). Piramidacdo de genes de resisténcia a mancha angular em feijdo tipo carioca com
auxilio de marcadores moleculares. Resumos do IX CONAFE: Congresso Nacional de Feijdo,
Campinas, SP.

Sanglard, D.A., Ribeiro, C.A.G. Balbi, B.P., Antune, K.M.A., Barros, E.G., Moreira, M.A.
(2013). Characterization of the Angular Leaf Spot Resistance Gene Present inCommon Bean
Cultivar Ouro Negro. Journal of Agricultural Science; Vol. 5, No. 2.

Sannazzaro A.M., S.H.F. de Oliveira, S.H.F., Wutke, E.B.; Martins, A.L.M., Bortoletto, N.,
Pereira, J.V.N.A., J.L. De Castro, J.L. R.R. Santos, R.R. C.R.F. Dornelles, C.R.F. (2003)
Severidade de oidio (erysiphe polygoni dc) em cultivares de feijoeiro no estado de Séo Paulo
Arq. Inst. Biol., Séo Paulo, v.70, n.3, p.331-336.

Santa-Rosa, J. (2013). Mapeamento de locos associados a tolerancia a seca em feijdo comum.
Dissertacdo de Mestrado, Instituto Agronémico de Campinas, IAC, Campinas/SP.

Sartorato, A. (2002). Identification of Phaeoisariopsis griseola pathotypes in five States in
Brazil. Fitopatologia Brasileira 27(1):78-81.

95


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Garcia%20RA%5Bauth%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Rangel%20PN%5Bauth%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Brondani%20C%5Bauth%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Martins%20WS%5Bauth%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Melo%20LC%5Bauth%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Melo%20LC%5Bauth%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Carneiro%20MS%5Bauth%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Borba%20TC%5Bauth%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Brondani%20RP%5Bauth%5D

Satorato, A. (2006). New sources of resistance to angular leaf spot on common bean.
Fitopatologia Brasileira 31(2) 92:194.

Sartorato, A., Alzate-Marin, A.L. (2004) Analysis of the pathogenic variability
of Phaeoisariopsis griseola in Brazil. BIC, v. 47, p. 235-236.

Schuster |1 e Cruz CD. (2008) Estatistica gendmica — Aplicada a Populacbes Derivadas de
Cruzamentos Controlados. Universidade Federal de Vicosa, p.568.

Schuster I, Vieira SNV, Hamilton S, Sinhorati D, Silva RB, Oliveira MAR (2007) Fluxo
génico em soja na regido oeste do Parana. Pesquisa Agropecuaria Brasileira 42: 515-520.

Schwartz HF, Katherman MJ, Thung MDT (1981) Yield response and resistance of dry beans
to powdery mildew in Colombia. Plant Dis 65:737—738

Schwartz, H. F. Hongos patdgenos adicionales. In: Pastor-Corrales, M.A.; Schwartz, H.F.
(Eds). Problemas de produccion del frijol en los tropicos. 2.ed. Cali, Colémbia: CIAT, 1994,
p.268-301.

Schwartz, H.F., J.R. Steadman, R. Hall, and R.L. Forster (ed.). 2005. Compendium of bean
diseases, 2nd ed. APS Press, St. Paul, MN.

Shapiro, S. S.; Wilk, M. B. (1965). "An analysis of variance test for normality (complete
samples)”. Biometrika 52 (3-4):591-611.

Shi, C.; Navabi, A; Yu, K. (2011). Association mapping of common bacterial blight
resistance QTL in Ontario bean breeding populations. BMC Plant Biology, 11:52.

Sindhan, G.S. and Bose, S.K. (1979). Perpetuation of Phaeoisariopsis griseola causing angular
leaf spot of french beans. Indian Phytopathology 32: 252-254.

Silva, M.G.M.; Santos, J.B; Abreu, A.F.B. (2006) Selecdo de familias de feijoeiro resistente a
antracnose e a mancha-angular. Pesq. agropec. bras., Brasilia, v.41, n.10, p.1499-1506.

Silva G.F., Santos J.B., Magno A.P.R. (2003) Identification of SSR and RAPD markers
linked to a resistance allele for angular leaf spot in the common bean (Phaseolus vulgaris)line
ESAL 550. Genetics and Molecular Biology 26(4):459-463.

Singh SP, Gepts P, Debouck DG (1991) Races of common bean (Phaseolus vulgaris,
Fabriceae) Economic Botany 45:379-396.

Singh, S.P., H. Teran, M. Lema, D.M. Webster, C.A. Strausbaugh,P.N. Miklas, H.F.
Schwartz, and M.A. Brick. (2007b). Seventy-fi ve years of breeding dry bean of theWestern
USA.Crop Sci. 47:981-989

Singh R.J. (2005) Genetic resources, chromosome engineering, and crop improvement: grain
legumes. Cap: Landmark research in grain legumes, pp. 390.

96


http://en.wikipedia.org/wiki/Martin_Wilk
http://en.wikipedia.org/wiki/Biometrika

Sousa Nunes, G.H.; Santos, J.B., Ramalho, M.A.P. Abreu, A.F.B.(1999) Selecdo de familias
de feijdo adaptadas as condicGesde inverno do Sul de Minas Gerais. Pesq. agropec. bras.,
Brasilia, v.34, n.11, p.2051-2058

Souza, T.L.P.O.; Barros, E.G.; Bellato, C.M.; Hwang, E.Y; Cregan, P.B.; Pastor-Corrales,
M.A. (2012) Single nucleotide polymorphism discovery in common bean. Molecular
Breeding, v.30, p.419-428.

Stam P (1993) Construction of integrated genetic maps by means of a new computer package:
JoinMap. Plant Journal 3:739-744.

Staub JE, Serquen FC, Gupta M (1996) Genetic markers, map construction, and their
application in plant breeding. HortScience 31:729-740.

Stavely, J.R. and R.T. McMillan Jr. 1992. BARC-Ru.st resistant bush, fresh-market green
beangermplasm lines. HortScience 27:1052-1053.

Stam P (1993) Construction of integrated genetic maps by means of a new computer package:
JoinMap. Plant Journal 3:739-744.

Stenglein, S.; Plopper, L.D.; Vizgarra, O.; Balatti, P. (2003). Angular Leaf Spot: A Disease
Caused by the Fungus Phaeoisariopsis griseola (Sacc.) Ferraris onPhaseolus vulgaris L.
Advances in Applied Microbiology, Elsevier(USA) Volume 52.

Suiter KA, Wendell JF, Case JS (1983) Linkage 1: a pascal computer-program for the
detection and analysis of genetic-linkage. Journal of Heredity 74:203-204.

Syvanen, A.C. (2005) Toward genome-wide SNP genotyping. Nature Genetics v.37, S5 -
S10 doi:10.1038/ng1558.

Talbot, D.R., Adang, M.J., Slighton, J.L., Hall, T.C., (1984). Size and organization of a
multigene family encoding phaseolin, the major seed storage protein in Phaseolus vulgaris L.
Molecular and General Genetic 198:42-49.

Tanksley SD, Bernatzky R, Lapitan NL, Prince JP (1988) Conservation of gene repertoire but
not gene order in pepper and tomato. Proceedings of the National Academy of Science
85:6419-6423.

Tar’an, B., T.E. Michaels, and K.P. Pauls. 2001. Mapping genetic factorsaff ecting the
reaction to Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli inPhaseolus vulgaris L. under field
conditions. Genome 44:1046-1056.

Tautz D. (1989) Hypervariability of simple sequences as a general source for polymorphic
DNA markers. Nucleic Acids Resources 17:6463-6471.

Teixeira, F.F. (2004). Mapeamento de QTLs para caracteres do feijoeiro por meio de
microssatélites. Tese de Doutorado — Biblioteca Central, UFLA, Lavras.

Tavora, F.J.A.F.; Lopes, L.H. de 0.(1990) Deficiéncia hidrica no consorcio milho x caupi.
Pesquisa Agropecuaria Brasileira, Brasilia, v.25, n.7, p.1011-1022.

97



Teles FL. (2007) Mapa genético do feijoeiro comum (Phaseolus vulgaris L.) baseado em
marcadores microssatélites e RAPD utilizando populacdes de melhoramento para teor de
fibra. 106 p. Dissertacdo (Mestrado) apresentada a Universidade Federal de Goids, UFG,
Goiania.

Theodoro, G.F.; Maringoni, A.C. (2006). Murcha-de-cutobacterium do feijoeiro no Estado de
Santa Catarina e reacdo de gendtipos a Cutobacterium flaccumfaciens. Summa
Phypathologica, Jaguariina, v. 32, n. 1, p. 34-41.

Thung, M., Sartorato, A. (2002). Alteragéo na ordem de importancia das doengas do feijoeiro
comum (Phaseolus vulgaris L.) devido a mudancas nas préaticas culturais e na preferéncia do
tipo de grdo no Brasil. Série Documentos n° 132, CNPAF/EMBRAPA. Disponivel
em:http//www.cnpaf.embrapa.br/negocios/ser_doc/doc_132/132_2.htm. (Acessado  em
Janeiro de 2014).

Trabanco, T.; Pérez-Vega, E.; Campa, A.; Rubiales, D.; Ferreira, J.J.(2012) Genetic resistance
to powdery mildew in common bean. Euphytica 186:875-882

Vallejos CE, Sakyiama NS, Chase CD (1992) A molecular marker-based linkage map of
Phaseolus vulgaris L. Genetics 131:733-740.

Vanderborght, T. (1988). A centralized database for the common bean and its use in diversity
analysis. In: GEPTS, P. L. Genetic resources of Phaseolus beans: their maintance,
domestication, evolution, and utilization. Dordrecht: Kluwer Academic Publishers, p. 51-65.

Van-Schoonhoven, A., and Pastor-Corrales, M. A. (1991). “‘Sistema esta'nada para la
evaluacion de germoplasma de Frijol.”” CIAT, Colombia.

Varshney RV, Glaszmann JC, Leung H, Ribaut JM (2010) More genomic resources for less-
studied crops. Trends in Biotechnology 28:452-460.

Vieira R.F., Cardoso C., Mosquim E.J.B.N. (1998) Foliar application of Molybdenum in
common bean: Il. nitrogenase and nitrate reductase activities in a soil of low fertility.

Voorrips RE (2002) MapChart: Software for the Graphical Presentation of Linkage Maps and
QTLs. The Journal of Heredity 93:77-78

Wagara N, Mwangombe AW, Kimenju JW, Buruchara RA, Jamnadass R, Majiwa O. (2004)
Genetic diversity of Phaeoisariopsis griseola in Kenya as revealed by AFLP and group-
specific primers. J Phytopathol, 152:235-242.

Walters, D.R., Walsh, D., Newton, A., Lyon, G., 2005. Induced resistance for plant disease
control: maximizing the efficacy of resistance elicitors. Phytopathology 95, 1368 e 1373

Wang S, Basten CJ, Zeng ZB. (2005) Windows QTL Cartographer ver. 2.5. Departament of
Statistics, North Carolina State University, Raleigh, NC.

Weber, R.D., & May, P.E. (1989). Abundant class of human DNA polymorphisms which can

be typed using the polymerase chan reaction. American Journal Huamn Genetics, 44:388-
396.

98



Weir B. Genetic data analysis. 2.ed. Sunderland: Sinauer Associates, 1996. 447p.

Wu, K.K.; Burnquist, W.; Sorrels, M.E.; Tew, T.L.; Moore, P.H.; Tanksley, S.D. (1992). The
detection and estimation of linkage in polyploids using single does restriction fragments.
Theorical and Applied Genetics, 83, 294-300.

Xu S (2008) Quantitative Trait Locus Mapping Can Benefit From Segregation Distortion.
Genetics 180:2201-2208.

Xu'Y & Crouch JH (2008) MarkerAssisted Selection in Plant Breeding: From Publicationsto Pr
actice. Crop Science 48:391-407.

Yu K, Park SJ, Poysa V, Gepts P (2000) Integration of simple sequence repeat (SSR) markers
into a molecular linkage map of common bean (Phaseolus vulgaris L.). The Journal of
Heredity 91:429-434.

Zeng ZB (1993) Theoretical basis for separation of multiple linked gene effects in mapping of
quantitative trait loci. Proceedings of the National Academic of Sciences 90:10972-10976.

Zeng ZB (1994) Precision mapping of quantitative trait loci. Genetics 136:492-496.

Zeng, Z.B., Kao, C.H., Basten, C.J. (1999). Estimating the genetic architecture of quantitative
traits. General Research 74:279-289.

99



