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RESUMO

COUTO, Karla Rodriguesldentificacdo de marcadores microssatélites de
QTL de feijéao relacionado ao escurecimento de grédo2010. 34p. Dissertacédo
(Mestrado em Genética e Melhoramento de Plantaf)iversidade Federal de
Lavras, Lavras.*

As linhagens e ou cultivares de feijao cariocardifecom relacéo
ao tempo de escurecimento do tegumento apods a iteolh®
escurecimento precoce dos graos diminui a posiaoiéi de aceitacao de
uma cultivar. O presente trabalho foi realizado aatjetivo de avaliar a
associacdo de marcadores microssatélites ligado®Tdo responséavel
pelo escurecimento tardio do tegumento de feij@espb carioca, a fim
de reduzir o tempo de avaliagdo para essa casttariForam utilizados
os dados de avaliacdo fenotipica de 185 progénigdérivadas do
cruzamento VC-3 x Majestoso, para 0 escurecimeosogidos. A partir
desses dados foram confeccionados Holks segregantes de DNA que
foram empregados para a avaliacdo de 444 paresirderp SSR. Os
aplicativos computacionais GQMOL e SISVAR foramliza&idos para
avaliar as segregacdes, confeccdo de um mapa algEdiganalises de
marca simples e regressdo multipla utilizando codeetackward. Oito
marcadores apresentaram polimorfismo mdks. Seis desses marcadores
foram agrupados em um grupo de ligacdo de 80,4@chkstes, trés se
mostraram intimamente ligados ao QTL de interes3emarcador
PVM02TC116 co-segregou com o QTL em questdo, e axadores
PVESTBR-98 (2cM) e PV176 (12,24cM) flanqueiam esggido,
conferindo elevada eficiéncia na selecao assistida.

*Qrientador: Jodo Bosco dos Santos — UFLA



ABSTRACT

COUTO, Karla Rodrigueddentification of SSR markers to the darkening
seed-coat QTL of common Bear2010. 34 p. Dissertation (Master’s degree in
Plant Genetics and Breeding) — Universidade Federdlavras, Lavras.*

Cultivars and lines of Carioca grain type areatéht concerning the seed-coat
darkening ability after the harvest. The fast dankeg reduces the acceptance of
the cultivar by the market. The objective of thése@arch was to indentify SSR
(Simple Sequence Repeat) markers of the QTL (Quasing Trait Loci) for
slow darkening of the seed coat, aiming at redutiiegtime for evaluation and
selection. Data of seed coat darkening were usdd@®fk.; progenies derived
from the VC-3 x Majestoso cross. DNA bulks segtiegafor slow and fast
darkening were used for evaluating 444 SSR prim&h® phenotypic and
molecular data were analyzed using the GQMOL ai®V8R software. Partial
linkage map was obtained, as well as single maakatyses of variance of the
darkening per progenie, and multiple regressiomkivard), were set up. Eight
markers were polymorphic in the DNA bulks, althouglx of them were
mapped in a linkage group of 80.49 cM. Out of theisemarkers three were
very close to the QTL.The PVYM02TC116 marker co-eggte with the QTL,
and the PVESTBR-98 (2cM) and PV116 (12.4cM) arellag it. Thereby those
three markers are very useful for the marked &sbistlection of the trait.

*Senior Advisor: Jodo Bosco dos Santos - UFLA



1 INTRODUCAO

O feijdo é um dos mais importantes componentesaia dlimentar do
brasileiro. Os tipos de feijdes preferencialmemesamidos variam amplamente
de acordo com a regido. No entanto, os feijéespdocarioca, isto é, claro com
estrias marrons, sdo os preferidos em grande plart®rasil. Encontra-se
disponivel um grande nimero de linhagens e ouvendts com esse tipo de
gréos que diferem, principalmente, com relacdonalitade da cor creme do
tegumento.

Entre os caracteres que afetam a aceitacdo dagcedt do feijao tipo
carioca pelos produtores esta o escurecimento qgetm tegumento do feijdo,
devido a associagdo da cor escura do gréo comicaldidde de cozimento.
Desse modo, todo feijdo de fundo mais escuro éidenaglo feijdo velho e de
dificil cozimento.

Existem algumas linhagens de feijdo carioca quesaptam a cor creme
bem clara e essa tonalidade persiste por muitodehi@, contudo, outras que,
pouco tempo apds 0 armazenamento, apresentam agderdgscurecimento dos
gréos. Essa variacdo de tempo é controlada gemefita. Como a avaliagéo do
fenotipo ideal demanda de dois a trés meses apdmhaita, € importante
verificar a possibilidade da selecdo assistidarparcadores para esse carater,
tornando a selecao a mais rapida possivel.

Diante disso, o presente trabalho foi realizado oonbjetivo de avaliar
a associacdo de marcadores microssatélites ligamtoalelos responsaveis pelo
escurecimento precoce do tegumento de feijdegpdaérioca.



2 REFERENCIAL TEORICO

2.10 Feijoeiro

O feijoeiro comum é uma planta anual, cresce emstad continentes,
sob variadas condicdes ambientais. E uma espé@iiddi verdadeira
(2n=2x=22) e possui um genoma pequeno estimade &0 e 650 Mb
(Bennett & Leitch, 1995). Outros estudos realizadosstram que 60% do
genoma do feijdo é composto por sequéncias descépigples (Talbot edl.,
1984). O feijoeiro é uma planta autbgama, ou sajgutofecundacéo € o
processo predominante para a obtencdo de novos guasementes. A taxa de
fecundacdo cruzada possui variacdes de acordo comtiear e as condicdes
ambientais. No Estado de Minas Gerais foram enadag estimativas inferiores
a 3,0% (Marques Juanior & Ramalho, 1995). Devido sie esistema de
polinizacdo, pode-se inferir que uma cultivar dgaéeé constituida por uma
linha pura ou por uma mistura de linhas puras. @u@de vista genético, uma
linha pura, € um genoétipo que possui todos os kmos em homozigose e
alelos iguais em todos os genes. Logo, com as siuaesmultiplicacdes das
sementes via autofecundacdo, a sua constituicdétiggnndo € alterada.
Portanto, a ndo ser que ocorra mistura mecanicarldacdes, a constituicao

da cultivar permanece inalterada.



2.1.1lmportancia nutricional

O feijdo é um dos mais importantes componenteseda dlimentar do
brasileiro, com um consumo per capita superior akd/ano Companhia
Nacional de Abastecimento CONAB, 2010). E reconhecidamente uma
excelente fonte protéica, contém grandes quantidade carboidratos
complexos, fibras e compostos fendlicos com acdmxatante que podem
reduzir a incidéncia de doencas (Anderson et @89)L A maioria das cultivares
de feijdo apresenta em torno de 25% de protein@,équca no aminoacido
essencial lisina, mas pobre nos aminoacidos sdlfistaEssa deficiéncia,
contudo, é suprida pelo consumo dessa leguminosa &guns cereais,
especialmente o arroz. Isto torna a tradicionatadlerasileira, o arroz com
feijdo, complementar no que se refere aos aminoa@dsenciais (Vieira et al.,
2006).

2.1.2Importéncia econdémica

No Brasil, hA um enorme contraste nos sistemagsathigio utilizados
no cultivo do feijoeiro. De um lado, encontram-sepequenos produtores que
empregam, na maioria, mao-de-obra familiar comdaiwel tecnolégico. No
extremo oposto, encontram-se 0s grandes produtaress que cultivam o
feijoeiro em grandes areas sob irrigacédo e adolewado nivel tecnol6gico para
alcancar alta produtividade de gréos. No entantoltara do feijoeiro continua
sendo uma atividade de pequenos e médios produtosds, uma vez que 75%
das lavouras nacionais de feijdo sdo cultivadagreas inferiores a 10 hectares
(Fuscaldi & Prado, 2005).

O Brasil € o maior produtor e consumidor destari@gasa, seguido
pela india, China e México. A previs&o para o miagricola de 2008/2009 foi
de 3,65 milhdes de toneladas (CONAB, 2010). Cantadproducao nacional
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ainda é inferior ao seu potencial, apresentanddupiragdade média equivalente
a 800 kg/ha (Brasil, 2009). A baixa produtividademe devido a varios fatores,
dentre os quais, a incidéncia de doengas é coad@@&ma das maiores causas e
atualmente a ocorréncia de estiagens tém contdlpdda acentuar este fator.
Considerando que o rendimento desta cultura aindbeaigo, buscam-se
alternativas para a obtencéo de cultivares mathupir@s através da melhoria do
desempenho produtivo da cultura, associado ao conésto e exploracdo da

variabilidade genética (Melo, 2007).

2.1.3Importancia genética

A grande variabilidade genética presente no gemsoph do feijdo
comum que era utilizada na agricultura familiar Brasil foi extremamente
importante. Esta variabilidade, mantida sob cultias pequenas propriedades,
auxiliou a estratégia de sobrevivéncia dos pequagnsultores, visto que estes
selecionavam 0s gendtipos adaptados as condicoemmadplogicas e
socioeconémicas que possuiam, sendo estas diferdage encontradas nos
cultivos empresariais (Cardoso, 2009). No entamtegriabilidade genética que
foi mantida pelos pequenos produtores esta sendiidpe Isto em decorréncia
de dois eventos que alteraram a cadeia produtivdfeiiio comum: i- o
lancamento do feijdao comum do tipo Carioca e a emisnte substituicdo das
outras cultivares e variedades por este tipo de, gidperiodo de 1968 a 1974 e
ii- 0 desenvolvimento do programa de feijao irrigg@ré-Feijao) lancado em
1980, sendo que ocorreu uma expansao imediatatijestge plantio no norte e
oeste do Estado de S&o Paulo (Cardoso, 2009).

Os melhoristas utilizam os bancos de germoplasara scolher
genitores que serdo utilizados para promover craptye e obter novas

cultivares, posto que, nos bancos de germoplasradabilidade é preservada e
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conservada, sendo possivel encontrar variedadd®radhs, crioulas, espécies
silvestres, que podem possuir diversas caractar$stie importancia agrondmica
(Nass, 2001).

Atualmente, no Brasil, a maior parte dos progran@Ema o
melhoramento genético do feijoeiro tem dado maiofage a obtencdo de
cultivares do grupo comercial Carioca pela granéeahda do mercado
(Cardoso, 2009). O feijao do tipo Carioca é o maisluzido no pais, com 63%
do total da producdo nacional. A sua producéo distébuida uniformemente
entre as trés safras (safra das aguas, safra @& sadra de inverno), sendo que
cada uma com participacdo de 33% na producdo detsde tipo de feijao
(CONAB, 2010). Apesar de ser um Unico grupo cormagrdito “carioca” e
pertencer apool génico Mesoamericano, os diferentes genétiposigofdeste
grupo apresentam variagbes agronémicas e tecnatjgiomo diferencas em

produtividade e tempo de cozimento (Lemos et QD42

2.1.4Melhoramento do feijoeiro
O melhoramento genético do feijoeiro no Brasil tenieio no Instituto

Agrondmico de Campinas (IAC), em 1932, tendo comselrealizar avaliacdes
sobre a capacidade produtiva da espécie, portad@e resisténcia a doencas,
para posterior utilizacdo na obtencdo de linhagenguzamentos artificiais.
Desta forma, linhagens passaram a ser analisadastoqas caracteristicas
mencionadas, enquanto plantas eram selecionadgmmutacdes derivadas de
cruzamentos. Nesta época, observou-se que as dimhatg tegumento preto
eram mais produtivas que as demais por apresentesisténcia a seca e
principalmente, ao patégeno da ferrugem. Constsg¢aambém que as sementes
de cor preta ndo possuiam boa aceitacdo comescgle ndo acontecia com

materiais dos grupos rosinha, roxinho e manteigdig&ni, 2008).
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Em meados de 1970, trabalhos realizados por pestjuess do Instituto
Agronémico no municipio de Palmital - SP identifexa uma planta de maior
capacidade produtiva, onde a coloracdo do graoremae com listras marrom e
0 proprietario da fazenda a chamava de carioquidbgido a uma raca de
suinos que também possuia as listras pelo corpds Agrios estudos foi
recomendada como cultivar com o nome de Carioquiivhistos trabalhos
foram realizados pela se¢édo de Genética e Legumi@sAC como forma de
demonstrar aos agricultores que a cultivar eraygineal Este trabalho promoveu
uma revolucdo no comércio de feijdo no Brasil, p@icultivar superou a
tradicdo do consumo de feijdes dos tipos rosinbginho, manteiga e jalo e
viabilizou o agronego6cio do feijdo no Brasil, semdiipo de grdo mais cultivado
ap6s 40 anos de seu lancamento (Bulisani, 2008)e H@balhos de
melhoramento em feijdo estdo sendo realizados e@as\astituicdes do Brasil,
visando a obtencdo de novas cultivares com caistites mais produtivas,
eretas, menos suscetiveis as oscilacdes clim&igasistentes aos principais
patégenos da cultura.

Nas ultimas décadas, o cultivo do feijoeiro na maialas regides
produtoras do Brasil é realizado predominantemeate a cultivar “Carioca”
(Vieira et al., 2006). Estima-se que anualmentansegjultivados mais de dois
milhdes de hectares com feijées com este tipo @e. g&fmbora a frequéncia de
mutacédo por loco seja muito baixa, espera-se quiabilidade nas cultivares
em uso prolongado pelos agricultores seja altaaa@ior do grande namero de
locos que podem sofrer mutacdo, dos muitos indogdgue sdo cultivados
simultaneamente e pelo fato dos agricultores ieatdm os gréos colhidos
como semente. Contudo, com a acdo da selecdo Inaderee permanecer
somente os alelos favoraveis a uma maior adapéagggido considerada. Muito

embora grande parte dessa variacdo seja perdidafape de que apenas uma
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pequena amostra dos grdos colhidos seja reutilizad® sementes, supde-se
gue permaneca variacdo suficiente para se tersucesn a selecdo (Santos et
al., 2002). A utilizacdo dessa variabilidade bersedida é frequentemente
relatada na literatura (Santosakét 1978; Ramalho et al., 1982; Fonseca, 1993).
Todas as cultivares do grupo carioca possuem igarutCarioca” como genitor
em alguma das etapas dos cruzamentos que lhes deigem, sendo que,
devido a este fator, todos essas cultivares posguantes semelhancas com a
cultivar “Carioca”, conforme descrito por Ribei@001).

No entanto, existem diferencas quanto a genealbggtas cultivares.
Vieira et al. (2000) analisaram caracteristicasfohfigicas quantitativas de seis
cultivares cariocas e encontraram que os mais giwees foram as cultivares
“IAPAR 57" e “IAPAR 81"; enquanto a “Carioca MG” ‘®APAR 57" foram as
mais similares. Esta semelhanca foi atribuida &t@xtia de genitores que
apresentam sementes de tegumento de cor preta, &auitivar “Cornell 49-
242" na genealogia da cultivar “Carioca MG” e “RHlofr na genealogia de
“IAPAR 57”". Observou-se um agrupamento pela sirdiale genética por meio
de analise de marcadores morfolégicos quantitatiasscultivares “Carioca” e
“Aporé”, o que pode ser entendido ja que estasvawodis foram obtidas por
meio de cruzamentos com 50% ou mais de alelos Wi@acucarioca. Em se
considerando caracteristicas morfoloégicas qualéati foi observado maior
similaridade genética entre as cultivares “Carioea”Carioca MG”, e entre
“Carioca” e “IAPAR57”, enquanto as menores simdades estdo entre a
cultivar “IAPAR 81" com as cultivares “Aporé”, “Ciarca” e “Pérola”.

Ceolin et al. (2007) avaliaram a divergéncia geaédie 18 gendtipos de
feijdo comum pertencentes ao grupo carioca por rdeianétodo de Tocher
(baseado na distancia de Mahalanobis) e por ggifieovaridveis canbnicas. Os

resultados mostraram que as duas primeiras vasideanOnicas foram
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suficientes para explicar 88,23% da variabilidastel tobservada. Os resultados
revelaram que as combinag¢fes dos gendétipos “PérdlaNFC 8008”, “CNFC
8005” x “CNFC 8009”, “Pérola” x “CNFC 8009”, “Primsa” x “CNFC 8008” e
“Princesa” x “CNFC 8009" foram as mais indicadasrapaealizar o
melhoramento interpopulacional (os genétipos corefiyp “CNFC” sdo
provenientes da EMBRAPA).

A variabilidade dentro da cultivar “Carioca” foi aliada por Santos et
al. (2002), que coletaram amostras de 289 planfathas puras — em uma
lavoura em que as sementes colhidas foram regldizaor mais de dez safras.
Ficou evidenciada a variabilidade entre as linhas$ para produtividade de
grados e outros caracteres, especialmente aquédesonados ao tipo de gréo
como, por exemplo, tamanho, forma, tonalidade dacoeme do fundo e do

marrom das rajas.

2.1.5Fatores que afetam a aceitagdo do feijao pelos cansidores

Apb6s a colheita, a respiracdo e outros processtabgiEos de graos
continuam ativos, ocasionando, na maioria das ygmaslas significativas de
qualidade, motivo pelo qual o consumidor brasilgirefere produto de colheita
mais recente. No armazenamento, pode ocorrer urtexiatacdo gradual,
irreversivel e cumulativa, cuja velocidade e inig@de dependerdo do tempo e
temperatura de armazenamento, das caracteristitdessécas dos graos e
principalmente da umidade dos mesmos (Rios, 2002).

Estes processos podem ser diminuidos e/ou retadattavés da
reducdo da umidade, que é a forma mais usada daimente para
prolongamento do tempo de conservagdo. Mas mesmo us» de baixa
umidade, os graos perdem qualidade devido & pezdpedo e consumo de

energia pelo processo respiratdrio, pelo aument@cleaduras e ocorréncia de
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pragas e fungos. Além disso, um longo periodo d@aenamento ainda pode
aumentar a dificuldade de cozimento do feijao, duitia germinacao e ocorrer
escurecimento do tegumento de feijdo claro, do tipdoca, depreciando
enormemente seu valor comercial (Sartori, 1996).

2.1.6 Escurecimento dos gréos de feijao

O escurecimento do feijdao no armazenamento esdgioehdo com a
suscetibilidade da cultivar (Burr et.,all968). Conforme Sartori (1982), o
escurecimento do tegumento ndo é devido a readgatogudo tipo Maillard,
pois ndo se verifica acentuado escurecimento empdertura elevada (25°C) na
auséncia de oxigénio, mas sim esta relacionadoidagdo enzimatica, que
depende da presenca de oxigénio para reacdo deosmmpfendlicos pela
polifenoxidase. No entanto, a alteracdo na colaragéos compostos fenodlicos
nao é devido a reagBes enzimaticas (laderoza 498B). O armazenamento ao
ar, em temperatura, ambiente aumenta o escuredrdertegumento, mas este
também ¢é influenciado pela umidade, temperatura epesiodo de
armazenamento (Burr et,@1968; Sartori, 1982; laderoza et 4089).

A maneira como os gréos sdo armazenados influenei@durecimento
do tegumento e dos cotilédones e, consequententerempo de cozimento. As
condi¢Bes que proporcionam maior endureciment@diss sdo alta umidade e
temperatura (Burr et .all968; Sievwright & Shipe, 1986).

Estudos demonstraram que sementes armazenadas eernanam
relativamente menos, quando comparadas com senantagenadas em baixo
O, Verificaram também que, apés 14 meses de armazebtanas cultivares
mantiveram maior germinagdo, menor escurecimentéegomento, além de
baixo tempo de cozimento, em baixa concentracdO,dm baixa temperatura

(0,5° C), quando comparado com ar em temperatupgeata. (Cardoso, 2009).
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2.1.7Controle genético do escurecimento precoce dos ggitpo carioca

As linhagens e ou cultivares de feijao cariocardife com relacdo ao
tempo de escurecimento do tegumento. E sabidodguante o envelhecimento,
0s graos escurecem. Portanto, grdos escuros saunsds de graos velhos e de
dificil cozimento. Uma cultivar do tipo carioca caréios mais escuros, mesmo
novos, seria preterida pelo consumidor, imaginanaoo feijao fosse velho. Por
isso, a procura tem se concentrado, em feijdesacumdo mais claro possivel,
denominados tipo “leite” e, sobretudo, nagqueles agr clara se mantenha o
maior tempo possivel (Silva, 2007).

Ainda segundo Silva (2007), a segregacdo paraexsmento de graos
se ajusta a proporcdo de 3 escuros : 1 claro,and@ assim que o carater €
controlado por um gene com domin&ncia para o delescurecimento precoce.

A cor do gréo esta também relacionada a quantidadanino presente
nos graos, pois feijdes mais escuros apresentaor mw@ancentracdo de tanino
(Silva, 2007). Isso também é constatado\éana faba onde a concentracdo de
tanino possui heranca monogénica (Gutierrez, 2003 entanto, envicia faba
contatou-se que a correlacdo entre a quantidadéardeo nos grédos e o
envelhecimento precoce possuem correlacdo negativaseja, graos que
apresentaram escurecimento precoce, também agmesenhenor concentragdo
de tanino (Nassar-Abbas et al., 2008).

A avaliacdo do escurecimento do grdo demanda de aldiés meses
apos a colheita (Silva, 2007). Assim, dado ser l&isnp controle genético do
carater, ha a possibilidade de identificar marcaslonoleculares do alelo ou

QTL responsével pelo fendtipo ideal, que contribpiara agilizar a selegéao.
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2.2 Marcadores moleculares

O termo marcador genético corresponde a uma cdsitte@ do
organismo que pode ser facilmente detectada a mlhmu com a ajuda de
algum aparato tecnolégico e que co-segrega conosald¢ interesse. Uma
caracteristica, para ser Gtil como marcador, deiderciar diferencas entre os
individuos analisados e, além disso, ser reproduzidm precisdo na
descendénciéSilva, 2005).

Atualmente os marcadores de DNA sdo os mais widizana selecao
assistida, devido o amplo polimorfismo que elestifieam, permitindo marcar
um grande namero de genes. Entre os marcadoredNde @ microssatélites
sdo um dos mais usados, fato que se deve prinapsnd simplicidade na sua
utilizacao.

Microssatélites ou SSR consistem de pequenas sggeséde um a
guatro nucleotideos de comprimento, repetidas ks @iu tandem no genoma.
Esses marcadores possuem expressao co-dominambétjmme a diferenciacéo
de individuos homozigotos para os dois alelos erbeigotos, sendo assim eles
podem ser aplicados a todos os tipos de populagigegantes empregadas no
mapeamento genético e estudos de ligacdo (Feldei@rattapaglia, 1998).
Esses marcadores tém sido amplamente utilizadanélise genética, uma vez
que se baseia na deteccdo da variacdo existentéoma de sequéncias
repetitivas. As sequéncias que flanqueiam essess Iso mais conservadas,
permitindo queprimers especificos a elas sejam sintetizados e utilizadoa
amplificar especificamente essa regido, via PCR & Luty, 1989).

O marcador microssatélite permite analise a pdgiqualquer tipo de
tecido em qualquer estagio de desenvolvimento, cser@tessaria pequena
quantidade de DNA. Os microssatélites tém sidoasadra a analise genética

em diferentes espécies de plantas (Santos et0al3; Koehlec-Santos et al.,
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2003; Bianchi et al., 2004; Diaz & Blair, 2006; Blat al., 2007). Eles tém sido
cada vez mais usados para a andlise genética fm é@mum, com os mais
variados objetivos, como andlises dos efeitos t&e natural (Rodrigues &

Santos, 2006), conhecimento da variabilidade geicati(Blair et al., 20064a;

Buso et al., 2006) e, principalmente, visando ohammento por selecéo
assistida de QTLs, mais especificamente por ligagiolocos de resisténcia a
doencas (Alzate-Marin et al., 2005; Ferreira et 2005; Blair et al., 2006b;

Miklas, 2006).

2.2.1 Identificacéo de alelo ou QTL de grande efeitpelo método ddBulk
Segregante Bulked Segregant Analysis (BSA)

O método ddBulk Segregante (BSA), ou analise de grupos segregantes
€ um procedimento rapido para identificar marcagldigados em locos de
interesse, em regides especificas do genoma (Michel et al., 1991). Este
método é uma alternativa ao mapeamento molecularas@a que é uma
atividade cara, trabalhosa e que demanda muitoccetmétodo de BSA surgiu
como uma modificacdo feita por Michelmore e coladores a técnica
anteriormente proposta (Arnheim et al., 1985), goasistia na analise de
misturas de DNA de individuos homozigotos para @terninado loco através
da identificagdo de RFLP em desequilibrio de ligagé loco associados com
doencas em seres humanos (Ferreira & Grattapagbs).

A analise ddoulks segregantes envolve a comparacdo de duas amostras
misturadas de DNA de uma populacdo segregante dedetarminado
cruzamento. Em cada grupo ou mistura de DNA, owvithgbs sdo idénticos
para a caracteristica ou gene de interesse, maarb#rios para todos os
outros genes. Os dois grupos contrastantes sadsadwd para identificar

marcadores que os distinguem. Os marcadores queddiamdrficos entre os
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grupos estarao potencialmente ligados aos locosouieolam a caracteristica
usada para construir os grupos. Esta evidénciaigdgdb génica entre o
marcador polimérfico e o loco alvo é confirmadaawafis de uma analise de
segregacdo de todos os individuos da populacdegsege. Estima-se, desta
forma, o valor da frequéncia de recombinacdo eatrmarcador e o loco
genético que controla o carater (Michelmore et 4B91; Ferreira &
Grattapaglia, 1998).

O método BSA utiliza uma selecdo gendmica prévie paduzir o
esforco necesséario a identificacdo de ligacdo gémicfocaliza a andlise
diretamente na regido do genoma associada a aésticte de interesse. Os
marcadores identificados estdo, em geral, numdajagenética de 25 cM de
cada lado do alvo (Ferreira & Grattapaglia, 1998).

Este método tem duas aplicacdes imediatas no dagengnto de
mapas genéticos: o desenvolvimento de mapas gesdétatalhados através da
analise da segregacdo de marcadores moleculagetoseldos em populacdes e
a localizacdo rapida de genes que ndo segregamopuiapdes inicialmente
usadas para gerar 0 mapa genético (Michelmore, 4198I1).

O método BSA tem sido aplicado com sucesso naifidagéio de
marcadores ligados a alelos de interesse na malasaespécies cultivadas e
inclusive, com grande intensidade no feijdo (Beaprbvement Crop - BIC,
2010).

Ap6s identificar a co-segregacao dos marcadoresagater de interesse,
procede-se a estimativa da frequéncia de recon#mnagtre eles. Para isso
podem ser utilizados aplicativos computacionais @amGQMOL (Cruz &
Schuster, 2004) ou pode-se empregar regressaa liméépla, ou mesmo a

andlise por ponto em cada marcador (Ferreira &t&paglia, 1998).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Obtencédo do Material Vegetal

Neste trabalho, foram utilizadas 185 progénigs provenientes do
cruzamento entre a linhagem VC-3, oriunda do progrde melhoramento da
Universidade Federal de Vigosa e a cultivar BRS -Migjestoso (OPNS-331),
denominada aqui apenas de Majestoso, obtida peierdilade Federal de
Lavras. A linhagem VC-3 apresenta grao tipo caricom fundo creme bem
claro e ha evidéncias de que essa tonalidade f@epsis um longo periodo. Ja a
cultivar Majestoso também possui padréo de grandgsioca com fundo claro,
porém, escurece rapidamente com o armazenameha, (E07).

Foram utilizados os dados do escurecimento dos gfdiidos por Silva
(2007), onde cada progénie,sFfoi avaliada individualmente quanto ao
escurecimento dos graos. Para isso, os graos deptaatta | foram colocadas
em uma embalagem plastica transparente com diamhetsocm e comprimento
de 21 cm. Aos 30, 60 e 90 dias ap6s a colheitavi@iiado o escurecimento de
graos utilizando uma escala de notas variando @®,1sendo 1 a cor de fundo
de grdo muito clara, 2 mediamente claro, 3 clamediamente escuro, 5 muito
escuro (FIGURA 1). As notas foram atribuidas porisdavaliadores
isoladamente, e para as analises foi consideratida desses avaliadores.

Para o presente estudo foram utilizadas as notas6@odias, pois
segundo Silva (2007) essa seria a melhor época peatiacdo dessa
caracteristica.
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FIGURA 1 Escala de notas utilizada na avaliacdo edourecimento das
sementes de feijao.
Fonte: Silva (2007).

3.2 Extracdo e quantificacdo do DNA total

Uma amostra de 16 sementes de cada progénie feasenem bandejas
de isopor de 96 células com substrato e germinaglasasa de vegetacdo com
irrigacdo controlada. Quinze dias apdés a semeddram coletadas folhas para
a extracdo do DNA total dessas plantas. Os proegdon foram realizados no
Laboratério de Genética Molecular do Departamen® Bliologia da
Universidade Federal de Lavras (LGMol).

Cerca de 2,0 gramas de folhas jovens de cada pepdéram maceradas
em nitrogénio liquido e posteriormente colocadas 6L de tampao de
extracdo, em um almofariz. O tampao de extracastitoido de 2% de CTAB,
100 mM de Tris (pH 8,0), 20mM de EDTA (pH 8,0), %, 2le-mercaptoetanol,
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1,4 M de NacCl, 1% PVP. O macerado vegetal foi adacem tubosppendorfs
em banho-maria por 30 minutos a 65°C. A extrag&o &idos nucléicos foi
realizada com cloroférmio: alcool isoamilico (24:19eparando-se a fase
organica da fase aquosa por centrifugacdo a 1280 por 5 minutos e
coletando-se o sobrenadante. A fase aquosa, enowntubo, foi acrescentado
alcool (95%) acetato de aménio (6M) gelado (6:Bnde® que os acidos
nucléicos foram precipitados por 24 horadreezer.

Apés a precipitacdo do DNA, centrifugou-se novameydr 10 minutos a
10.000 rpm. O sobrenadante foi descartadpelet foi deixado em temperatura
ambiente para secagem. Posteriormente, os acidt&sans foram solubilizados
em tampdo TE (Tris-HCI 10 mM, pH 8,0; EDTA 1 mM). golucéo foi
acrescentado alcool (95%) acetato de sédio (3Madgel(20:1), deixando-se
precipitar os acidos nucléicos por 24 horas nazéee

Apés a segunda precipitagdoma nova centrifugacéo foi feita a 12.000
rpm por 10 minutos, pellet foi diluido em tampdo TE com RNAse-A, a uma
concentracao final de 10pug/mL e a digestdo foafai37°C por 30 minutos. A
solucdo foi acrescentado isopropanol gelado, ddose precipitar por uma
hora nofreezer. ApOs precipitacdo centrifugou-se novamente pomgtutos a
10.000 rpm. Qpellet foi seco a temperatura ambiente e entdo diluidagua
pura.

A concentracdo do DNA gendmico foi estimada emr@fi@tese de gel de
agarose 1%, utilizando-se 5uL dew DNA Mass Ladder (Invitrogen) como
padrdo. Aliquotas das diferentes concentracdes A Bram usadas para
padronizar o estoque de uso para todos os genatiftOagiL, diluindo-se em
agua pura. O DNA de cada progénie foi acondiciorad@eladeira a 4°C.
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3.3 Reacdes de microssatélites

Os dados da avaliacdo fenotipica realizados pama 2007) foram
analisados, e a partir desses, foram selecion&Igsofiénies avaliadas como
portadoras de graos escuros e 13 progénies avaliatao portadoras de graos
claros, para confeccao de dois bulks contrastalgesordo com a metodologia
proposta por Michelmore (1991), a fim de se ida#if o polimorfismo
relacionado ao escurecimento precoce dos graos.

Quantidades equimolares de DNA das 13 progéniesgcaas escuros e
das 13 progénies com graos claros, foram utilizpaoa a montagem ddbsilks
contrastantes, juntamente combakks foram avaliados também dois individuos
considerados de gréos escuros e dois consideradg$ids claros, para auxiliar
na identificagdo de hibridos dentro dagiks. Foram testados 444 pares de
primers SSR especificos para feijoeiro disponiveis no LEMo

Nas reac6es foram utilizados 25 ng de DNA genénii6OuM de cada
um dos desoxiribonucleotideos (dATP, dCTP, dGTPTRJT uma unidade da
enzima Tag DNA polimerase, 50mM de Tris pH 8,3, EDae KCL, 2mM de
MgCl,, 10ug de BSA, 0,25% de Ficol 400, 10mM de tanmaze agua,
completando um volume final de 12uL. As amplificegdoram realizadas em
termociclador modeloMastercycler Eppendorf, no qual foi empregado o
seguinte programa: dois minutos a 95°C para deswdin do DNA; seguidos de
nove ciclos, sendo 20 segundos a 94° C para desc@t) 20 segundos para
anelamento derimer, cujas temperaturas variaram de 46°C a 68° C aielac
com oprimer e 20 segundos a 72° C para sintese de DNA; segdalmais 25
ciclos sendo 20 segundos, a temperatura de 94faQpanaturacéo do DNA; 20

segundos, para anelamentopdomer a temperaturas que variaram de 46 a 60°C,
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de acordo com @rimer; 20 segundos a 72° C para sintese de DNA e uma
extensao final de quatro minutos a 72° C.

Os produtos amplificados foram separados por &e&se, em gel de
poliacrilamida 6% ndo desnaturantes, e coradosritrato de prata de acordo
com protocolo modificado de Creste et al. (2001).

3.4 Andlises dos microssatélites

Os marcadores polimérficos foram avaliados em umal tde 185
progénies ks Uma matriz de dados foi entdo gerada, onde asnasl
representam os diferentes individuos da progénas dinhas constituem os
marcadores moleculares. Quanto a andlise fenatipicgrogénies com notas
inferiores a 2,5 foram consideradas claras e agépies com notas superiores
ou iguais a 2,5 foram consideradas escuras.

A segregacdo dos marcadores foi avaliada com diaubd programa
GQMOL versao 2006.9.1 (Cruz & Schuster, 2004) aplito o teste estatistico
qui-quadrado;f) testando a hipdtese de segregacdo esperada(lparh) um
marcador codominante numa populagao F

Um mapa genético de ligacdo, baseado nos dadaodiens da F para
0s marcadores microssatélites polimorficos, foi starido utilizando o
programa GQMOL. Os critérios utilizados foram u@@.escore minimo 3,0 e
frequéncia maxima de recombinacdo de 30%. As fresidgé de recombinacao
foram corrigidas baseadas na funcéo de distancdigag@ de Kosambi.

Ainda utilizando o programa GQMOL, foram realizadasalises de
QTL para marcas simples de cada marcador com aanudi notas. Foram
realizadas ainda regressdo multipla utilizando ¢odwé backward (Draper &
Smith, 1998) com o auxilio do aplicativo computaeibSISVAR 5.3 (Ferreira,
2000).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Marcadores microssatélites
Dos 444 pares deprimers testados, 13 apresentaram algum

polimorfismo, sendo que apenas oito possibilitasagiferenciacdo entre bslk
(PV35, PV67, PV59, PV176, PVEST-6, PVEST-98, X570RYMO02TC116).
As sequéncias desses oito parepriteers estdo apresentados na TABELA 1. O
baixo polimorfismo encontrado entre os locos adakapode estar relacionado a
estreita base genética da cultura, pois os gesittwecruzamento avaliado sao
linhagens elites do mesmo centro de domesticacdesddnericano), e
principalmente, do tipo carioca desenvolvidos nads de Minas Gerais, o0 que
justifica a reduzida variabilidade alélica encodira

A baixa geracdo de marcas polimérficas tem sidopuablema para
construcdo de mapas em varias espécies com basgcgesstreita (Fatokun et
al., 1992; Menéndez et al., 1997).
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TABELA 1 Sequéncias de nucleotideos dos oito manesdpolimorficos

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 Segregacédo dos marcadores na populacdo segrdégan
Os testes dg’ para os oito marcadores foram altamente sigriiosit
indicando que os marcadores apresentaram uma aegceglistorcida em

relacéo a esperada (TABELA 2). Vale salientar gpefulacao utilizada possui
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185 progénies F, um tamanho mais do que suficiente para evigis@r¢ao
de segregacdo por acaso. Segundo Xu (2008) se wsmduoees apresentam
distor¢cdo de segregacao eles estdo associadoes @ a viabilidade onde
ocorre selecdo gamética ou zigética.

Evidéncias mostraram que marcadores com desviceg®egacdo nao

agrupam aleatoriamente nos mapas de ligagédo (Thetjak, 2002).

TABELA 2 Teste de y* da segregacdo fenotipica da geracgoeFdos oito

marcadores microssatélites polimorficos.

2

Carater Escuro Claro  §esgacdo X
Avaliagao 146 39 3:1 1,515 ns
fenotipica

Marcador AlAY AAZ A°A®  Segregacéo
PV35 67 27 91 1.2:1 98,98**
PVe67 56 55 74 1.2:1 33,90*
PV59 60 59 66 1.2:1 24,65**
PVv17 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**
PVM02 TC166 70 68 47 1:2:1 18,70**

*A Al refere-se & proporcdo do homozigoto para o al€lpaa o iésimo marcador,
A'A? refere-se a proporcédo observada de heterozigotdésitono marcador e A

refere-se a proporgado observada do homozigotopalelo A? para o iésimo marcador .

N&do existem trabalhos relacionados a identificapétecular de QTLs

de escurecimento de gréos em feijao na literaagse fator foi decisivo para a
consideracdo desses marcadores no mapeamento caedtsr. Entretanto, se
marcadores com distor¢do de segregacdo sdo usadespeamento de QTLs e
a distor¢ao é ignorada a eficiéncia em detectal b §levemente reduzida. Se
0 mapa é denso essa perda de eficiéncia pode ssidemda desprezivel. E
ainda se o marcador co-segrega com o QTL, esteplemmente determinado

pelo marcador sendo irrelevante a distorcdo (XW0820
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Harushima et al. (1996) e Lyttle (1991) reportargue o desvio da
propor¢do de segregacdo Mendeliana esperada teralsdrvado em progénies
de cruzamentos intra e interespecificos e a cdesses desvios sdo os fatores
de distor¢do da segregacao que afetam a competig@os gametas ou causam
a falha do gameta ou zigoto.

Altos niveis de desvios foram encontrados em vamo®gamentos, intra
e interespecificos, envolvendo o gén@itrus, independente da espécie e do
tipo de marcador utilizado (Oliveira et al., 2004)ansksley et al(1992)
sugeriram que rearranjos cromossémicos, selecaétgamzigética e/ou pos-
zigbtica podem causar desvios de segregacdo eas\&spécies. Segundo Ruiz
& Asins (2003), a presenca de fatores letais réaes® o0 favorecimento de
alguns alelos na sele¢cdo gamética ou aborto doi&mhpor exemplo, sédo
possiveis causadores de segregacado distorcidatera em nivel gamético e

Zigotico.

4.3 Andlise de ligacao

Um grupo de ligacaae 80,49cMfoi obtido, onde seislos oito
marcadores polimérficos foram agrupados, de acardm os parametros
estabelecidos pelo programa GQMOL. (FIGURA 2)

O marcador PVYM02TC116 apresentou frequéncia demeicacao igual
a zero, indicando que ele co-segrega com o QTL aestdo, outros dois
marcadores, X57022 e PVEST-98 apresentaram diat&leci2cM. Esses trés
marcadores por apresentarem uma frequéncia de batagho muito baixa,
podem oferecer grande auxilio na realizagdo deg@elassistida contra o
escurecimento precoce dos graos. Esse fato é memeximportancia, pois pode

diminuir muito o tempo de avaliagdo para essa teniatica, uma vez que a
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planta portadora do marcador e do QTL de interpede ser identificada logo
apés a germinacao.

Os outros trés marcadores polimérficos, PV176, P¥B¥67, apesar de
mais distantes com 12,24, 33,1 e 33,1cM, respectme, também foram
integrados ao grupo. Embora distantes, esses naaesagodem ser Uteis em
futuras pesquisas que visem a saturacdo do mdjgadao do feijoeiro.

Os marcadores PV59 e PVEST-6 ndo foram agrupatosgstarem a
mais de 50cM dos outros, ou seja, ndo ligadostamor, inUteis para auxiliar na
selecdo indireta.

E inquestionavel que o marcador PVYM02TC116 € ol idae a selecdo
assistida. Apesar de ter apresentado desvio degsegio, seuy’ esta entre os
menores. Aliado a isso, a freqiiéncia de recombiaeéo indica que um alelo
do marcador sempre ocorreu como 0 genétipo do Qifa gréo claro e o outro
alelo como gendétipo para grdo escuro, assegurasgionaa sua utilidade,
conforme afirma Xu (2008).

Os dois marcadores situados a 2cM juntamente cdAvV176, estdo
flanqueando o QTL e o uso deles também propiciadgr&ficiéncia da selecéo
assistida (FIGURA 2). Por exemplo, o uso do PVESIBR o PV176
simultaneamente, implica em ocorréncia de permufdadde apenas 0,12%,
admitindo-se auséncia de interferéncia, para seisehr a planta com os dois
marcadores sem o0 QTL de interesse (Ramalho et2@D8). Como o0s
marcadores microssatélites sdo do tipo codomingmide-se selecionar as
plantas homozig6ticas para os dois marcadores elexd® assistida sera
praticamente 100% eficiente.

Os resultados obtidos a partir da regressdo mallgplo método de
selecdo do modelo backward (Ferreira, 2000), fommcordantes com o

mapeamento gerado pelo GQMOL, exceto quanto acatharx57022, que ndo
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foi considerado. Isso ocorreu, provavelmente porguprocedimento de analise
os dois marcadores, X57022 e PVESTBR-98 foram dersilos variaveis
multicolineares, isto €, por mapearem-se muitoipré@s, sédo correlacionadas, e
apenas uma é suficiente para participar do mod&laper & Smith, 1998). O
coeficiente de determinacdo do modelo de regresgftado foi de 41,2% e
corresponde a porcentagem da variagdo da cor do eydlicada pelos trés
marcadores (PVESTBR-98, PVYM02TC116, PV176) (TABER)A

TABELA 3 Analise de variancia para as variaveis FOZNIC166, PVESTBR-

98, PV176
FV GL SQ QM Fc Pr>Fc
Modelo 3 77.857 25.952 44,187 0.000
Erro 181 106.306 0.587
Total Corrigido 184 184.163
Total ndo 2487,312
Corrigido
Média 3.528 Raiz do QME  0.766
R’ 0.423 R ajustado 0.413
CV(%) 21.720

E importante mencionar que a avaliacio fenotipas rdarcadores foi
praticamente isenta de erro. Porém, a avaliac&utifgéra da herdabilidade de

escurecimento do gréos € passivel de algum eperiexental (Silva, 2007).
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Dist. cM Marcadores

X57022
PVEST BR-98
=g QTL
PVMO2 TC166
12,24 ——
PV176
331 ——
PV35
331 ——
PV67

FIGURA 2 Mapa de ligacdo com o melhor ordenamentasedistancias
estimadas pela fungdo Kosambi (cM) entre os seiccadares
ligados e 0 QTL.

Nas analises de variancia por marca simples, fpiiea verificar quais
marcadores explicam a variacdo no escureciment@réo, novamente 0s

resultados sdo semelhantes ao da regressao (TABELA



TABELA 4 Resumo das analises de varidncia das mi¢asscurecimento de

gréos por marcadores.

Marcador GL QM F P —raT 'X'i‘f/fi'z? T

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

*AY Al refere-se as médias de escurecimento do homozmoto alelo A para o
iésimo marcador, AA? refere-se as médias de escurecimento dos hetelozigo
iésimo marcador e A7 refere-se as médias de escurecimento do homozigoto o
alelo A? para o iésimo marcador .

Observa-se na TABELA 4, as médias de escurecintmntyrdo dos trés
genotipos dos marcadores. Entre eles os trés pdsnanarcadores que
correspondem aos mais Uteis para selecdo assigtimEsuem medias
particulares para cada genotipo.

Nota-se que o marcador X57022 também ndo explisovadagcbes no
escurecimento de grao. As médias dos trés gendbpas praticamente iguais.
O fato desse marcador ter sido mapeado a 2cM dof@dk ser devido ao forte
desvio de segregacéo observado para o mesmo. Assima disponibilidade de
outros marcadores mais eficientes, seu uso na aselassistida ndo é

recomendado.
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5 CONCLUSAO

Os marcadores PVMO02TC116 e PVESTBR-98 mostraramsemais
eficientes para o uso na selecdo assistida, afiseldeionar linhagens que ndo
apresentem escurecimento precoce dos graos.

O uso simultédneo dos marcadores PV176 e PVESTBiR®§ueando o

QTL de interesse, também confere elevada efici@lacigelecdo assistida.
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