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RESUMO

COUTO, Karla Rodrigues. Identificacdo de marcadores microssatélites de
QTL de feijéo relacionado ao escurecimento de gréos. 2010. 34p. Dissertagio
(Mestrado em Genética e Melhoramento de Plantas) — Universidade Federal de
Lavras, Lavras.*

As linhagens e ou cultivares de feijao carioca diferem com relacao
ao tempo de escurecimento do tegumento apdés a colheita. O
escurecimento precoce dos graos diminui a possibilidade de aceitagdo de
uma cultivar. O presente trabalho foi realizado com o objetivo de avaliar a
associacdo de marcadores microssatélites ligados ao QTL responsavel
pelo escurecimento tardio do tegumento de feijoes do tipo carioca, a fim
de reduzir o tempo de avaliagdo para essa caracteristica. Foram utilizados
os dados de avaliacdo fenotipica de 185 progénies F,3 derivadas do
cruzamento VC-3 x Majestoso, para o escurecimento dos graos. A partir
desses dados foram confeccionados dois bulks segregantes de DNA que
foram empregados para a avaliagdo de 444 pares de primers SSR. Os
aplicativos computacionais GQMOL e SISVAR foram utilizados para
avaliar as segregagoes, confeccdo de um mapa de ligagdo, andlises de
marca simples e regressdo multipla utilizando o método backward. Oito
marcadores apresentaram polimorfismo nos bulks. Seis desses marcadores
foram agrupados em um grupo de ligagdo de 80,49cM, e destes, trés se
mostraram intimamente ligados ao QTL de interesse. O marcador
PVMO2TCI116 co-segregou com o QTL em questdo, e os marcadores
PVESTBR-98 (2cM) e PV176 (12,24cM) flanqueiam essa regido,
conferindo elevada eficiéncia na selecdo assistida.

*Qrientador: Jodao Bosco dos Santos — UFLA



ABSTRACT

COUTO, Karla Rodrigues. Identification of SSR markers to the darkening
seed-coat QTL of common Bean. 2010. 34 p. Dissertation (Master’s degree in
Plant Genetics and Breeding) — Universidade Federal de Lavras, Lavras.*

Cultivars and lines of Carioca grain type are different concerning the seed-coat
darkening ability after the harvest. The fast darkening reduces the acceptance of
the cultivar by the market. The objective of this research was to indentify SSR
(Simple Sequence Repeat) markers of the QTL (Quantitative Trait Loci) for
slow darkening of the seed coat, aiming at reducing the time for evaluation and
selection. Data of seed coat darkening were used of 185 F,; progenies derived
from the VC-3 x Majestoso cross. DNA bulks segregating for slow and fast
darkening were used for evaluating 444 SSR primers. The phenotypic and
molecular data were analyzed using the GQMOL and SISVAR software. Partial
linkage map was obtained, as well as single marker analyses of variance of the
darkening per progenie, and multiple regression (backward), were set up. Eight
markers were polymorphic in the DNA bulks, although six of them were
mapped in a linkage group of 80.49 cM. Out of these six markers three were
very close to the QTL.The PVMO02TC116 marker co-segregate with the QTL,
and the PVESTBR-98 (2cM) and PV116 (12.4cM) are flanking it. Thereby those
three markers are very useful for the marked assisted selection of the trait.

*Senior Advisor: Jodo Bosco dos Santos - UFLA



1 INTRODUCAO

O feijdo ¢ um dos mais importantes componentes da dieta alimentar do
brasileiro. Os tipos de feijdes preferencialmente consumidos variam amplamente
de acordo com a regido. No entanto, os feijoes do tipo carioca, isto €, claro com
estrias marrons, sdo os preferidos em grande parte do Brasil. Encontra-se
disponivel um grande nimero de linhagens e ou cultivares com esse tipo de
graos que diferem, principalmente, com relacdo a tonalidade da cor creme do
tegumento.

Entre os caracteres que afetam a aceitagdo das cultivares do feijao tipo
carioca pelos produtores esta o escurecimento precoce do tegumento do feijdo,
devido a associa¢do da cor escura do grdo com a dificuldade de cozimento.
Desse modo, todo feijao de fundo mais escuro ¢ considerado feijao velho e de
dificil cozimento.

Existem algumas linhagens de feijdo carioca que apresentam a cor creme
bem clara e essa tonalidade persiste por muito tempo. Ha, contudo, outras que,
pouco tempo apds o armazenamento, apresentam acentuado escurecimento dos
graos. Essa varia¢@o de tempo ¢ controlada geneticamente. Como a avalia¢do do
fendtipo ideal demanda de dois a trés meses apds a colheita, ¢ importante
verificar a possibilidade da selegdo assistida por marcadores para esse carater,
tornando a sele¢do a mais rapida possivel.

Diante disso, o presente trabalho foi realizado com o objetivo de avaliar
a associacdao de marcadores microssatélites ligados aos alelos responsaveis pelo

escurecimento precoce do tegumento de feijoes do tipo carioca.



2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 O Feijoeiro

O feijoeiro comum ¢ uma planta anual, cresce em todos os continentes,
sob variadas condigdes ambientais. E uma espécie diploide verdadeira
(2n=2x=22) e possui um genoma pequeno estimado entre 450 e 650 Mb
(Bennett & Leitch, 1995). Outros estudos realizados mostram que 60% do
genoma do feijdo é composto por sequéncias de copias simples (Talbot et al.,
1984). O feijoeiro ¢ uma planta autdégama, ou seja, a autofecundacdo ¢ o
processo predominante para a obtencdo de novos graos ou sementes. A taxa de
fecundag@o cruzada possui variagdes de acordo com a cultivar e as condi¢des
ambientais. No Estado de Minas Gerais foram encontradas estimativas inferiores
a 3,0% (Marques Jinior & Ramalho, 1995). Devido a este sistema de
polinizagdo, pode-se inferir que uma cultivar de feijdo € constituida por uma
linha pura ou por uma mistura de linhas puras. Do ponto de vista genético, uma
linha pura, ¢ um genétipo que possui todos os seus locos em homozigose e
alelos iguais em todos os genes. Logo, com as sucessivas multiplicagdes das
sementes via autofecundacdo, a sua constituicdo genética ndo ¢ alterada.
Portanto, a ndo ser que ocorra mistura mecanica o/ou mutacgdes, a constituigdo

da cultivar permanece inalterada.



2.1.1 Importéncia nutricional

O feijdo ¢ um dos mais importantes componentes da dieta alimentar do
brasileiro, com um consumo per capita superior a 17 kg/ano (Companhia
Nacional de Abastecimento - CONAB, 2010). E reconhecidamente uma
excelente fonte protéica, contém grandes quantidades de carboidratos
complexos, fibras e compostos fendlicos com acdo antioxidante que podem
reduzir a incidéncia de doengas (Anderson et al., 1999). A maioria das cultivares
de feijao apresenta em torno de 25% de proteina, que ¢ rica no aminoacido
essencial lisina, mas pobre nos aminoacidos sulfurados. Essa deficiéncia,
contudo, ¢ suprida pelo consumo dessa leguminosa com alguns cereais,
especialmente o arroz. Isto torna a tradicional dieta brasileira, o arroz com
feijao, complementar no que se refere aos aminoacidos essenciais (Vieira et al.,

2006).

2.1.2 Importéancia econémica

No Brasil, ha um enorme contraste nos sistemas de produgdo utilizados
no cultivo do feijoeiro. De um lado, encontram-se os pequenos produtores que
empregam, na maioria, mao-de-obra familiar com baixo nivel tecnolégico. No
extremo oposto, encontram-se os grandes produtores rurais que cultivam o
feijoeiro em grandes areas sob irrigacao e adotam elevado nivel tecnoldgico para
alcangar alta produtividade de grios. No entanto, a cultura do feijoeiro continua
sendo uma atividade de pequenos e médios produtores rurais, uma vez que 75%
das lavouras nacionais de feijdo sdo cultivadas em areas inferiores a 10 hectares
(Fuscaldi & Prado, 2005).

O Brasil ¢ o maior produtor e consumidor desta leguminosa, seguido
pela india, China e México. A previsdo para o periodo agricola de 2008/2009 foi
de 3,65 milhoes de toneladas (CONAB, 2010). Contudo, a produgdo nacional
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ainda ¢ inferior ao seu potencial, apresentando produtividade média equivalente
a 800 kg/ha (Brasil, 2009). A baixa produtividade ocorre devido a varios fatores,
dentre os quais, a incidéncia de doengas ¢ considerada uma das maiores causas e
atualmente a ocorréncia de estiagens t€m contribuido para acentuar este fator.
Considerando que o rendimento desta cultura ainda é baixo, buscam-se
alternativas para a obtencdo de cultivares mais produtivas através da melhoria do
desempenho produtivo da cultura, associado ao conhecimento e exploragdo da

variabilidade genética (Melo, 2007).

2.1.3 Importancia genética

A grande variabilidade genética presente no germoplasma do feijao
comum que era utilizada na agricultura familiar no Brasil foi extremamente
importante. Esta variabilidade, mantida sob cultivo nas pequenas propriedades,
auxiliou a estratégia de sobrevivéncia dos pequenos agricultores, visto que estes
selecionavam os gendtipos adaptados as condigdes agromorfoldgicas e
socioecondmicas que possuiam, sendo estas diferentes das encontradas nos
cultivos empresariais (Cardoso, 2009). No entanto, a variabilidade genética que
foi mantida pelos pequenos produtores estd sendo perdida. Isto em decorréncia
de dois eventos que alteraram a cadeia produtiva do feijdio comum: i- o
lancamento do feijao comum do tipo Carioca e a conseqiiente substituigdo das
outras cultivares e variedades por este tipo de grao, no periodo de 1968 a 1974 ¢
ii- o desenvolvimento do programa de feijdo irrigado (Pro-Feijao) lancado em
1980, sendo que ocorreu uma expansdo imediata deste tipo de plantio no norte e
oeste do Estado de Sao Paulo (Cardoso, 2009).

Os melhoristas utilizam os bancos de germoplasma para escolher
genitores que serdo utilizados para promover cruzamentos e obter novas

cultivares, posto que, nos bancos de germoplasma a variabilidade ¢ preservada e

4



conservada, sendo possivel encontrar variedades melhoradas, crioulas, espécies
silvestres, que podem possuir diversas caracteristicas de importancia agrondmica
(Nass, 2001).

Atualmente, no Brasil, a maior parte dos programas para o
melhoramento genético do feijoeiro tem dado maior énfase a obtencdo de
cultivares do grupo comercial Carioca pela grande demanda do mercado
(Cardoso, 2009). O feijao do tipo Carioca ¢ o mais produzido no pais, com 63%
do total da produgdo nacional. A sua producdo esta distribuida uniformemente
entre as trés safras (safra das dguas, safra da seca e safra de inverno), sendo que
cada uma com participagao de 33% na producgdo total desse tipo de feijdo
(CONAB, 2010). Apesar de ser um Unico grupo comercial dito “carioca” e
pertencer ao pool génico Mesoamericano, os diferentes genotipos de feijao deste
grupo apresentam variagdes agrondmicas e tecnologicas, como diferengas em

produtividade e tempo de cozimento (Lemos et al., 2004).

2.1.4 Melhoramento do feijoeiro

O melhoramento genético do feijoeiro no Brasil teve inicio no Instituto
Agronémico de Campinas (IAC), em 1932, tendo como base realizar avaliagdes
sobre a capacidade produtiva da espécie, porte de planta e resisténcia a doengas,
para posterior utilizagdo na obtengdo de linhagens e cruzamentos artificiais.
Desta forma, linhagens passaram a ser analisadas quanto as caracteristicas
mencionadas, enquanto plantas eram selecionadas em populacdes derivadas de
cruzamentos. Nesta época, observou-se que as linhagens de tegumento preto
eram mais produtivas que as demais por apresentarem resisténcia a seca e
principalmente, ao patégeno da ferrugem. Constatou-se também que as sementes
de cor preta ndo possuiam boa aceitagdo comercial, o que ndo acontecia com

materiais dos grupos rosinha, roxinho e manteiga (Bulisani, 2008).
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Em meados de 1970, trabalhos realizados por pesquisadores do Instituto
Agrondmico no municipio de Palmital - SP identificaram uma planta de maior
capacidade produtiva, onde a coloragdo do grdo era creme com listras marrom e
o proprietario da fazenda a chamava de carioquinha, devido a uma raca de
suinos que também possuia as listras pelo corpo. Apos varios estudos foi
recomendada como cultivar com o nome de Carioquinha. Muitos trabalhos
foram realizados pela secdo de Genética e Leguminosa do IAC como forma de
demonstrar aos agricultores que a cultivar era produtiva. Este trabalho promoveu
uma revolugcdo no comércio de feijdo no Brasil, pois a cultivar superou a
tradicdo do consumo de feijoes dos tipos rosinha, roxinho, manteiga e jalo e
viabilizou o agronegocio do feijao no Brasil, sendo o tipo de grdo mais cultivado
apés 40 anos de seu lancamento (Bulisani, 2008). Hoje trabalhos de
melhoramento em feijao estdo sendo realizados em varias instituicdes do Brasil,
visando a obten¢do de novas cultivares com caracteristicas mais produtivas,
eretas, menos suscetiveis as oscilagdes climaticas e resistentes aos principais
patdgenos da cultura.

Nas ultimas décadas, o cultivo do feijoeiro na maioria das regides
produtoras do Brasil ¢ realizado predominantemente com a cultivar “Carioca”
(Vieira et al., 2006). Estima-se que anualmente sejam cultivados mais de dois
milhdes de hectares com feijoes com este tipo de grdo. Embora a frequéncia de
mutagdo por loco seja muito baixa, espera-se que a variabilidade nas cultivares
em uso prolongado pelos agricultores seja alta em razdo do grande numero de
locos que podem sofrer mutagdo, dos muitos individuos que sdo cultivados
simultaneamente e pelo fato dos agricultores reutilizarem os graos colhidos
como semente. Contudo, com a acdo da selegdo natural, deve permanecer
somente os alelos favoraveis a uma maior adaptagdo a regido considerada. Muito

embora grande parte dessa variacdo seja perdida, pelo fato de que apenas uma
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pequena amostra dos graos colhidos seja reutilizada como sementes, supde-se
que permaneca variacdo suficiente para se ter sucesso com a selecdo (Santos et
al., 2002). A utilizagdo dessa variabilidade bem sucedida é frequentemente
relatada na literatura (Santos et al., 1978; Ramalho et al., 1982; Fonseca, 1993).
Todas as cultivares do grupo carioca possuem a cultivar “Carioca” como genitor
em alguma das etapas dos cruzamentos que lhes deram origem, sendo que,
devido a este fator, todos essas cultivares possuem grandes semelhancas com a
cultivar “Carioca”, conforme descrito por Ribeiro (2001).

No entanto, existem diferengas quanto a genealogia destas cultivares.
Vieira et al. (2000) analisaram caracteristicas morfologicas quantitativas de seis
cultivares cariocas e encontraram que os mais divergentes foram as cultivares
“IAPAR 57” ¢ “IAPAR 81”; enquanto a “Carioca MG” ¢ “IAPAR 57” foram as
mais similares. Esta semelhanca foi atribuida a existéncia de genitores que
apresentam sementes de tegumento de cor preta, como a cultivar “Cornell 49-
242” na genealogia da cultivar “Carioca MG” e “Porrilo” na genealogia de
“IAPAR 57”. Observou-se um agrupamento pela similaridade genética por meio
de anéalise de marcadores morfologicos quantitativos das cultivares “Carioca” e
“Aporé”, o que pode ser entendido ja que estas cultivares foram obtidas por
meio de cruzamentos com 50% ou mais de alelos da cultivar carioca. Em se
considerando caracteristicas morfologicas qualitativas, foi observado maior
similaridade genética entre as cultivares “Carioca” e “Carioca MG”, e entre
“Carioca” e “IAPARS57”, enquanto as menores similaridades estdo entre a
cultivar “IAPAR 81” com as cultivares “Aporé”, “Carioca” e “Pérola”.

Ceolin et al. (2007) avaliaram a divergéncia genética de 18 gendtipos de
feijdio comum pertencentes ao grupo carioca por meio do método de Tocher
(baseado na distancia de Mahalanobis) e por graficos de variaveis candnicas. Os

resultados mostraram que as duas primeiras variaveis candnicas foram
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suficientes para explicar 88,23% da variabilidade total observada. Os resultados
revelaram que as combinagdes dos gendtipos “Pérola” x “CNFC 8008, “CNFC
8005” x “CNFC 80097, “Pérola” x “CNFC 8009, “Princesa” x “CNFC 8008 e
“Princesa” x “CNFC 8009” foram as mais indicadas para realizar o
melhoramento interpopulacional (os gendtipos com prefixo “CNFC” sio
provenientes da EMBRAPA).

A variabilidade dentro da cultivar “Carioca” foi avaliada por Santos et
al. (2002), que coletaram amostras de 289 plantas - linhas puras — em uma
lavoura em que as sementes colhidas foram reutilizadas por mais de dez safras.
Ficou evidenciada a variabilidade entre as linhas puras para produtividade de
grdos e outros caracteres, especialmente aqueles relacionados ao tipo de grao
como, por exemplo, tamanho, forma, tonalidade da cor creme do fundo e do

marrom das rajas.

2.1.5 Fatores que afetam a aceitacéo do feijdo pelos consumidores

Apds a colheita, a respiracdo e outros processos metabdlicos de graos
continuam ativos, ocasionando, na maioria das vezes, perdas significativas de
qualidade, motivo pelo qual o consumidor brasileiro prefere produto de colheita
mais recente. No armazenamento, pode ocorrer uma deterioragdo gradual,
irreversivel e cumulativa, cuja velocidade e intensidade dependerdo do tempo e
temperatura de armazenamento, das caracteristicas intrinsecas dos grios e
principalmente da umidade dos mesmos (Rios, 2002).

Estes processos podem ser diminuidos e/ou retardados através da
reducdo da umidade, que é a forma mais usada comercialmente para
prolongamento do tempo de conservacdo. Mas mesmo com uso de baixa
umidade, os gridos perdem qualidade devido a perda de peso e consumo de

energia pelo processo respiratorio, pelo aumento de rachaduras e ocorréncia de
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pragas e fungos. Além disso, um longo periodo de armazenamento ainda pode
aumentar a dificuldade de cozimento do feijao, diminuir a germinagdo e ocorrer
escurecimento do tegumento de feijdo claro, do tipo carioca, depreciando

enormemente seu valor comercial (Sartori, 1996).

2.1.6 Escurecimento dos graos de feijdo

O escurecimento do feijio no armazenamento esta relacionado com a
suscetibilidade da cultivar (Burr et al., 1968). Conforme Sartori (1982), o
escurecimento do tegumento ndo ¢ devido a reagdo quimica do tipo Maillard,
pois ndo se verifica acentuado escurecimento em temperatura elevada (25°C) na
auséncia de oxigénio, mas sim estd relacionado a oxidagdo enzimatica, que
depende da presenca de oxigénio para reacdo de compostos fendlicos pela
polifenoxidase. No entanto, a alteragdo na coloragdo e nos compostos fendlicos
nao ¢ devido a reacdes enzimaticas (Iaderoza et al., 1989). O armazenamento ao
ar, em temperatura, ambiente aumenta o escurecimento do tegumento, mas este
também ¢ influenciado pela umidade, temperatura e o periodo de
armazenamento (Burr et al., 1968; Sartori, 1982; laderoza et al., 1989).

A maneira como os graos sdo armazenados influencia o endurecimento
do tegumento e dos cotilédones e, consequentemente, o tempo de cozimento. As
condi¢des que proporcionam maior endurecimento dos graos sdo alta umidade e
temperatura (Burr et al., 1968; Sievwright & Shipe, 1986).

Estudos demonstraram que sementes armazenadas em ar germinam
relativamente menos, quando comparadas com sementes armazenadas em baixo
O,, Verificaram também que, apds 14 meses de armazenamento, as cultivares
mantiveram maior germina¢do, menor escurecimento do tegumento, além de
baixo tempo de cozimento, em baixa concentragdo de O, ou baixa temperatura

(0,5° C), quando comparado com ar em temperatura ambiente. (Cardoso, 2009).
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2.1.7 Controle genético do escurecimento precoce dos graos tipo carioca

As linhagens e ou cultivares de feijdo carioca diferem com relagdo ao
tempo de escurecimento do tegumento. E sabido que, durante o envelhecimento,
os graos escurecem. Portanto, graos escuros sdo sinénimos de graos velhos e de
dificil cozimento. Uma cultivar do tipo carioca com graos mais escuros, mesmo
novos, seria preterida pelo consumidor, imaginando que o feijdo fosse velho. Por
isso, a procura tem se concentrado, em feijoes com o fundo mais claro possivel,
denominados tipo “leite” e, sobretudo, naqueles cuja cor clara se mantenha o
maior tempo possivel (Silva, 2007).

Ainda segundo Silva (2007), a segregacdo para escurecimento de graos
se ajusta a propor¢do de 3 escuros : 1 claro, indicando assim que o carater ¢é
controlado por um gene com dominancia para o alelo de escurecimento precoce.

A cor do grdo esta também relacionada a quantidade de tanino presente
nos graos, pois feijdes mais escuros apresentam maior concentra¢do de tanino
(Silva, 2007). Isso também ¢ constatado em Vicia faba onde a concentracio de
tanino possui heranga monogénica (Gutierrez, 2007). No entanto, em Vicia faba
contatou-se que a correlagdo entre a quantidade de tanino nos grdos e o
envelhecimento precoce possuem correlagdo negativa, ou seja, grdos que
apresentaram escurecimento precoce, também apresentaram menor concentracao
de tanino (Nassar-Abbas et al., 2008).

A avaliacdo do escurecimento do grao demanda de dois a trés meses
apods a colheita (Silva, 2007). Assim, dado ser simples o controle genético do
carater, ha a possibilidade de identificar marcadores moleculares do alelo ou

QTL responsavel pelo fendtipo ideal, que contribuira para agilizar a selegéo.
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2.2 Marcadores moleculares

O termo marcador genético corresponde a uma caracteristica do
organismo que pode ser facilmente detectada a olho nu, ou com a ajuda de
algum aparato tecnologico e que co-segrega com alelos de interesse. Uma
caracteristica, para ser util como marcador, deve evidenciar diferengas entre os
individuos analisados e, além disso, ser reproduzida com precisdo na
descendéncia (Silva, 2005).

Atualmente os marcadores de DNA sdo os mais utilizados na selegdo
assistida, devido o amplo polimorfismo que eles identificam, permitindo marcar
um grande numero de genes. Entre os marcadores de DNA, os microssatélites
sdo um dos mais usados, fato que se deve principalmente a simplicidade na sua
utilizacao.

Microssatélites ou SSR consistem de pequenas sequéncias de um a
quatro nucleotideos de comprimento, repetidas em filas ou tandem no genoma.
Esses marcadores possuem expressao co-dominante, permitindo a diferenciagdo
de individuos homozigotos para os dois alelos e heterozigotos, sendo assim eles
podem ser aplicados a todos os tipos de populagdes segregantes empregadas no
mapeamento genético e estudos de ligacdo (Ferreira & Grattapaglia, 1998).
Esses marcadores tém sido amplamente utilizados em analise genética, uma vez
que se baseia na deteccdo da variacdo existente em locos de sequéncias
repetitivas. As sequéncias que flanqueiam esses locos sdo mais conservadas,
permitindo que primers especificos a elas sejam sintetizados e utilizados para
amplificar especificamente essa regido, via PCR (Litt & Luty, 1989).

O marcador microssatélite permite analise a partir de qualquer tipo de
tecido em qualquer estagio de desenvolvimento, sendo necessaria pequena
quantidade de DNA. Os microssatélites t€ém sido usados para a analise genética

em diferentes espécies de plantas (Santos et al., 2003; Koehlec-Santos et al.,
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2003; Bianchi et al., 2004; Diaz & Blair, 2006; Blair et al., 2007). Eles t€m sido
cada vez mais usados para a andlise genética em feijdo comum, com os mais
variados objetivos, como andlises dos efeitos da selecdo natural (Rodrigues &
Santos, 2006), conhecimento da variabilidade genotipica (Blair et al., 2006a;
Buso et al., 2006) e, principalmente, visando o melhoramento por selegdo
assistida de QTLs, mais especificamente por ligagdo aos locos de resisténcia a
doencas (Alzate-Marin et al., 2005; Ferreira et al., 2005; Blair et al., 2006b;
Miklas, 2006).

2.2.1 Identificacéo de alelo ou QTL de grande efeito pelo método do Bulk
Segregante - Bulked Segregant Analysis (BSA)

O método do Bulk Segregante (BSA), ou analise de grupos segregantes,
¢ um procedimento rapido para identificar marcadores ligados em locos de
interesse, em regides especificas do genoma (Michelmore et al., 1991). Este
método ¢ uma alternativa ao mapeamento molecular saturado que ¢ uma
atividade cara, trabalhosa e que demanda muito tempo. O método de BSA surgiu
como uma modificacdo feita por Michelmore e colaboradores a técnica
anteriormente proposta (Arnheim et al., 1985), que consistia na analise de
misturas de DNA de individuos homozigotos para um determinado loco através
da identificagdo de RFLP em desequilibrio de ligagdo de loco associados com
doencas em seres humanos (Ferreira & Grattapaglia, 1998).

A analise de bulks segregantes envolve a compara¢do de duas amostras
misturadas de DNA de uma populacdo segregante de um determinado
cruzamento. Em cada grupo ou mistura de DNA, os individuos s3o idénticos
para a caracteristica ou gene de interesse, mas sdo arbitrarios para todos os
outros genes. Os dois grupos contrastantes sdo analisados para identificar

marcadores que os distinguem. Os marcadores que sdo polimorficos entre os
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grupos estardo potencialmente ligados aos locos que controlam a caracteristica
usada para construir os grupos. Esta evidéncia de ligacdo génica entre o
marcador polimorfico e o loco alvo é confirmada através de uma analise de
segregacdo de todos os individuos da populagdo segregante. Estima-se, desta
forma, o valor da frequéncia de recombinacdo entre o marcador ¢ o loco
genético que controla o cardter (Michelmore et al., 1991; Ferreira &
Grattapaglia, 1998).

O método BSA utiliza uma selegdo genomica prévia para reduzir o
esforco necessario a identificacdo de ligacdo génica e focaliza a andlise
diretamente na regido do genoma associada a caracteristica de interesse. Os
marcadores identificados estdo, em geral, numa janela genética de 25 cM de
cada lado do alvo (Ferreira & Grattapaglia, 1998).

Este método tem duas aplicacdes imediatas no desenvolvimento de
mapas genéticos: o desenvolvimento de mapas genéticos detalhados através da
analise da segregacdo de marcadores moleculares selecionados em populagdes e
a localizagdo rapida de genes que nao segregam em populagdes inicialmente
usadas para gerar o mapa genético (Michelmore et al., 1991).

O método BSA tem sido aplicado com sucesso na identificagdo de
marcadores ligados a alelos de interesse na maioria das espécies cultivadas e
inclusive, com grande intensidade no feijdo (Bean Improvement Crop - BIC,
2010).

Ap6s identificar a co-segregacdo dos marcadores e o carater de interesse,
procede-se a estimativa da frequéncia de recombinagdo entre eles. Para isso
podem ser utilizados aplicativos computacionais como o GQMOL (Cruz &
Schuster, 2004) ou pode-se empregar regressdo linear multipla, ou mesmo a

analise por ponto em cada marcador (Ferreira & Grattapaglia, 1998).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Obtencéo do Material Vegetal

Neste trabalho, foram utilizadas 185 progénies F,; provenientes do
cruzamento entre a linhagem VC-3, oriunda do programa de melhoramento da
Universidade Federal de Vicosa e a cultivar BRS -MG Majestoso (OPNS-331),
denominada aqui apenas de Majestoso, obtida pela Universidade Federal de
Lavras. A linhagem VC-3 apresenta grio tipo carioca com fundo creme bem
claro e ha evidéncias de que essa tonalidade persiste por um longo periodo. Ja a
cultivar Majestoso também possui padrdo de grio tipo carioca com fundo claro,
porém, escurece rapidamente com o armazenamento (Silva, 2007).

Foram utilizados os dados do escurecimento dos graos obtidos por Silva
(2007), onde cada progénie F,; foi avaliada individualmente quanto ao
escurecimento dos grios. Para isso, os grdos de cada planta F, foram colocadas
em uma embalagem plastica transparente com didmetro de 5 cm e comprimento
de 21 cm. Aos 30, 60 ¢ 90 dias apos a colheita, foi avaliado o escurecimento de
graos utilizando uma escala de notas variando de 1 a 5, sendo 1 a cor de fundo
de grao muito clara, 2 mediamente claro, 3 claro, 4 mediamente escuro, 5 muito
escuro (FIGURA 1). As notas foram atribuidas por dois avaliadores
isoladamente, e para as analises foi considerada a média desses avaliadores.

Para o presente estudo foram utilizadas as notas aos 60 dias, pois
segundo Silva (2007) essa seria a melhor época para avaliacdo dessa

caracteristica.
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FIGURA 1 Escala de notas utilizada na avaliagdo do escurecimento das
sementes de feijao.

Fonte: Silva (2007).

3.2 Extracao e quantificacdo do DNA total
Uma amostra de 16 sementes de cada progénie foi semeada em bandejas
de isopor de 96 células com substrato e germinadas em casa de vegetagdo com
irrigacdo controlada. Quinze dias apds a semeadura foram coletadas folhas para
a extragdo do DNA total dessas plantas. Os procedimentos foram realizados no
Laboratorio de Genética Molecular do Departamento de Biologia da
Universidade Federal de Lavras (LGMol).
Cerca de 2,0 gramas de folhas jovens de cada progénie, foram maceradas
em nitrogénio liquido e posteriormente colocadas em 600ul de tampdo de
extracdo, em um almofariz. O tampao de extragdo constituido de 2% de CTAB,

100 mM de Tris (pH 8,0), 20mM de EDTA (pH 8,0), 0,2% de B-mercaptoetanol,
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1,4 M de NaCl, 1% PVP. O macerado vegetal foi colocado em tubos eppendorfs
em banho-maria por 30 minutos a 65°C. A extracdo dos acidos nucléicos foi
realizada com cloroféormio: alcool isoamilico (24:1), separando-se a fase
organica da fase aquosa por centrifugacdo a 12.000 rpm por 5 minutos e
coletando-se o sobrenadante. A fase aquosa, em um novo tubo, foi acrescentado
alcool (95%) acetato de amdnio (6M) gelado (6:1), sendo que os &cidos
nucléicos foram precipitados por 24 horas no freezer.

Apos a precipitacdo do DNA, centrifugou-se novamente por 10 minutos a
10.000 rpm. O sobrenadante foi descartado e o pellet foi deixado em temperatura
ambiente para secagem. Posteriormente, os acidos nucléicos foram solubilizados
em tampdo TE (Tris-HCI 10 mM, pH 8,0; EDTA 1 mM). A solugdo foi
acrescentado alcool (95%) acetato de sodio (3M) gelado (20:1), deixando-se
precipitar os acidos nucléicos por 24 horas no freezer.

Apo6s a segunda precipitacdo, uma nova centrifugacao foi feita a 12.000
rpm por 10 minutos, o pellet foi diluido em tampdo TE com RNAse-A, a uma
concentragdo final de 10pug/mL e a digestdo foi feita a 37°C por 30 minutos. A
solucdo foi acrescentado isopropanol gelado, deixando-se precipitar por uma
hora no freezer. Apds precipitagdo centrifugou-se novamente por 20 minutos a
10.000 rpm. O pellet foi seco a temperatura ambiente e entdo diluido em agua
pura.

A concentragdo do DNA gendmico foi estimada em eletroforese de gel de
agarose 1%, utilizando-se 5uL de Low DNA Mass Ladder (Invitrogen) como
padrdo. Aliquotas das diferentes concentracdes de DNA foram usadas para
padronizar o estoque de uso para todos os genotipos a 10ng/uL, diluindo-se em

agua pura. O DNA de cada progénie foi acondicionado em geladeira a 4°C.

16



3.3 Reagdes de microssatélites

Os dados da avaliagcdo fenotipica realizados por Silva (2007) foram
analisados, e a partir desses, foram selecionadas 13 progénies avaliadas como
portadoras de graos escuros e 13 progénies avaliadas como portadoras de graos
claros, para confec¢do de dois bulks contrastantes de acordo com a metodologia
proposta por Michelmore (1991), a fim de se identificar o polimorfismo
relacionado ao escurecimento precoce dos graos.

Quantidades equimolares de DNA das 13 progénies com graos escuros ¢
das 13 progénies com grios claros, foram utilizados para a montagem dos bulks
contrastantes, juntamente com os bulks foram avaliados também dois individuos
considerados de graos escuros e dois considerados de graos claros, para auxiliar
na identificacdo de hibridos dentro dos bulks. Foram testados 444 pares de
primers SSR especificos para feijoeiro disponiveis no LGMol.

Nas reagdes foram utilizados 25 ng de DNA gendémico, 100uM de cada
um dos desoxiribonucleotideos (dATP, dCTP, dGTP, dTTP), uma unidade da
enzima Taq DNA polimerase, S0mM de Tris pH 8,3, 20mM de KCL, 2mM de
MgCl,, 10pg de BSA, 0,25% de Ficol 400, 10mM de tartrazine e agua,
completando um volume final de 12pL. As amplificagdes foram realizadas em
termociclador modelo Mastercycler Eppendorf, no qual foi empregado o
seguinte programa: dois minutos a 95°C para desnatura¢do do DNA; seguidos de
nove ciclos, sendo 20 segundos a 94° C para desnaturagdo, 20 segundos para
anelamento do primer, cujas temperaturas variaram de 46°C a 68° C de acordo
com o primer e 20 segundos a 72° C para sintese de DNA; seguidos de mais 25
ciclos sendo 20 segundos, a temperatura de 94° C para desnaturagdo do DNA; 20

segundos, para anelamento do primer a temperaturas que variaram de 46 a 60°C,
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de acordo com o primer; 20 segundos a 72° C para sintese de DNA e uma
extensdo final de quatro minutos a 72° C.

Os produtos amplificados foram separados por eletroforese, em gel de
poliacrilamida 6% ndo desnaturantes, e corados com nitrato de prata de acordo

com protocolo modificado de Creste et al. (2001).

3.4 Anélises dos microssatélites

Os marcadores polimorficos foram avaliados em um total de 185
progénies F,;. Uma matriz de dados foi entdo gerada, onde as colunas
representam os diferentes individuos da progénie e as linhas constituem os
marcadores moleculares. Quanto a analise fenotipica, as progé€nies com notas
inferiores a 2,5 foram consideradas claras e as progénies com notas superiores
ou iguais a 2,5 foram consideradas escuras.

A segregacao dos marcadores foi avaliada com o auxilio do programa
GQMOL versdo 2006.9.1 (Cruz & Schuster, 2004) aplicando o teste estatistico
qui-quadrado (y°) testando a hipotese de segregacdo esperada(1:2:1) para um
marcador codominante numa populacdo F,.

Um mapa genético de ligacdo, baseado nos dados fenotipicos da F, para
os marcadores microssatélites polimorficos, foi construido utilizando o
programa GQMOL. Os critérios utilizados foram um LOD escore minimo 3,0 e
frequéncia méaxima de recombinacdo de 30%. As freqiiéncias de recombinacio
foram corrigidas baseadas na fung¢do de distancia de mapa de Kosambi.

Ainda utilizando o programa GQMOL, foram realizadas analises de
QTL para marcas simples de cada marcador com a média das notas. Foram
realizadas ainda regressdo multipla utilizando o método backward (Draper &
Smith, 1998) com o auxilio do aplicativo computacional SISVAR 5.3 (Ferreira,

2000).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Marcadores microssatélites

Dos 444 pares de primers testados, 13 apresentaram algum
polimorfismo, sendo que apenas oito possibilitaram a diferenciagéo entre os bulk
(PV35, PV67, PV59, PV176, PVEST-6, PVEST-98, X57022, PVM02TC116).
As sequéncias desses oito pares de primers estdo apresentados na TABELA 1. O
baixo polimorfismo encontrado entre os locos avaliados pode estar relacionado a
estreita base genética da cultura, pois os genitores do cruzamento avaliado sdo
linhagens elites do mesmo centro de domesticagio (Mesoamericano), ¢
principalmente, do tipo carioca desenvolvidos no Estado de Minas Gerais, o que
justifica a reduzida variabilidade alélica encontrada.

A baixa geracdo de marcas polimorficas tem sido um problema para
construcdo de mapas em varias espécies com base genética estreita (Fatokun et

al., 1992; Menéndez et al., 1997).
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TABELA 1 Sequéncias de nucleotideos dos oito marcadores polimoérficos

Marcador Sequéncia 5’-3’ (Fow)

PV35 TCTACGCGTTCCCTCTGTCT
AGTGGATGTGTGGGAAAAGC

PV67 TGAGCCATATATTTTTTCTCACTCTT
ATGGGCATGGTGGATGATTAG

PV59 TTGAGTGAGCCCATATATTTTTCTC
GTTGGTGTGGGAAGAGAGGA

PV176 GAGGAAAGAGAAAGCAACAGAGA
AGTTTGAGGAGCAGGAGCAG

PVESTBR-6 TTTTGAGGATTGGGAATATTGG
TCAAATGGACTCACGATTAACTTGC

PVESTBR-98 TCTTTAACAGCGCACACACTTT
GTTGGAAAACGACAGTAGGAACC

X57022 AAGGATGGGTTCCGTGCTTG
CACGGTACACGAAACCATGCTATC

PVMO02 TC116 CGCCATTTGGATTGGATT
AGGCGTGGAAGTGGAGTG

Fonte: Bean Improvement Crop - BIC (2010)

4.2 Segregacdo dos marcadores na populacdo segregante
Os testes de * para os oito marcadores foram altamente significativos,
indicando que os marcadores apresentaram uma segregacdo distorcida em

relagdo a esperada (TABELA 2). Vale salientar que a populacdo utilizada possui
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185 progénies F,3, um tamanho mais do que suficiente para evitar a distor¢do
de segregacdo por acaso. Segundo Xu (2008) se os marcadores apresentam
distor¢do de segregacdo eles estdo associados a genes para a viabilidade onde
ocorre selecao gamética ou zigdtica.

Evidéncias mostraram que marcadores com desvio de segregacdo ndo

agrupam aleatoriamente nos mapas de ligacdo (Thoquet et al., 2002).

TABELA 2 Teste de ¥ da segregagdo fenotipica da geragdo F,, ¢ dos oito

marcadores microssatélites polimorficos.

Carater Escuro Claro  Segregacao Y
Avaliagao 146 39 3:1 1,515 ns
fenotipica
Marcador ATAY AtAS A°A?®  Segregacio

PV35 67 27 91 1:2:1 98,98**
PV67 56 55 74 1:2:1 33,90%*
PV359 60 59 66 1:2:1 24,65%*
PV17 50 35 100 1:2:1 98,51%*
PVESTBR-6 64 6 58 1:2:1 105,69**
PVESTBR-98 63 72 50 1:2:1 10,91%*
X57022 67 44 73 1:2:1 50,48**
PVMO02 TC166 70 68 47 1:2:1 18,70**

*A;" A, refere-se a proporgdo do homozigoto para o alelo A;' para o iésimo marcador,
AlA? refere-se a propor¢do observada de heterozigotos do iésimo marcador e AZA?
refere-se a proporgio observada do homozigoto para o alelo A;? para o iésimo marcador .

Nao existem trabalhos relacionados a identificacdo molecular de QTLs
de escurecimento de graos em feijdo na literatura, esse fator foi decisivo para a
consideracdo desses marcadores no mapeamento desse carater. Entretanto, se
marcadores com distor¢do de segregacao sdo usados no mapeamento de QTLs e
a distor¢do ¢ ignorada a eficiéncia em detectar o QTL ¢ levemente reduzida. Se
o mapa ¢ denso essa perda de eficiéncia pode ser considerada desprezivel. E
ainda se o marcador co-segrega com o QTL, este ¢ completamente determinado

pelo marcador sendo irrelevante a distor¢ao (XU, 2008).
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Harushima et al. (1996) e Lyttle (1991) reportaram que o desvio da
propor¢ao de segregacdo Mendeliana esperada tem sido observado em progénies
de cruzamentos intra ¢ interespecificos e a causa desses desvios sdo os fatores
de distor¢do da segregacdo que afetam a competi¢ao entre os gametas ou causam
a falha do gameta ou zigoto.

Altos niveis de desvios foram encontrados em varios cruzamentos, intra
e interespecificos, envolvendo o género Citrus, independente da espécie e do
tipo de marcador utilizado (Oliveira et al., 2004). Tansksley et al. (1992)
sugeriram que rearranjos cromossomicos, selecdo gamética, zigética e/ou pos-
zigdtica podem causar desvios de segregacdo em varias espécies. Segundo Ruiz
& Asins (2003), a presenca de fatores letais recessivos ¢ o favorecimento de
alguns alelos na selecdo gamética ou aborto do embrido, por exemplo, sdo
possiveis causadores de segregacdo distorcida em citros em nivel gamético e

zigbtico.

4.3 Analise de ligacdo

Um grupo de ligacdo de 80,49cM foi obtido, onde seis dos oito
marcadores polimorficos foram agrupados, de acordo com os pardmetros
estabelecidos pelo programa GQMOL. (FIGURA 2)

O marcador PVMO02TC116 apresentou frequéncia de recombinagao igual
a zero, indicando que ele co-segrega com o QTL em questdo, outros dois
marcadores, X57022 ¢ PVEST-98 apresentaram distdncia de 2cM. Esses trés
marcadores por apresentarem uma frequéncia de recombinag¢do muito baixa,
podem oferecer grande auxilio na realizagdo de selecdo assistida contra o
escurecimento precoce dos graos. Esse fato ¢ de extrema importancia, pois pode

diminuir muito o tempo de avaliagdo para essa caracteristica, uma vez que a
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planta portadora do marcador e do QTL de interesse pode ser identificada logo
apos a germinagao.

Os outros trés marcadores polimorficos, PV176, PV35 e PV67, apesar de
mais distantes com 12,24, 33,1 e 33,1cM, respectivamente, também foram
integrados ao grupo. Embora distantes, esses marcadores podem ser uteis em
futuras pesquisas que visem a saturacdo do mapa de ligagdo do feijoeiro.

Os marcadores PV59 e PVEST-6 ndo foram agrupados, por estarem a
mais de 50cM dos outros, ou seja, ndo ligados e portanto, intiteis para auxiliar na
selegdo indireta.

E inquestionavel que o marcador PVMO02TC116 ¢ o ideal para a selecio
assistida. Apesar de ter apresentado desvio de segregagdo, seu y’ estd entre os
menores. Aliado a isso, a freqiiéncia de recombinagdo zero indica que um alelo
do marcador sempre ocorreu como o genotipo do QTL para grao claro e o outro
alelo como genotipo para grido escuro, assegurando assim a sua utilidade,
conforme afirma Xu (2008).

Os dois marcadores situados a 2cM juntamente com o PV176, estdo
flanqueando o QTL e o uso deles também propicia grande eficiéncia da selecdo
assistida (FIGURA 2). Por exemplo, o uso do PVESTBR98 e¢ o PV176
simultaneamente, implica em ocorréncia de permuta dupla de apenas 0,12%,
admitindo-se auséncia de interferéncia, para se selecionar a planta com os dois
marcadores sem o QTL de interesse (Ramalho et al., 2008). Como os
marcadores microssatélites sdo do tipo codominante, pode-se selecionar as
plantas homozigéticas para os dois marcadores ¢ a selecdo assistida sera
praticamente 100% eficiente.

Os resultados obtidos a partir da regressdo multipla e o método de
selecdo do modelo backward (Ferreira, 2000), foram concordantes com o

mapeamento gerado pelo GQMOL, exceto quanto ao marcador X57022, que ndo
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foi considerado. Isso ocorreu, provavelmente porque no procedimento de analise
os dois marcadores, X57022 ¢ PVESTBR-98 foram considerados variaveis
multicolineares, isto €, por mapearem-se muito proximas, sao correlacionadas, e
apenas uma ¢ suficiente para participar do modelo (Draper & Smith, 1998). O
coeficiente de determinacdo do modelo de regressdo ajustado foi de 41,2% e
corresponde a porcentagem da variacdo da cor do grao explicada pelos trés

marcadores (PVESTBR-98, PVMO02TC116, PV176) (TABELA 3)

TABELA 3 Analise de variancia para as variaveis PVM02TC166, PVESTBR-

98, PV176
FV GL SQ QM Fc Pr>Fc
Modelo 3 77.857 25952  44.187 0.000
Erro 181 106.306 0.587
Total Corrigido 184 184.163
Total ndao 2487,312
Corrigido
Média 3.528 Raizdo QME  0.766
R’ 0.423 R? ajustado 0.413
CV(%) 21.720

E importante mencionar que a avalia¢do fenotipica dos marcadores foi
praticamente isenta de erro. Porém, a avaliagdo fenotipica da herdabilidade de

escurecimento do graos € passivel de algum erro experimental (Silva, 2007).
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Dist. cM Marcadores

X57022
PVEST BR-98
2.00 — aTL
PVMO02 TC166
12,24 ——
PV176
331 ———
PV35
331 ——
PV67

FIGURA 2 Mapa de ligacdo com o melhor ordenamento e as distancias
estimadas pela fun¢do Kosambi (cM) entre os seis marcadores

ligados e 0 QTL.

Nas andlises de variancia por marca simples, feitas para verificar quais
marcadores explicam a variagdo no escurecimento do grdo, novamente o0s

resultados sdo semelhantes ao da regressdo (TABELA 4).



TABELA 4 Resumo das analises de variancia das notas de escurecimento de

graos por marcadores.

Marcador GL QM F P ATAT 'X:fgi';? ATAT
PV176 2 13,55 15,71 0,00 4,01 3,53 3,17
PVMO2TC116 2 34,69 55,01 0,00 4,29 3,68 2,84
PVESTBR-98 2 41,70 75,32 0,00 4,31 3,65 2,70
PV35 2 0,189 0,18 1,00 3,59 3,46 3,52
PV59 2 2.13 1,97 0.14 3,66 3,13 3.32
PVESTBR-6 2 0.29 0,29 1,00 3,54 3,47 3,60
X57022 2 0.03 0.03 1,00 3,51 3,56 3,52

PV67 2 1.02 1.02 0,36 3,44 3,67 3,47

*A;' A refere-se as médias de escurecimento do homozigoto para o alelo A;' para o
iésimo marcador, A;'A? refere-se as médias de escurecimento dos heterozigotos do
iésimo marcador e A’A;? refere-se as médias de escurecimento do homozigoto para o
alelo A;? para o iésimo marcador .

Observa-se na TABELA 4, as médias de escurecimento de grao dos trés
genotipos dos marcadores. Entre eles os trés primeiros marcadores que
correspondem aos  mais TUteis para selecdo assistida, possuem médias
particulares para cada gendtipo.

Nota-se que o marcador X57022 também ndo explicou as variacdes no
escurecimento de grao. As médias dos trés genotipos foram praticamente iguais.
O fato desse marcador ter sido mapeado a 2cM do QTL pode ser devido ao forte
desvio de segregacdo observado para o mesmo. Assim, com a disponibilidade de
outros marcadores mais eficientes, seu uso na selegdo assistida nao ¢

recomendado.
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5 CONCLUSAO

Os marcadores PVMO02TC116 e PVESTBR-98 mostraram-se os mais
eficientes para o uso na selecdo assistida, afim de selecionar linhagens que ndo
apresentem escurecimento precoce dos graos.

O uso simultaneo dos marcadores PV176 e PVESTBR-98 flanqueando o

QTL de interesse, também confere elevada eficiéncia da selecdo assistida.
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