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Mapeamento de locos de resisténcia a antracnose &fjoeiro

RESUMO

O feijdo comum Phaseolus vulgarig.) € de grande importancia socio-econémica. Por
isso, busca-se agregar caracteristicas de resstascdoencas e produtividade. A
antracnose é umas das mais importantes doenc¢a&sjakirb, causando grandes perdas
na producdo em todo o mundo, principalmente noilBdevido a sua ocorréncia nas
trés épocas de cultivo. Neste contexto, o pregamajeto teve por objetivo saturar o
mapa genético ‘IAC-UNA’ / ‘CAL 143 (UC) e mapeaondos de resisténcia a
antracnose. O mapa genético UC foi primeiramentestooido final de 2008 com 198
microssatélites ligados usando LOD minimo de 3f@agio de recombinacdo méxima
de 0,40. Com esse trabalho, 46 novos microsssdétitam integrados ao mapa UC que
agora tem um total de 244 SSR. O comprimento tigahapa passou de 1864,2cM para
2098,4cM distribuidos em onze grupos de ligacadreflanto, a distancia entre os
marcadores diminuiu de 9,4cM para 8,6¢cM. A fenag@m foi feita usando dados das
racas 04, 38, 55 e 2041 do fungo causador da angsagcC. lindemuthianunBacc &
Magnus. A avaliacdo da severidade foi efetuadaeenta 10 dias apds a inoculacao,
pela escala de notas do CIAT (Cali, Colémbia). Alise de mapeamento foi feita pelo
método de Mapeamento por Intervalo Composto (CWM).todo, vinte e trés locos
ligados a resisténcia a antracnose foram idendifisaPara a raca 04, foram localizados
sete QTL sendo, um em cada um dos grupos de lig&jdoB1, B2, B4, dois no B7,
um no B8a e um no B9. Quatro QTL foram identificag@ra a raca 38, distribuidos
nos grupos B2, B7 (dois) e B9. Nos GL Bl, B2, B, B6 e B7 (dois) foram
identificados sete QTL para a raga 55. Para a2@4a, cinco QTL foram posicionados
nos grupos B1 (dois), B5, B6 e B9. Os resultaddsiob neste trabalho apontam para o
controle de varios genes na resisténcia a antracmegelando QTL de menor efeito,
porém fortemente envolvidos na expressdo do femddi@ resisténcia. Estudos de
identificacdo de genes de resisténcia sdo muitcortaptes no melhoramento de
plantas, especialmente para o feijdo comum, ondeeaca contribui para grandes
perdas de produtividade. Tendo sido identificagéiondrcadores microssatélites ligados

a locos de resisténcia a antracnose, essas infoeng@pderdo ser usadas no programa



de melhoramento do feijoeiro na selecdo de gerstglites e na introgressédo de
resisténcia em cultivares de alta produtividade.

Palavras-chave: Phaseolus vulgarisL., microssatélites, mapeamento genético,
Colletotrichum lindemuthianum QTL.



Mapping of anthracnose resistance genes in commomdns

ABSTRACT

Common bean has a great socio-economic interestrefidre, researchers try to
aggregate disease resistance traits and prodyctiitthracnose is one of the most
important common beans diseases, causing greagslass production worldwide,
especially in Brazil, where it can be harvestedhwae seasons. The aim of this research
was to saturate the 'TAC-UNA’ x ‘CAL 143’ (UC) getiiemap, and map anthracnose
resistanceloci. The UC genetic map have been developed in 206&dban 198
microsatellites, using a minimum LODscore of 3.0d amaximum recombination
fraction of 0.40. In this research 46 new microéisds were integrated on the saturated
UC map, with now based on a total of 244 SSR. D& tmap length increased from
1864.2 cM to 2098.4 cM, distributed in eleven ligkagroups. However, the distance
between markers decreased from 9.4 cM to 8.6 cM. rBsistance phenotypes were
evaluated with the followin€. lindemuthianunmace isolates: 04, 38, 55 and 2041. The
severity scores were evaluated between 7 to 10 aldgs inoculation, through a note
scale from CIAT (Cali, Coldmbia). Mapping analysias performed by the Composite
Interval Mapping (CIM) method. Twenty three QTL fanthracnose resistance were
found. For race 04, seven QTL were found, one inEBLand B4 linkage group (LG),
two QTL on B7, and one QTL on B8a and B9. For 1a8gfour QTL were identified on
B2, B7 (two) and one on B9. For race 55, other se9&L were mapped on B1, B2,
B3, B5, B6 and B7 (two). For race 2041, five QTLrevpositioned on B1 (two), B5, B6
and B9. The results suggest that anthracnoseassesgenetic control may be regulated
by various genes, revealing small effect QTL, dgepholved in the phenotypic
response. Gene resistance identification studiesvary important in plant breeding,
especially for common beans, where disease cotgslfor great losses in productivity
and grain quality. Therefore, once anthracnosestasieloci are mapped, common
bean breeding programs may use this informatioacteen their elite genotypes and

introgress new sources of resistance into highdysaltivars.

Key words: Phaseolus vulgarid.., microsatellites, genetic mappinGplletotrichum
lindemuthianurmand QTL.
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1 INTRODUCAO

O feijoeiro é uma leguminosa pertencente a subi@nihpilionoideae, que
inclui a maioria das leguminosas de importancianépuca, inclusive o género
PhaseolusE uma excelente fonte protéica, contém grandestigiaales de carboidratos
complexos, fibras e isoflavonas (ANDERSON et 8#99; VIEIRA et al., 1998), além
de ser uma importante fonte de ferro, fé6sforo, rdagne manganés e em menor escala
de zinco, e célcio (BROUGHTON et al., 2003). Derds=50 espécies descritas para
Phaseoluscinco estdo incluidas na alimentacdo humana.p@&ogsP. vulgaris(feijao
comum) € a de maior producdo, correspondendo a @&%onsumo no mundo
(BROUGHTON et al., 2003).

O Brasil destaca-se como maior consumidor e produtodial de feijdo, com
um consumo ‘per capita’ superior a 17 kg/ano e ypgad de aproximadamente 3,7
milhdes de toneladas na safra de 2009/10 (CONABQRO oda a producdo nacional é
utilizada no abastecimento do mercado interno,santla necessaria a importacdo do
produto.

A produtividade nacional de feijdo ainda € inferiab seu potencial,
apresentando produtividade média equivalente a Kg#gBa em 2009/10 (CONAB,
2010). A produtividade é influenciada por vériowfas, dentre os quais, a incidéncia
de doencas é considerada uma das maiores causagugéo da producdo. Dentre as
doencas do feijoeiro, a antracnose causada pemw fQalletotrichum lindemuthianum
Sacc & Magnu® uma das mais importantes, devido a sua ocorréasi&rés epocas de
cultivo, causando, assim, uma reducdo na produg@o qualidade do grao produzido
(CHIORATO et al., 2006).

Desta forma, buscam-se ferramentas para agilizeainsferéncia de genes de
resisténcia a esta doenca, e também a outras phlireares de feijdo, objetivando
assegurar o desempenho e estabilidade em campaultasres e garantindo a
aceitacéo pelos produtores (XU & CROUCH, 2008).9desontexto, o melhoramento
genético de plantas tem sido de grande importa@nociaiso de marcadores moleculares
vem sendo cada vez mais intenso, uma vez que corarsprego € possivel realizar
analises de diversidade genética, mapear genesalezareselecdo assistida, via

incorporagédo de marcas associadas ao gene desg®erérabalhos véem sendo
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publicados mostrando a eficiéncia deste proces$idL(AS, 2002; KELLY et al., 2003;
ALZATE-MARIN et al., 2005; MIKLAS(a) et al., 2006NAMAYANJA et al., 2006;
WANG et al., 2009).

Os marcadores microssatélites tém sido cada veg usaidos para a analise
genética em feijdo comum, pois a selecdo de rasistébaseada na presenca de
marcadores moleculares é ripida e confiavel, j& ifiee depende da interacdo do
gendtipo com ambiente (ARUS & MERONO-GONZALEZ, 1993

Dentre os diversos tipos de marcadores moleculapss, marcadores
microssatélites ou SSRSihple Sequence RepeaffAUTZ, 1989; WEBER & MAY,
1989) tem se destacado por serem codominantes,ednda mendeliana e por
apresentarem alto nivel de polimorfismo e heteosdpde, ou seja, é possivel
identificar os heterozigotos. Além disso, podemaselisados a partir de qualquer tipo
de tecido em qualguer estagio de desenvolvimentmdcs necessaria pequena
quantidade de DNA para amplificacéo nas reacoe¥fe Polimerase Chain Reaction
- MULLIS & FALOONA, 1987). A reacdao de PCR ¢é realla a partir de
oligonucleotideos ancorados nas regides flanquaada repeticdes, que sao altamente
conservadas e unicas.

Mapas genéticos de feijdo vém sendo produzidoxpectativa de identificar o
maior numero possivel de QTIlQgantitative Trait Logi de interesse agrondmico
(KELLY et al., 2003; GRISI et al., 2007; RODRIGUEHAJAREZ et al., 2008). A
construcdo de mapas genéticos baseia-se na asgligacao entre locos no genoma. O
ponto central desta analise € a existéncia de diibep de ligacdo entre os locos.
Através das fracdes de recombinacéo é possivdicaeera existéncia do desequilibrio
de ligacéo (LIU, 1998; CARNEIRO & VIEIRA, 2002). #hacdo de recombinacéo entre
0os locos é acessada a partir da avaliacdo geratiiaseada em marcadores
moleculares, dos individuos utilizados no estudontgeamento. Esses individuos
devem ser obtidos através de cruzamento contra@atte variedades geneticamente
divergentes, gerando uma populacdo de mapeamemt@lt® nivel de desequilibrio de
ligacao.

Em feijdo comum, a populacdo de mapeamento maigadt é a ‘BAT
93/ Jalo EEP558 (BJ), composta de 75 RILBetombinant Inbred LingsEsta
populacao foi utilizada na obtencdo do mapa cowseesfeijao Core Map— BIC,
2009) por FREYRE et al. (1998), em que mais de ri@fcadores moleculares foram

mapeados. Trabalhos posteriores foram realizados gaturar este mapa via da
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integragéo dos novos marcadores moleculares, d8BiRs (YU et al., 2000; GRISI et
al., 2007), RGAsResistance Gene Analog PolymorphisrMUTLU et al., 2006), ou
ainda marcadores TRAP$4rgeted Region Amplifief PolymorphismMIKLAS(b) et
al., 2006), entre outras. O objetivo dos trabalt®snapeamento € identificar locos de
interesse agrondmico, como fatores fisiolégicos @®Aet al., 2008), e principalmente
de resisténcia a doencas (TSAI et al., 1998; MIK{ASet al., 2006; MUTLU et al,
2006; BLAIR et al., 2007).

Contudo, muitos trabalhos vém sendo desenvolvidos diferentes populacdes
de mapeamento, gerando diversos mapas genétidoadmsl a identificacdo dos mais
variados QTL (MIKLAS et al.,, 2003; YAN et al.,, 200BLAIR(a) et al., 2006;
HANAI(a) et al., 2008, TIAN et al., 2007; CHECA &, 2008).

A resisténcia genética de plantas cultivadas verdseada vez mais procurada,
uma vez que € a mais apropriada, segura e eficésttatégia de controle de doencas
disponivel para pequenos e grandes agricultoresMAMANJA et al., 2006). A
selecdo de resisténcia baseada na presenca dedamascanoleculares € rapida e
confiavel, ja que ndo depende da interacdo dostigesocom o ambiente (ARUS &
MERONO-GONZALEZ, 1993).

Isso faz do uso da estratégia de selecdo assmiidaarcadores (SAM) para a
piramidacdo de genes de resisténcia uma importantamenta para o melhorista
(NAMAYANJA et al., 2006; BALBI et al., 2006; MIKLA®) et al., 2006). Além disso,
o estudo de genes de resisténcia via marcadorexutaies também possibilita maior
entendimento da relacdo entre patdgeno-hospedmirescentando conhecimentos na
busca por novas formas de resisténcia.

Deste modo, o Programa de Melhoramento do Feijo&ioo Instituto
Agronémico de Campinas (PMF-IAC) tem investido nada e no desenvolvimento de
ferramentas robustas que possam assessorar pregdemaelecdo assistida para a
transferéncia de genes de resisténcia em cultiviresteresse econémico desde 2002.
Foi desenvolvida uma populacdo contrastante, eegeltdo cruzamento da variedade
‘IAC-UNA' (Mesoamericana) resistente a antracngsscetivel a mancha-angular e da
linhagem ‘CAL 143’(Andina), suscetivel a antracn@seesistente a mancha-angular.
Possui contrastante para outros fatores bidticasbiéticos tais como, habito de
crescimento, producdo de graos, resisténcia agemuAs caracteristicas divergentes

entre os genitores possibilitam o0 mapeamento de dgBELmesmas.



O mapa UC desenvolvido pelo nosso grupo de pesq@é&aMPOS, 2009;
OBLESSUC, 2009; CAMPOS et al.,, 2010) apresenta d@omaumero de SSRs
mapeados até o momento, dentre os mapas genétibbsagdos em literatura para a
cultura do feijoeiro. O mapeamento das caracteaistqualitativas (cor de flor, habito
de crescimento e formato do apice da vagem) e sistéacia a mancha angular foi
efetuado. Paralelamente, foi possivel propor unomowdelo de heranga para uma das
caracteristicas qualitativas (CAMPOS et al., 20NY).entanto, 0 mapa ‘IAC-UNA" x
‘CAL 143’ UC apresentgapsnos grupos de ligacdo B1, B2, B4 e B9, e o grupdaB
dividido em B8a e B8b. Para que o0 mapa UC se t@mimga mais informativo e robusto,
€ necessario integrar um maior numero de marcadomeculares aos grupos de
ligacdo, empreendendo a saturacdo do mapa genatit®d,vez que a populacdo é
grande o suficiente para permitir a deteccéao desgagtes.

O presente estudo visou contribuir com a saturdodmapa genético UC com a
incorporacdo de novos SSRs e a mapear locos d&éresa a antracnose. A localizacédo
de marcadores ligados a genes de resisténciaacaoge torna mais facil a realizacao
de programas de selecdo assistida por marcadareginda estudos de mapeamento
fino e/ou clonagem posicional. O aprofundament@m@ndimento dos mecanismos de
resisténcia do feijoeiro leva a uma maior compréensgla interacdo patdgeno-
hospedeiro e dos tipos de interacdo entre os gavedvidos neste processo de resposta

a infeccdo pelo agente causal da antracnose.

2 REVISAO DE LITERATURA

2.1. A cultura do Feijoeiro

As leguminosas sao a terceira maior familia detptanom aproximadamente
643 géneros. Depois dos cereais, as leguminosi®i@s mais importantes espécies
de interesse agricola, considerando area cultieattdal de producdo (GEPTS et, al
2005). O géner®haseolusriginou-se das Américas, sendo que possui S5xiespélas
quais cinco sdo cultivadaB: vulgarisL., P. lunatusL., P. coccineud.., P. acutifolius
A. Gray var latifolius Freeman é°. polyanthusGreenman (DEBOUCK, 1993). Dentre



estas, o feijdo-comun®haseolus vulgari&., € a mais importante, pois é a espécie que
ocupa a maior area cultivada e também a maisadéizm todo mundo.

Com base em informacdes morfoldgicas, fisiologi@sbioquimicas foi
estabelecida a hipdtese de trés centros de origeanopfeijao: 1) o primeiro no México
e na América Central (Mesoamericano), 2) o segumalaegido Andina, € 3) e 0
terceiro, de menor importancia, na Colombia (GERT&. 1986; KOENIG, SINGH &
GEPTS 1990; GEPTS & BLISS 1985; SPRECHER 1988; K@K GEPTS 1989).
Para a determinacao destes centros de origemi@messge basearam em caracteristicas
como o tipo de faseolina, principal proteina demes de feijdes selvagens e cultivados
e também no tamanho das sementes.

Além destes trés centros americanos primarios, rpcgby identificados varios
outros centros secundarios em algumas regifes ap&uAsia e Africa, onde foram
introduzidos gendtipos americanos (GEPTS & DEBOUC391; SINGH, 2001).

Os graos de feijao se destacam como importante footéica na dieta humana
desde a antiguidade, com registros de seu cultivé\mtigo Egito e na Grécia. E
reconhecidamente uma excelente fonte protéica,éoongrandes quantidades de
carboidratos complexos, fibras e isoflavonas (ANBER et al., 1999; VIEIRA et al.,
1998), além de ser uma importante fonte de fedsfpfo, magnésio e manganés e em
menor escala de zinco, e calcio (BROUGHTON e803).

O Brasil € o maior produtor mundial, porém, a ptoddade nacional de feijao
ainda é inferior ao seu potencial, com produtiveladédia de 898 kg/ha na safra de
2009/10 (CONAB, 2010).

O cultivo dessa leguminosa tem se difundido muito ®do o territorio
nacional, tanto no sistema de monocultura, comesaoiado com outras espécies
cultivadas. E reconhecida como cultura de subsigtéem pequenas propriedades.
Muito embora tenha havido, nos ultimos 20 anosscemate interesse de produtores de
outras classes, com o0 uso de tecnologias avangadhsndo a irrigacéo e a colheita
mecanizada. Dependendo da regido, o plantio d&@ofeip Brasil é feito ao longo do
ano, em trés épocas (safra das aguas — setembx@mloro, safra seca ou “safrinha” —
janeiro a marco, safra inverno — maio a julho)talléorma que sempre havera produgéo
de feijao em algum ponto do pais, contribuindo paabastecimento interno.

Essa baixa produtividade ocorre devido a varioeréat dentre os quais, a
incidéncia de doencas é considerada uma das maawsss. A cultura do feijoeiro é

assolada por mais de 45 diferentes doencas queampodaer no Brasil (BOREM,
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1998), sendo a antracnose, ferrugem, mosaico coentnestamento bacteriano comum,
algumas das doencas de maior importancia na culeeido a grande importancia
sécio-econdmica da cultura do feijdo, busca-segagrearacteristicas de resisténcia a
doencas e produtividade. Para tanto, o melhoramgatetico de plantas tem se
mostrado uma importante ferramenta.

Neste contexto, o uso de marcadores molecularessesmio cada vez mais
empregado. Com seu uso é possivel mapear geneslizareselecdo assistida por
marcadores, incorporando-se aos genotipos supenoegcas associadas ao gene de
interesse. Muitos trabalhos vém sendo publicadagtrartdo a eficiéncia deste processo
(MIKLAS, 2002; KELLY et al, 2003; ALZATE-MARIN et al, 2005; MIKLAS et al,
2006; NAMAYANJA et al, 2006; WANG et al., 2009).

2.2. Marcadores Moleculares

Os marcadores moleculares traduzem as diferencagqigéncia de DNA ao
longo do genoma de uma determinada espécie. Estdacdes sdo chamadas de
polimorfismos, sendo originadas por rearranjos ©O$sGmicos, como insercoes,
duplicacdes, delecdes, mutacbes, entre outros. [ngrismo dos marcadores
moleculares pode ser herdado de forma Mendeliasar @companhado através das
geracoes (GRIFFITHS et al., 2006). Existem muitpgst de marcadores moleculares,
que variam de acordo com a técnica de deteccaolohoqufismo.

A escolha do tipo de marcador molecular também §rdede importancia na
producdo de um mapa genético, uma vez que inflaemcimétodo de genotipagem da
populacao segregante a ser adotado e, principamantipo de informacéo gerada no
final, ao se fazer o mapa. Varios marcadores posiemnutilizados na construcdo do
mapa, considerando-se alguns aspectos: niumerocds ¢pue podem ser detectados,
grau de polimorfismo, caracteristicas de dominadaaabertura do genoma. Portanto, é
importante conhecer as caracteristicas de cadalépomarcador que originard o mapa
genético (CARNEIRO & VIEIRA, 2002).

E vantajoso o uso da informacgdo obtida com os rdarea moleculares de
natureza espécie — especificos e codominantesyemgue os dois alelos do individuo
podem ser visualizados ao mesmo tempo. Diferentemers marcadores néao

especificos e dominantes n&o revelam essa infoo{(&aUZA, et al., 2001).



Os marcadores moleculares podem ser ordenadosnoongede tal forma que
promovam uma boa representacdo do mesmo, possilliita identificacdo de genes de
interesse, tanto de heranca qualitativa como gaénd (QTL — Quantitative Trait

Loci), e sua utilizagdo no melhoramento de plantas @QWt al., 2001).

2.2.1. Marcadores Microssatélites (SSRs)

Os marcadores microssatélites ou SSmple Sequence RepeaflAUTZ,
1989; WEBER & MAY, 1989) sdo combinacfes de 1 aaéels repetidas etandem
Sua variacao ocorre devido aos diferentes nUmeraspkticdes e ao tipo dos motivos
que o compdem. A técnica é baseada na amplificalg@o sequliéncias repetidas,
utilizando-se oligonucleotideos ancorados nas esgifanqueadoras as repeticées, que
s&o altamente conservadas (BOREM & CAIXETA, 2006).

Os SSRs séo classificados de acordo com o tipepdticdo, que pode ser:

" Perfeitos — motivos nao interrompidos, ex: (&T)

" Imperfeitos — apresentam bases nao pertencentesn@wo, ex:
(TA)eCG(TA)g;

. Compostos — contém dois motivos adjacentes, ex);(&T);z.

A grande variabilidade observada origina-se de amsmos naturais de
mutacdo como erros durante a meiog®ssing-overdesigual, ou deslizamento da
DNA-polimerase durante a replicacdo do DNA (OLIVEIet al., 2006) Estes eventos
podem resultar em variacdo do numero de coOpiasnilzade basica de repeticdo
(SCHLOTTERER & TAUTZ, 1992). O polimorfismo é detado quando existe
diferenca no tamanho do produto amplificado.

Estudos comparativos entre regides codantes e atioies em diferentes
espécies de plantas mostram que repeticbes dédranucleotidios sdo mais comuns
em introns, sendo os demais tipos encontrados emnséTOTH et al 2000).
METZGAR et al. (2000) e MORGANTE et al. (2002) nrasam haver uma pressao
seletiva atuando sob as regides 3" e 5° ndo tdasiZlUTR —Untranslated Regions
dos genes, favorecendo a maior frequéncia de S&as regides que em todo o resto
do genoma, sendo que a regido 5’UTR apresenta mamero de repeticbes do tipo
CT e CTT, e aregido 3'UTR mostra-se rica em AGA&AH4, ainda, fortes evidéncias

de que os microssatélites podem ser encontradosegi@®s promotoras e reguladoras



de genes, exercendo importante papel na regulagdexpressdo de varios genes
(O'DONNELL et al, 1994).

Este tipo de marcador apresenta como vantageman@a@incia, alto nivel de
polimorfismo e de heterozigosidade, e tem padrabedanca Mendeliana. Além disso,
podem ser analisados a partir de qualquer tipoed&ld em qualquer estagio de
desenvolvimento, sendo necessaria pequena quamtidad DNA. Ha diferentes
metodologias para a genotipagem dos individuos,enubal dispensar o uso de
radioatividade, utilizando uma tecnologia de baixisto baseada na amplificacdo via
reacdo de polimerase em cadeia (PCRolimerase Chain Reaction MULLIS &
FALOONA, 1987) e analise em gel de poliacrilamidaraclo com prata, ou em
sequenciador via técnica de PCR-marcado com floénesa (OETTING et al., 1995;
SCHUELKE, 2000).

As principais técnicas para a resolucdo de mictétss sdo: coloracdo com
nitrato de prata e marcacéo plemers fluorescentes. O sistema fluorescente permite a
precisa deteccao dos alelos através de um sistetmaaizado, um aspecto particular
muito importante em analises de populacfes, umajuvezevita erros de genotipagem
(SCHWENGEL et al., 1994; BONIN et al., 2004; HOFFMA&. AMOS, 2005). Neste
método, um doprimers usados na amplificacdo tem a extremidade 5 marcadn
fluorocromo.

Os resultados da analise por fluorescéncia séo rohisstos em comparacao
com os obtidos com a coloracdo com prata, uma uezagleitura € automatizada, e,
além disso, hd um aumento na velocidade e na aqdaliddlos dados gerados
(MISSIAGGIA & GRATTAPAGLIA, 2006).

Entretanto, o custo da sintesepitamers fluorescentes é um fator limitante em
muitos laboratérios, pois @rimer marcado custa de 5 a 10 vezes mais em relacdo a um
primer ndo marcado. Na tentativa de reduzir os custoanddise por fluorescéncia,
Oettinget al (1995) propuseram a estratégia via PCRd#iplexcom 3 componentes:
1) primers forward possuindo uma extensdo de 18 pb na extremidadmrd’ a
sequéncia de urprimer M13, 2) primer reversesem modificacdes, e rimer M13
marcado com fluorescéncia.

Os primers extendidos com a cauda M13 contém a sequéncialeoraptar do
primer M13 marcado, gerando produtos fluorescentes qdempaer detectados em um

sequenciador automatico. A grande vantagem coreistsintetizar apenas upmnimer



M13 fluorescente universal, enquanto que pelo nwétodnvencional para cada
microssatélite a ser analisado seria necessatetizar umprimer marcado especifico.

O primer universal mais usado até hoje € o M13, derivaddalderiéfago
M13, um importante vetor ja ha muito tempo usadoseqguenciamento de DNA
(DAVID et al., 1993). Na genotipagem por fluorestén ele é muito usado por
caracterizar uma sequéncia muito diferente de setpgde plantas, o que garante que
ele ird anelar, durante a PCR, apenas com a segitinteresse (INAZUKA et al.,
1996; KRISHNA et al., 2004).

Por isso, outros pesquisadores optaram por se@$ediéerentes do M13, como
foi o caso de MINAMIYAMA et al. (2006). Estes autsrtinham maior facilidade na
obtencdo de sequUéncias humanas, uma vez que seatdamip tem parceria com
laboratorio de estudos humanos. Em seu traballgedetipagem cormmicrossatélites
em Eucalypitus foram escolhidos comgrimers universais trés sequéncias de 20pb do
genoma humano, sem complementaridade significatva seqiéncias de plantas. A
escolha por tréprimersdiferentes foi devido ao interesse de realizagreotpagem via
multiplex marcando cadarimers universal com fluor6foros de cores diferentes,
permitindo a diferenciagdo de trés SSRs em uma mésitura em sequenciador de
DNA.

No estudo do feijdo, o uso de PCR-marcado com dhe@ncia foi
primeiramente usado por MASI et al. (2003), queotjiparam 264 individuos coletados
de trés diferentes regides da Itdlia, com 30 maresdSSR selecionados a partir de
sequéncias dGeneBankA técnica usada foi um pouco diferente uma veztqdos os
primers diretos eram marcados com fluorescéncia (IRD 7AW®@@0), ndo havendo o
primer universal. O objetivo do artigo, foi mostrar ac&fncia do uso de PCiRultiplex
acompanhada de automatizacéo da analise em gelfildendda 6% em sequenciador de
gel (377). Segundo MASI et al. (2003), o uso de SB&Restudo de espécies com pouca
informacdo gendmica, como € o caso do feijdo, téendps vantagens, uma vez que
este € um marcador de alto poder discriminatéwo,spr multi-alélico e codominante.
Sua grande abundéncia ao longo do genoma, poucdidpte de DNA necessario a
PCR, e sua possivel deteccdo por via automatizddaputras importantes vantagens
dos SSRs. Os autores também consideram que o finoiclema dos SSRs € o tempo e
a mao de obra necessaria para geracdo dos dadosiap@onvencional (gel de

acrilamida e coloracéo por nitrato de prata) queesd@essivos. Assim, a amplificacao



de mais de um SSR em uma Unica P@RIl{jpleXy e automatizacdo da analise dos
dados via sequienciador, tornam o seu uso muitoefiaisnte e barato.

Os microssatélites tém sido cada vez mais usadofeig@n comum, com 0S
mais variados objetivos, como: analises de efeitoselecdo natural (RODRIGUES &
SANTOS, 2006) e conhecimento da variabilidade dpiwat (BLAIR (a) et al., 2006;
BUSO et al.,, 2006). Um importante uso dos SSRs épmeesso de incorporar
caracteres de interesse agrondmico através daisedsgistida. Essa técnica tem sido
utilizada na obtenc&o de gendtipos resistenteengds (CORREA et al., 2001; SILVA
et al., 2005; ALZATE-MARIN et al., 2005; BLAIR (bgt al., 2006; MIKLAS et al.,
2006). Assim, muitos mapas genéticos para feijagtimoam sendo produzidos, na

expectativa de identificar o maior nimero possieQTL de interesse agrondémico.

2.3. Populagéo de Mapeamento

A escolha da populacdo de mapeamento deve seadatadm cautela, uma vez
que deve se considerar o tempo para geracao dénpeogsistema reprodutivo da
espécie (albgama, autégama), objetivo do estudkpodibilidade de variabilidade
genética, entre outros. Abaixo estdo relacionadoproicipais tipos de populacdes
usadas em mapeamento:

" Populacdes F Sao produzidas por autofecundagéo de plantas F
originadas do cruzamento entre dois genoétipos hioms contrastantes para
as caracteristicas de interesse. Apresenta coraotedstica a informacdes dos
trés genotipos possiveis se considerado apenasouom (AA, Aa e aa),
aumentando a precisdo das estimativas. Além dégmssivel identificar as
interacdes génicas do tipo dominante e aditiva. Mamiagem interessante é sua
rapida obtencdo, uma vez que apenas dois ciclosd@ivos sdo necessarios
para gera-la. No entanto, ha uma perda de preamsdanensuracdo de
caracteristicas quantitativas, uma vez que naossiye a multiplicagdo de
individuos da populacdo. Essa desvantagem é cawi@ripor meio da
propagacao vegetativa, ou com a utilizacdo de pggol k., geralmente f.

Os genotipos das plantas sdo determinados na gefggdenquanto as

caracteristicas fenotipicas sao avaliadas em gl&n(alU, 1998).
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. Populacdes de Retrocruzamento (RG§o obtidas a partir do

cruzamento de plantag Eom um dos genitores (recorrente). A vantagemadess
populacdo é por ser um meétodo usualmente utilizado programas de
melhoramento de plantas convencional. Sendo assipgpulacdo obtida néo
precisa ser especifica para o mapeamento. Comasmis gendtipos sao
obtidos, heretozigotos (Aa) e homozigotos pararotgerecorrente (AA ou aa),
nao € possivel estimar independentemente os comigsngenéticos ligados aos
efeitos aditivos e desvios de dominancia (SCHUS&EERRUZ, 2008).

" Linhagens Endogamicas Recombinantes (RIG®radas a partir

de sucessivas autofecundacdes f; Fs,..., até ) de uma plantaf-formando
uma populacdo muito endogamica. Toda a variabdidaesente em Fsera
representada por linhas endogamicas. Esse tipopléggdo permite a producéo
de grande numero de sementes geneticamente igiais,a vantagem de
permitir estudos futuros. Sendo assim, é possiaiaa interacdo gendtipo x
ambiente realizando repeticbes dos experimentasnifee ainda, o estudo de
diferentes caracteristicas em uma mesma populbighentanto, essa populacao
permite identificar apenas dois gendtipos (AA e aapedindo a identificagédo
de relagbes de dominancia entre os genes (LYNCHARL.8H, 1998).

" Populacdo de pseudo-testcross Originadas do cruzamento

controlado entre dois individuos altamente hetgumips, produzindo uma
populacdo Fcom diferentes gendtipos, essa populacdo de mamtar@ usada
para espécies alégamas que sofrem alta depress@&admgamia. A segregacao
dos alelos em jFndo é conhecida, podendo ser de 1:1, 1:2:1, 1;lehtre
outros, dependendo do gendtipo dos genitores. Dewdisso, existe a
necessidade de usar algoritmos especificos na ghodip mapa genético com
esse tipo de populacdo. Resultando em dois mapgmrarcada parental, assim
a interpretacdo dos resultados torna-se mais ldifisise problema pode ser
resolvido com o uso de mapa de ligacdo integra(@RATTAPAGLIA &
SEDEROFF, 1994; LIU, 1998; WU, et al., 2002; MARGIBR®, et al., 2007).
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2.4. Construcéo de Mapas Genéticos

O conhecimento de diversas areas da genética caaogenética Mendeliana,
citogenética, genética molecular, genética qudi@iae genética de populacdes, é
necessario em estudos de mapeamento genético (SKEHRJ& CRUZ, 2008).

O entendimento do funcionamento de genomas, conofarmo conhecimento
dos genes que os compde e as mais diversas irgsragéie eles, sdo o grande desafio
deste século (FLINT-GARCIA, 2003). Os estudos dineados ao entendimento de
como genes e alelos controlam caracteristicasifsoas complexas (QTL) tém sido de
grande importancia nesta busca. Uma ferramentariastisada, nesse contexto, € a
obtencdo de mapas genéticos.

A construcdo e saturacdo de mapas genéticos baseiaam andlise de ligacao
entre marcas no genoma. O ponto central destesaréh existéncia de desequilibrio de
ligacdo entre essas marcas. O desequilibrio dedligg& decorrente do processo de
recombinacdo homoéloga que ocorre entre cromatide&sidurante a meiose, em geral
de forma randdémica ao longo dos cromossomos (L8981 CARNEIRO & VIEIRA,

2002). O desequilibrio de ligacédo € determinada fralcdo de recombinacgéo * ’ entre

as marcas, que é a razao entre as quantidadesmdtagarecombinantes e o total de

gametas. Assim, se for menor que 0,5, quer digee as marcas estdo em

desequilibrio. Desta forma, podemos inferir quenascas analisadas estdo ligadas. E

desta relacdo entre * ’ e ligacao fisica que surgemapas genéticos (LIU, 1998).

Para a construcao e saturacdo do mapa genéticessaeo ter uma interacao
entre as estimativas estatisticas com os dado$gimok. Para isso, os dados de
genotipagem da populacdo de mapeamento sdo awnasliseda testes estatisticos por
programas desenvolvidos para este fim. H& muitosgramas computacionais
disponiveis para construcdo de mapas genéticosmiliegr/Exp (LANDER, et al.,
1987; LINCOLN et al., 1992), Crimap (GREEN et a990), GMendel (LIU &
KNAPP, 1992), JoinMap (STAM, 1993), Multimap (MATESet al., 1994), Outmap
(BUTCHER et al.,2002), AntMap (IWATA & NINOMIYA, 206) e OneMap
(MARGARIDO et al., 2007), sendo o MapMaker/EXP el@nMap os mais usados

atualmente.
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Tais programas indicardo os marcadores ligadosnaiodo 0s respectivos
grupos de ligacdo; qual a ordem correta entre essasas; e a distancia em cM
(centiMorgans) entre elas. Para isso, devem-sarseggeguintes passos: (1) verificar o
padrdo de segregacdo Mendeliana esperada para detipopulacdo de mapeamento
escolhido, chamado de teste de segregacao; (Rarealteste de ligagéo, verificando a
frequéncia de recombinagéo entre cada par de maragse possibilita identificar os
desequilibrios de ligacdo e consequentemente fomsargrupos de ligacdo, (3)
empreender a ordenacdo das marcas a partir dasaist entre elas e (4) fazer a
conversao das distancias em centiMorgans (CARNERQEIRA, 2002).

O teste de segregacdo mais comumente utilizadotéste estatistico Qui-

"_—E"E} em que: fo = frequéncia

quadrado X?), dado pela formulax?= ¥ ¥ -

observada em cada uma das clasges; frequiéncia esperada em cada uma das classes
(proporcdo Mendeliana do modelo genético adotaéld)ipotese Ho) ndo admite a
ocorréncia de distorcdo, ou seja, os dados geoosipievem seguir a distribuicdo
Mendeliana esperada para a populacédo de mapeaatsritalo.

Uma forma de verificar a significancia)(estatistica d&* é converté-lo em seu
respectivop-valor, que pode ser definido como a probabilidade debservar uma
amostra fora do padrdo, assumindo que a hipétdaeénverdadeira. Quanto menor o
valor dop-valor, mais forte € a evidéncia de rejeicacHie(LIU, 1998).

O fato de realizar &* repetidas vezes, uma para cada marca, gera uneprabl
intrinseco deste tipo de analise: erros ditos po Li(BENJAMINI & HOCHBERG,
1995), ou seja, falsos positivos (LIU, 1998).

Desta forma, usa-se uma correcdo que elimina os e tipo | baseado em
valores de significancia dos testes de segregag@wdos de cada marca. A mais usada

€ a correcdo de Bonferroni (LYNCH & WALSH, 1998)uegassume uma significancia
individual (@), a partir da razdo da significancia total pelmeto de testesi = "‘: em

que a*= nivel de significancia global @ = numero de testes independentes, que
correspondem ao numero de marcadores utilizados.

Contudo, deve-se ressaltar que esta correcdo piessudependéncia entre os
testes, 0 que nao é verdade quando estamos tratendistemas biologicos (genes),
uma vez que a proximidade entre os locos causafaréacia nos resultados
(SCHUSTER & CRUZ, 2008).
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Apesar de ndo se conhecer a causa da distorcadesvin dde segregacao de
locos ao longo do genoma, trabalhos recentes mostranportancia desses locos na
identificacdo de QTL a partir de mapas genéticas$(2008) estabelece uma teoria para
o surgimento de locos com desvio de segregacaneajue o poder de deteccdo de
QTL pode ser sutilmente reduzido quando se faznakisas ignorando os locos com
desvio, mas também ressalta que se o mapa for dtemado, e tais locos apresentarem
distribuicdo randémica no genoma, as perdas sdgnifisantes. Finalmente, o autor
defende que estes locos com desvio de segregajgin gtlizados na obtencdo de
mapa genéticos e identificacdo de QTL.

Diferentes tratamentos podem ser realizados pd@mnaacdo dos grupos de
ligacdo. Estatisticamente, ligacdo genética é mifiromo a associacdo de genes
ligados em um mesmo cromossomo (LIU, 1998), ou sgja segregam juntos durante
a meiose. As estatisticas usadas para esta apédem ser oX*, a razdo de
verossimilhanca, a frequéncia de recombinacéo,relenitras (MOLLINARI, 2007).
Assim, um grupo de ligagdo (GL) é formado por mdoces genéticos que possuam
menos de 50% de recombinac¢é&o<(0,5) com pelo menos um dos marcadores do
grupo (LIU, 1998). Nesta fase, todos os pares deadares sdo testados; ao final, a
propriedade transitiva é usada para o estabeletinades grupos de ligacdo, ou seja, se
0 loco A estiver ligado ao B, e se o loco B ligago C, independentemente da
freqUiéncia de recombinacéo estimada entre A er&wose que os marcadores A, B e
C pertencem ao mesmo grupo de ligacdo (OBLESSUQ9)2@ fim de estabelecer
critérios para inferir se dois locos estao, ou ti§ados é necessario definir a freqtiéncia
méxima de recombinacdo e o LODscore minimo. LORsdoogarithm of Odds-
LYNCH & WALSH, 1998) é um teste baseado na razaeateossimilhanca, que testa
a hipdtese de dois locos estarem ligados, eaitilitbgaritmo na base 10 para facilitar o
entendimento. Assim sendo, se um LODscore com da&drés indica que a ocorréncia
de ligacdo é mil vezes mais provavel do que a gagé® independente (CARNEIRO &
VIEIRA, 2002).

O teste que realiza esta analise € chamado de desiois-Pontos. Para o
modelo de teste de Dois-Pontos, a ligacdo é deeedestando a independéncia entre
cada par de marcas na populagédo segregante (L93).19

A melhor forma de se estabelecer a ordem dos lécper meio da “Busca
Exaustiva”, que como o0 nome sugere, verifica t@kasrdens possiveis e define como

melhor aquela de menor comprimento. No entantoe @sétodo apresenta uma
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limitacdo computacional, pois h4 um grande numerpassiveis ordens quando um GL
possui um grande numero de locos. Assim, 0s métammaputacionais e/ou
algoritmicos, para ordenacdo exata das marcadinsiéados a um pequeno numero de
locos por GL. O teste de “Trés-Pontos” € uma adtiera muito usual para GL grandes.
E baseada na idéia central do teste de Busca Eseusbrém ao invés de realizar os
calculos com todos os locos, dois a dois. A ordefiordada em pequenos grupos de
trés em trés. Ou seja, o teste € feito a cada B8ana&m sequéncia, com sobreposicao,
montando-se assim a ordem final.

Definidos os grupos de ligacdes e a ordem em cage g primordial verificar
a distancia entre cada loco ordenado. A distancidet®rminada pela fracdo de
recombinacao entre as marcas. O método mais iraljgah se obter* neste estagio
da construcédo do mapa € a analise Multiponto (CAIRRES VIEIRA, 2002), na qual
as distancias séo calculadas considerando-secé@®é$rde recombinacéo entre cada par
de marcas simultaneamente. Assim, a estimativaisiandia entre os locos A e B e
entre os locos B e C séo incluidos na estimativaisi&ncia entre os locos A e C,
considerando que a ordem entre os locos é ABC (1998).

Estabelecidas as fragcbes de recombinacdo entre ncadador, estes valores
devem ser convertidos em centiMorgans, unidadeaupath distancia entre locos em
mapas genéticos, em homenagem a Thomas Hunt Mqugaestabeleceu a relacdo em
freqUiéncia de recombinacéo e distancia entre J&RB-FITHS et al., 2006).

Assim, as funcbes de mapeamento transformam agfme@s de recombinacéo
em distancias aditivas. As principais sao a furdgélaldane (HALDANE, 1919), que
admite que a ocorréncia de permuta se da na aaséadnterferéncia. A funcéo de
Kosambi (KOSAMBI, 1944) admite a ocorréncia de pgiam proximas como eventos
nao independentes. Esta funcdo admite interferérmmenpleta entre regides
arbitrariamente préximas, que decresce com o awndatdistancia, sendo nula para
locos independentes (SCHUSTER & CRUZ, 2008; HANZIQ8). Desta forma, torna-
se mais apropriado o uso desta funcdo de mapeameanao se trabalha com marcas
distribuidas ao longo do genoma, como é o casoalleatiores moleculares.

Mapas de ligacdo vém sendo feitos para vérias iespée importancia cientifica
e/ou econbmica. A construcdo desses mapas envmva, cada espeécie, diferentes
populacdes de mapeamento, tipos diferentes de duaesa com diferentes estratégias

de mapeamento, incluindo o uso de programas estasisofisticados. Estes sdo os
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principais pontos para a construgdo de um mapatigene devem ser definidos de

acordo com as caracteristicas e o objetivo de jpesiguisa.

2.5. Identificacdo de QTL

Uma importante utilidade dos mapas genéticos é¢,dsemaa, 0 mapeamento de
genes e QTL. A partir do mapeamento de QTL € peksitudar a base genética dos
caracteres complexos (PATERSON, 1995). Do pontovigla do melhoramento, é
interessante que 0s mapas genéticos possam seletammgmte mapeados indicando a
localizac&o de genes e QTL, sejam eles para nesiaté pragas e doencas, desempenho
agrondmico, adaptabilidade, sindrome da domesticapdalidade, ou qualquer outro
carater importante. Estas informac¢des podem selasdanto para a obtencéo de novas
cultivares pela sele¢do assistida por marcadotes)tq no auxilio aos melhoristas na
melhor compreenséo dos efeitos e modo de acdmdas tontrolando os caracteres de
interesse (HANAI, 2008).

Com o mapa de ligacdo e a andlise fenotipica derrdetados caracteres é
possivel identificar regides genbmicas que estdooleidas no controle de
caracteristicas complexas, denominadas QTL. Pswaas dados obtidos tanto do mapa
genético quanto das analises fenotipicas, deveravediados assim, irdo fornecer as
posicdes, a magnitude dos efeitos de cada regi@diear as interacées génicas entre
elas. Dentre os programas mais utilizados pardfiestestao QTLCartographer vs.2.5 —
WiIinQTLCart (WANG et al., 2005) e QGENE 3.05 (NELSQI997).

As analises de deteccdo de QTL vém avancando rid@ee aumentar a
precisdo dos testes estisticos e com isso aumantamfiabilidade nos resultados
encontrados. Inicialmente, os QTL eram identifisagpor uma relagéo direta entre o
genotipo de marcadores dos individuos da populaionapeamento, com suas
caracteristicas fenotipicas. Este método € denawmiAaalise por Marcas Individuais
(SMA), podendo ser baseado no método de maximassiemdhanca, ou ainda em
analises de regressao linear (LYNCH & WALSH, 19968HUSTER & CRUZ, 2008).

Com o passar do tempo, novas metodologias foranhosgeradas, objetivando
suprir as falhas da SMA. O primeiro avanco foi patglo de analisar a existéncia de
QTL a cada intervalo entre dois marcadores, acsim@a cada um Unico marcador.
Assim surgiu o Mapeamento por Intervalo (LANDER &BSTEIN, 1989).
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O mapeamento por intervalo (IM) permite percorrgieaoma sistematicamente
em busca de QTL, usando a informacdo das maraagugadoras ao intervalo, como
fracdo de recombinacdo e posicdo genbmica, paraagsh presenca e magnitude de
QTL. Assim, também é possivel fazer inferénciasresoh posicdo dos QTL
identificados. Uma desvantagem deste método é agmesoQTL, fora do intervalo em
guestdo, ndo sao considerados (LANDER & BOTSTE®S89).

ZENG (1994) propd6s o Mapeamento por Intervalo CastpdCIM). Nesse
método, as estimativas de locais e efeitos do QAd iedividualizadas, assim uma
regido ndo influencia na analise de outra regidQke. Isso é realizado pelo uso do
método de regressao multipla, o que reduz a vasidesidual entre os locos e aumenta,
portanto, o poder de deteccdo de cada QTL e asprecia estimacdo de seus efeitos
(ZENG, 1994; JANSEN & STAM, 1994).

Com isso é possivel construir um modelo para cad&®o do genoma, sendo
testadas a significancia dos efeitos aditivos daiminancia de cada modelo através de
maxima verossimilhnanca e LODscore. Para cada ewpatdo de mapeamento, um
grande numero de testes € realizado, a signifiadgmi cada caso pode ser obtida por
varios métodos, sendo o teste de permutacdo o mdisado (CHURCHILL &
DOERGE, 1994; ZENG, 1994).

Outro método denominado Mapeamento por Mudltiploterimlos (MIM),
proposto por KAO et al. (1999), incorpora a epista® modelo e considera multiplos
intervalos simultaneamente. O método baseia-selegd® e comparacdo de modelos, é
dividido em quatro componentes: avaliacdo, procestimacao e predicdo. Para isso €
gerado um pré-modelo para cada analise atraveggitessdo multipla e selecédo de
cofatores, assim como na andlise CIM. Contudo,aagarumero de QTL e as possiveis
interacdes entre eles sdo considerados parametrasatise, o que permite eliminar os
resultados ndo significativos. Assim, o modelo @eteado segue para efetiva analise
dos QTL com estes “novos” parametros, definidodama real pelas analises dos
dados. Este procedimento é repetido diversas vetésjgue ndao hajam QTL pouco
significativos para serem eliminados das analiPesta forma, este método torna-se
mais vantajoso por proporciona maior eficiénciar@cigdo na busca por QTL e suas
interacoes.

Atualmente, devido as suas vantagens, o método ¢ W¢m sendo mais
indicado para busca de novos QTL, principalmentespa preciséo estatistica, que leva

resultados mais eficientes, inclusive no uso deQ3d¢sem estudos de sele¢ao assistida.
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Contudo, o método mais utilizado em diversos tratmliainda € o CIM, que também
vem servindo de maneira adequada aos interessegsedqaisadores (MAXWELL et
al., 2007; SABADIN et al., 2008).

2.6. Mapeamento com Marcadores Moleculares em Fega

O feijdo comum € uma espécie dipldide (2n=22) cam genoma pequeno,
proximo de 637 Mb (ARUMUGANATHAM & EARLE, 1991), presentando
aproximadamente 1200 cM (VALLEJOS et al., 1992)tr@iestudos indicam que 60%
do genoma do feijoeiro € composto por sequénciasddm simples (TALBOT et al
1984). Essas caracteristicas simplificam a deteagéomarcadores moleculares
distribuidos ao longo de todos 0s cromossomos, & apumenta a possibilidade de
localizar locos associados as caracteristicas iatards (QTL), pois € possivel se
obterem mapas genéticos altamente saturados.

Ha mapas genéticos para feijdo comum publicadoditeratura, mas nenhum
completamente saturado com microssatélites (BAS$89]; VALLEJOS et al., 1992;
NODARI et al., 1993; ADAM-BLONDOM, 1994JUNG et al., 1996; BAI et al., 1997,
ARIYARATHNE et al., 1999; FREYRE et al., 1998; BLRlet al., 2003; HANAI,
2008). O mapeamento genético do genoma do feijéairoiciado com a publicacéo do
primeiro mapa de ligacéo, o qual foi baseado entad@mres morfoldgicos e isoenzimas
(BASSET, 1991). Posteriormente, foram produzidogasagenéticos baseados em
marcadores RFLPREstriction Fragment Lenght PolymorphisnBOTSTEIN et al
1980) (VALLEJOS et a) 1992; GEPTS et al., 1993; NODARI et al., 1993; /D
BLONDOM et al., 1994)

O mapa consenso de ligagdo —r&dap foi detalhadamente descrito por
FREYRE et al. (1998). E baseado em 550 marcadowsecmares, principalmente
RFLPs e RAPDsRandom Amplified Polymorphic DNANILLIAMS et al., 1990; BAI
et al., 1997; FALEIRO et al., 2003), que foram eeqgins na populacao de linhagens do
tipo RIL do cruzamento de ‘BAT93’ x ‘Jalo EEP558J). Algumas regides nao
apresentaram saturacao, como por exemplo, os g@ppG3, G8 e G10, havendo
discrepancias com mapas anteriores. Por estesasptem-se buscado a integracdo dos
novos marcadores moleculares, principalmente nsatéBtes, a este mapa consenso
(YU et al, 2000; BLAIR et al, 2003; BLAIR (a) et al 2006; GRISI et al., 2007).
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Essa populacdo de mapeamento é segregante paral@imiosaico do feijoeiro,
ferrugem, mancha angular, antracnose e crestanbacteriano comum (FREYRE et
al., 1998). Entretanto, a populacdo BJ apresegtarals limitacdes. Tem um tamanho
amostral pequeno, € formada por 75 linhagens entiog8, tornando a producdo de um
mapa altamente saturado impossivel, uma vez qudel%acdo de recombinacdo, ou
seja, 1 cM implica em 1 recombinante para cada ih@®/iduos. Assim sendo, a
possibilidade de ter uma linhagem recombinante @ &% para a populacéo BJ. Além
disso, os genitores ndo apresentam divergénciavpaes caracteristicas de interesse da
cultura, como resisténcia a estresses hidricaycsantre outros.

GRISI et al (2007) adicionaram novos marcadores SSRE€@@ Map (BIC,
2009) de feijao, totalizando 199 marcas SSR emrdfog de ligacdo, com 1358 cM e
distancia minima de 7,23 cM entre duas marcas.eNegsmo trabalho, também foi
produzido um mapa, somente com marcadores micéigssat com populacdo BJ
(mapacore). O mapa possui no total 606,8 cM e 123 SSR maseah 12 grupos de
ligacdo devido a fragmentacdo do grupo B7 em BBé@xe

Marcadores microssatélites tem sido uma Otima rfegrda ndo sé para o
mapeamento genético. Devido as vantagens a elexiadas varios grupos tém
desenvolvido SSRs para feijao comum (YU et al. 912900; GAITAN-SOLIS et al.,
2002; METAIS et al., 2002; BLAIR et al., 2003; GURR-SANZ, 2004; BLAIR et al.,
2008; BLAIR et al., 2009). Inclusive, grupos na@mtém se destacado nesta busca
(CAIXETA et al., 2005; BUSO et al., 2006, HANAI &k, 2007; CAMPOS et al., 2007;
BENCHIMOL et al., 2007; GRISI et al., 2007; CARDOSD al., 2008; HANAI(a),
2008).

2.7. Antracnose e Fontes de Resisténcia

A resisténcia a doencas pode ser avaliada de dwawmimas: qualitativa
(presenca ou auséncia de infeccdo) e quantitatesiriCdo ao desenvolvimento do
patdgeno).

Portanto, a classificacdo da resisténcia a doepgds ser baseada em duas
categorias denominada vertical e horizontal (ROEBINS1976;PARLEVLIET, 1979).
Resisténcia horizontal aquela efetiva para todas as racas de um patdgemambém
denominada resisténcia geral, de campo, ndo-em@eaiti quantitativa. A resisténcia
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vertical € aquela efetiva para ragas especificas de umeuaidg também denominada
resisténcia especifica, ou qualitativa.

No caso da resisténcia vertical, a resisténciagsibdcdade de planta € em
funcdo da interacdo entre os genes que conferastéresa raca-especifica (genes R)
da planta e que atuam diferentemente com o gendbppatogeno (racga fisiologica).
Essa interacdo é modulada pelo ambiente, de acordaa teoria gene-a-gene (FLOR,
1971). Segundo esta teoria, para cada gene quereartisténcia ao hospedeiro, existe
um gene complementar no patégeno que condicional@ncia.

Dentre as doencas do feijoeiro, a antracnoseadayselo fungdolletotrichum
lindemuthianumSacc & Magnu® uma das mais importantes, devido a sua ocorréncia
nas trés épocas de cultivo, causando, assim, uhgde na producdo e na qualidade
dos grédos produzidos (CHIORATO et al., 2006). OOgamho caracteriza-se por
apresentar uma grande variabilidade, com mais fGerdghs fisioldgicas identificadas
em todo mundo (PADDER et al., 2007).

A antiga classificacdo da variabilidade patogérdeaC. lindemuthianunera
representada pelos grupda, Beta, Gama, DeltaMexicano |, Mexicano I, Brasileiro
| e Brasileiro Il, e as ragas fisiologicas dentestes grupos delfa, Alfa BR, Epsilon,
Eta, Gama, Delta, Teta, Lambda, Capa, ,Mliexicano |, Mexicano Il, Brasileiro |,
Zeta Brasileiro Il eSigma A partir de 1998, um novo sistema de classificagé
namero binario foi proposto na primeira Reunidorn@tAmericana de Antracnose do
Feijoeiro realizada em Cali (Coldmbia — CIAT, 199QJeixando-se a antiga
denominacdo usada desde 1918 (CARBONEL et al. 18895acordo com YOUNG et
al. (1998), a raca fisiolégica do isolado € deteada através da somatoria dos valores
binarios da reacdo de suscetibilidade das varisddiflerenciadoras. Assim, determina-
se cada raca fisiolégica do patégeno. Como por pkera isolado Peru (Tabela 1) que
recebeu a denominacdo de sua raca fisiologica c@pa 6 pois duas das doze
variedades de feijdo diferenciadoras da antracforaen suscetivel a esse isolado. Os
cultivares suscetivel ao isolado Peru (raca 6)mioca MDRK (Michigan Dark Red
Kidney) que tem o valor binario estabelecido dea2aailtivar Perry Marrow com valor
binario de 4. Somando os valores binarios de calfi@ar suscetivel ao isolado testado
é possivel definir a raca do isolado.
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Tabela 1 Lista dos doze cultivares diferenciadores paraemtificacdo da raca
fisiologica paraC. lindemunthianumcom os respectivos valores binarios e dois

exemplos de isolados (Beraldo, 2007).

ordem Cultivares Valor Binario Exemplo de isolado
Diferenciadoras Peru Costa Rica

1 Michelite** 1 R S (1)

2 MDRK* 2 S (2) R

3 Perru Marrow* 4 S (4) R

4 Cornell 49242** 8 R S (8)

5 Widusa* 16 R S (16)

6 Kaboon* 32 R R

7 México 222** 64 R S (64)

8 Pl 207262** 128 R S (128)

9 TO** 256 R S (256)

10 TU** 512 R R

11 AB 136** 1024 R S (1024)

12 G 2333** 2048 R S (2048)
Racd 6 3545

1 A designacdo das racas é obtida pela soma doeesdbinarios das cultivares
diferenciadoras suscetiveis; * Genétipo Andino3#&notipo Mesoamericano.

Os sintomas séo visiveis em todas as partes ddaplanicialmente com
pequenas manchas marrons escuras e posteriormegitashem estagio avancado,
podendo causar necrose dos tecidos proximos asrasrglas folhas ou caules. Quando
a fonte da infec¢do é a semente, os primeirosrsag®sao lesdes necroéticas nas folhas
cotiledonares. Esses sintomas séo facilmente dad®svnas vagens, depreciando
drasticamente o produto para comercializacdo (Rigdr Em condi¢cdes ambientais
favoraveis, ocorre a formacédo de uma massa deasspom coloracao rosada, no meio
das lesGes. Se a infeccdo for severa as vagens cloggam a murchar e secar. Quando
a infeccdo atinge as sementes, é possivel obdesdas deprimidas de cor marrom e
freqientemente apresentam-se sem pigmentacao.dvdésmento dos sintomas da
antracnose acontece, principalmente, em regideendperaturas entre 13°C a 27°C,
com alta umidade relativa do ar e quando ocorréliragdo de sementes infectadas
pelo patégeno, sendo que as perdas podem cheg@0% (MEDEIROS, 2004;
BERALDO, 2007).

A disseminacdo da doenca pode ocorrer por meioedpingos de chuvas,
ventos, implementos agricolas, homem, insetos @sv@utros agentes, sendo que a

maior fonte de indculo, do ponto de vista epidedgalo, é representada pelas sementes

21



infectadas. Essas sdo responsaveis pela dissemidagibbenca em longas distancias. A
sobrevivéncia do fungo de uma estacdo para a ootrae em restos de cultura e tem a
capacidade de sobreviver por um, ou dois anos (ZBYER & THOMAS, 1957apud
DAVIDE, 2006). O fator limitante para o controle @datracnose no feijoeiro é a
existéncia de um grande numero de raca€.déindemuthianunfdiferentes patotipos,
com diferentes tipos, ou numeros de genes de émiial).

Figura 1. Sintomas de antracnose causando pelo fhdmdemuthianunem feijdo. A
esquerda sintomas em uma folha e a direita vagemsggomas.

Fenbmenos como mutacdo, recombinacdo sexual, tsosR fatores
citoplasmaticos e o polimorfismo cromossdmico s@sponsaveis pela grande
diversidade em fungos. Ambas as formas do pato@eritospdrica e meiosporica)
possuem ampla variabilidade genética, que saoedif@adas por meio de estudos de
patogenicidade em plantas hospedeiras. Ha varialgheso de populacdes selvagens de
fungos que ndo apresentam ciclo sexual na natuHZzgambém muitos relatos de
variabilidade em isolados monospdéricos, quando ic@hte cultivados em laboratorio
(ROCA et al., 2004).

Mais de 13 genes condicionados a doenca da ansegpelo patégen€.
lindemuthianumja foram identificadosCo-1 ao Co-13. Dentre os genes descritos,
somente aco-8 foi caracterizado como recessivo. Todos os eugenes identificados
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até o momentaCo-1, Co-2, Co-3, Co-4, Co-5, Co-6, Co-7, Co-9, Co-10,Co-11,Co-12
e Co-13, foram caracterizados como tendo agédo géninandmte. OCo-1, Co-3 e 0
Co-4, apresentam variantes alélic8s{L, Co-1, Co-1, Co-1%, Co-1°, Co-3, Co-3%, Co-
4,Co-4% Co-4% (BERALDO, 2007; GONCALVES-VIDIGAL et al., 2009).

Estudos de mapeamento tém mostrado que os gemnesisténcia a antracnose
estdo localizados em diferentes grupos de ligaGéd © locoCo-1 foi localizado no GL
B1; Co-2 no B11;Co-3 Co-9 eCo-10no B4Co-4 no B8;Co-5eCo-6 no B7 e os locos
Co7,Co08, Co11,Co12 eCo-13 ainda nao foram mapeados (GEFFROY et al., 1999;
MIKLAS et al., 2000; KELLY & VALLEJO, 2004; GONCAL¥S-VIDIGAL &
KELLY, 2006; MENDEZ-VIGO et al., 2005; MAHUKU & RISCOS, 2004;
RODRIGUEZ-SUAREZ et al., 2007; GONCALVES-VIDIGAL al., 2008 e 2009).

Os poolsgénicos do feijdo parecem ter sofrido co-evolugd@m populacdes de
patdgenos locais, tanto que acessos depomhgénico sdo geralmente susceptiveis as
racas de patdogenos da mesma regido, mas moderddanematentes aqueles oriundos
de outro centro de diversidade. Este fendbmeno teim gbservado para o fungo
causador da antracnogeolletotrichum lindemuthianunem feijao (BALARDIN &
KELLY, 1998; GEFFROY et al., 1999; ALZATE-MARIN etl., 1999; CHIORATO et
al., 2006).

O melhoramento genético do feijoeiro busca ferraagergue agilizem a
transferéncia de genes que confiram caracteristieaateresse, como a resisténcias a
antracnose, para as cultivares elites, objetivasdegurar o desempenho e estabilidade
em campo destas cultivares e garantindo a aceitiggiprodutores (XU & CROUCH,
2008).

A localizacdo de marcadores microssatélites ligaa@genes de resisténcia a
antracnose auxilia a realizacdo de programas @eg&elassistida por marcadores, ou
ainda estudos de mapeamento fino e/ou clonagenci@asi. O aprofundamento no
entendimento dos mecanismos de resisténcia deeif@ij@ tal patdbgeno leva a uma
maior compreensao da interacdo patdgeno — hospexldos tipos de interacdo entre os
genes envolvidos neste processo de resposta acdofepelo agente causal da

antracnose.
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Tabela 2 Genes de resisténcia a antracnose com suas fdetagsisténcia, 0s
respectivogool génico e grupo de ligacao @ore Map(BIC, 2009; GONCALVES-
VIDIGAL et al., 2008; GONCALVES-VIDIGAL et al., 209).

Gene  Fonte Resisténcia  Pool génico GL

Co1l MDRK

Co-1? Kaboon

Co1® Perry Marrow Andino B1

Co-1* AND227

Co1° Widusa

Co2 Cornell 49242 MA B11

Co3 Mexico 222

Co.3? MA B4

Co4 TO

Co-4? SEL1308 MA BS

Co-4® Pl 207262

Co5 TU MA B7

Co-6 AB 136 MA B7
HI

Co7 G 2333 MA NA

co-8 AB136 MA NA

Co9 BAT93 MA B4

Co-10 Ouro Negro MA B4

Co11 Michelite MA NA

Co-12 Jalo Vermelho Andino NA

Co-13  Jalo Listras Pretas Andino NA

NA — Nao avaliado; MDRK — Michigan Darle&Kidney;MA — Mesoamericano;

2.8. Mapa Genético ‘IAC-UNA’ x ‘CAL-143’ (UC)

Uma populacdo de mapeamento tipo RIL foi elabonaela cruzamento dos
genitores ‘IAC-UNA’ e ‘CAL 143'. A variedade ‘IAC-DA’ é resistente a antracnose,
e suscetivel a mancha-angular. E a linhagem ‘CAR #4suscetivel a antracnose, e
resistente a mancha-angular. Essa populacdo deamapt € contrastante para outros
fatores bidticos e abidticos, como hébito de cresnio, producéo de gréaos e resisténcia
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a ferrugem (OBLESSUC, 20009; CAMPOS, 2009). Um deanimero de SSRs foi
obtido (488 locos) com a parceria entre o grup@ekrjuisa do Instituto Agronémico
(IAC) — Laboratorio de Biologia Molecular e o Centde Biologia Molecular e
Engenharia Genética (CBMEG). Os pares piieners correspondentes a cada SSR
foram desenhados a partir de duas bibliotecaswauidas, uma para ‘CAL 143’ e outra
para ‘IAC-UNA’ (BENCHIMOL et al., 2007; HANAI et a 2007; CAMPOS et al.,
2007; CARDOSO et al., 2008; OBLESSUC, 2009; CAMP@®)9; CAMPOS et al.,
2010). O polimorfismo observado para os genitdegpopulacdo de mapeamento UC
com 0s microssatélites desenhados pelo grupo dpiipasfoi de 34% (165 SSRS).
Foram utilizados 260 microssatélites obtidos dediura com 38% (99 SSRs) de SSRs
polimérficos para os genitores ‘IAC-UNA’e ‘CAL 143YU et al., 2000; GAITAN-
SOLIS, et al., 2002; MURRAY et al. 2002; Blair ¢t 2003; GUERRA-SANZ, 2004;
CAIXETA et al., 2005; BUSO et al., 2006; GRISI &t 2007; HANAI et al., 2007). No
total, 264 locos polimoérficos foram utilizados nangtipagem das 380 linhagens
endogamicas, 247 apresentam padrdo nitido de bhandaslando 93,5% de
aproveitamento.

De forma geral, o mapa genético UC (Figura 2A e @&n a parceria entre
grupo de pesquisa do Instituto Agronémico (IAC)abbratério de Biologia Molecular
e Centro de Biologia Molecular e Engenharia Gea&ti€BMEG) mostrou-se robusto,
sendo mantidas apenas as marcas com alto grawnfigbdalade em relacdo ao grupo
de ligacdo e posicdo de mapa. CAMPOS et al. (2@Mliveram um total 198
marcadores microssatélites distribuidos em 11 grufeoligacdo, totalizando 1.864,2
cM, com densidade média de mapa de 9,4 cM entreasialanto 0os microssatélites
com segregacdo Mendeliana esperada de 1:1, consenossegregacdao Mendeliana
foram utilizados na constru¢cdo mapa UC. Do totaihndecadores mapeados, apenas 5,6
SSRs/Grupo de Ligacdo, em média, foram ancoraddsando uma boa distribuicdo
dos marcadores que n&do haviam sido mapeados amteni®, tanto produzidos por
NOSSoO grupo como os obtidos de literatura. Estedestadicionou nova informacéo aos
estudos de identificacdo de QTL, fornecendo infgdowade mapa para 134 novos
marcadores microssatélites nunca mapeados anteritgm

CAMPOS et al. (2010) constataram que o0 grupo dacdig que apresentou
maior saturacado foi o B2, com 37 marcas ligadae Esultado era esperado, pois este
também foi o maior grupo encontrado nas analisesmdpa consenso de feijao
(FREYRE et al., 1998). Posteriormente, GRISI et(2007), também identificaram o
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grupo B2 como sendo o maior, com 26 marcadoresidgiadentre eles 15 SSRs,
totalizando 224,3 cM para este GL, valor préximos 875,2 cM encontrados no mapa
UC. Consequentemente, este também foi o grupo caiormmumero de locos
ancorados (12 SSRs) para obtencdo do mapa UC.

O grupo com a maior distancia de mapa foi o B7, 83®4 cM e um total de
26 SSRs ligados. Este grupo apresenta uma distgramae (36,6 cM) entre os locos
SSR-IAC06 e SSR-IAC64. Esta distancia é coerendéodicamente, pois os locos
posicionados antes da marca SSR-IACO06 tiveram delvisegregacao para alelos do
genitor Andino, em quanto que os locos localizadosteriormente a marca SSR-
IAC64 apresentaram desvio para o alelo do genitesddmericano. Este resultado é
robusto, uma vez que um loco com desvio de segiiegaade levar a distor¢ao de locos
vizinhos no cromossomo (XU, 2008). Este tipo deeolm;do acontece também nos
grupos B2, B3, B9 e B10, onde os locos com deseicseregacdo se encontram
agrupados de acordo com o0 genitor para o qual eisge maior niumero de alelos
(OBLESSUC, 2009; CAMPOS, 2009; CAMPOS et al., 2010)

Entretanto, o mapa UC contém airgipsnos grupos de ligacdo B1, B2, B4 e
B9, e o grupo B8 foi dividido em B8a e B8b. Portargara que o mapa UC torne-se
ainda mais informativo e robusto, é interessarnttgmr outros marcadores moleculares
aos grupos de ligacdo, empreendendo saturacdo da gemético. Desta forma foi
possivel identificar marcadores moleculares ligagldecos de interesse agrondémico,
como por exemplo, os de resisténcia a antracnasesHocos de interesse, mapeados
tornam-se Uteis para programas de selecdo asgistidaarcadores a fim de piramidar

de genes de resisténcia a doencas.
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Figura 2A. Mapa genético UC para feijdo comum com os grufgtigacdo Bl, B2,

B3, B4 e B5, derivado das analises de ligacdo emagcadores microssatélites

genotipados na populacédo segregante ‘IAC-UNA’ x ECI3’. Os locos previamente

mapeados em outras populacdes e ancorados encedranblinhados. (*) locos com

desvio de segregacao para o alelo do genitor And@AL 143’). (**) locos com

desvio de segregacdo para o0 genitor MesoamericdAC-UNA’). Nivel de
significancia de 5% (OBLESSUC, 2009; CAMPOS, 2008MPOS et al., 2010).
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Figura 2B. Mapa genético UC para feijdo comum com os grumsigacdo B6, B7,
B8a, B8b, B9, B10 e B1l1l, derivado das analises igacdo entre marcadores
microssatélites genotipados na populacdo segregex@eUNA’ x ‘CAL 143'. Os
locos previamente mapeados em outras populacbesicerados encontram-se
sublinhados. (*) locos com desvio de segregacéa @alelo do genitor Andino (‘CAL
143’). (**) locos com desvio de segregacdo paraeaitgr Mesoamericano (‘IAC-
UNA’). Nivel de significancia de 5% (OBLESSUC, 20@RAMPOS, 2009; CAMPOS
et al., 2010).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1. Populagéo de Mapeamento ‘IAC-UNA’ x ‘CAL-143'(UC)

Dentre as linhagens presentes no Banco de Germuplado Instituto
Agrondmico, foram escolhidas como genitores da lagdo de mapeamento a ‘IAC-
UNA'’ e a ‘CAL 143, por serem de grupos génicoselgentes. A variedade ‘IAC-
UNA’, tem sementes pretas, € resistente a antracedsm origem Mesoamericana. A
linhagem ‘CAL 143’ possui sementes rajadas de virongundo bege) tipo calima, é
suscetivel a antracnose e de origem Andina. Dasaonentos foram realizados, um no
qual a planta de ‘IAC-UNA’ foi a doadora de pol&diC-UNA’ x ‘CAL 143’), e outro
no qual a planta de ‘CAL 143’ foi a que doou o0s gts masculinos para fertilizacéo
da planta ‘IAC-UNA’ (‘CAL 143’ x ‘IAC-UNA"). Esta ndividualizacao foi apenas para
acompanhar possiveis efeitos maternos ao longgetagdes. O primeiro cruzamento
(‘IAC-UNA’ x ‘CAL 143’) originou 9 vagens, com unotal de 31 sementes. O segundo
(‘CAL 143’ x 'IAC-UNA") gerou 18 vagens, totalizamd58 sementes. Trés sementes F
representantes de todas as vagens, foram plantéadd®/ vasos separados, que por
autofecundacdo geraram as sementesABsim foram definidas as 27 familias da
populacdo de mapeamento. As plantaslé-primeiro cruzamento gerou 723 sementes
F, e as plantas do segundo cruzamento gerou 790 smrignEssas sementes foram
todas colhidas e plantadas em 9 vasos por faméi@jo sempre 3 sementes por vaso.
Assim, 729 sementes foram plantadas, por cicleooeivo de autofecundacéo, ou seja,
a cada geracdogH, Fs, Fs, até F, as sementes eram colhidas em conjunto por vaso
(método deBulK), das quais outras 3 eram plantadas em mais 8.vaso

Na geracao 4 foram abertas linhas endogamicas. As sementamfoolhidas
individualmente por planta e mantidas individuadas nos plantios seguintes, sendo
uma semente por vaso. Este procedimento foi maati&lé, onde tiveram suas folhas
coletadas, individualmente, para posterior extragddNA. Ao todo, foram obtidas
540 linhagens endogémicasHAnexo 1). Objetivando diminuir o numero de
individuos para a genotipagem foram amostradogoaiamente 380 individuos, que
representam as 27 vagens obtidas gnp&a compor a populagédo de mapeamento RIL
modificada, que é a base deste projeto de mapeament
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3.2. Extracao e Quantificagdo de DNA

Amostras de folhas de cada uma das 380 linhagemsnt@nantes fo e dos
genitores “IAC-UNA" e “CAL 143" foram coletadas. peis de congeladas em
nitrogénio liquido, as amostras foram liofilizadasnoidas. Em seguida, foi feita a
extracdo do DNA de acordo com a metodologia do C'BaBcrita por HOISINGTON
et al. (1994).

A quantificacdo do DNA final das 380 linhagensfmta em gel de agarose 1%
por comparacao de intensidade das bandas com aagpddrfago. (Invitrogen). Foram
utilizadas concentracdes de 25 ng a 250 ng do pasibéhando-se 25 ng a cada poco de

aplicacao.

3.3. Caracterizacdo dos Microssatélites

Cada par derimer foi caracterizado quanto a temperatura ideal ddaarento
para PCR. As reacdes de amplificacdo foram realzadm 30 ng de DNA, 1U dag
DNA polimerase, 1,5 mM de cloreto de magnésio, 0yi@ de cada dNTP, 0,8
pmol/juL de cadgprimer (direto e reverso) e 1x de tampé&o da enzima, mlome total
de 15uL.

As amplificacbes foram realizadas em gradienteedgératura, de acordo com
as seguintes condigdes: 1’641 min; 2) 94C, 1 min; 3) temperatura de anelamento
(Ta) de 45°C-56°C ou 56°C-65°C por 1 min.; £C72 min, 5) volta ao passo 2 por 30
vezes; 6) 72 por 5 min.; 7) 1%, incubacéo final. Também o prograauchdown
em alguns casos, foi utilizado em termocicladorgsQyicler e Icycler (BioRad).

Apos a amplificacdo, os microssatélites foram \lizados em gel de agarose
3%, onde foi possivel definir a Ta ideal para cana Em seguida o produto de PCR
gue apresentou maior especificidade, com padraorde banda Unica, foi visualizado
em gel de poliacrilamida 6% corado com nitrato #gp(CRESTE et al., 2001).

Os géis de acrilamida 6% foram feitos a partir daggio de poliacrilamida 6%
(150 mL de acrilamida 40%, 420 g de uréia, 200 mI'BE 5X, volume completo para
1L) filtrada e polimerizada por aproximadamentec@m 960uL de PSA (Persulato de
Amoénio) e 50uL de TEMED. Apo6s aquecimento do gel em cuba derafteese
(Nucleic Acid Sequencing Systems — CBS Scientifigp@oy,INC) por 1h a 200 W, 5
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uL de cada uma das linhagens foram aplicadas nassppgeparados a partir de D
de produto de PCR comi de formamida, em 8 entradas de 48 amostras porAve
corrida foi de aproximadamente 5h a 50 W e 800 990

3.4. Inéculo deCoalletotrichum lindemuthianum Sacc & Magnus e Avaliacao de
Patogenicidade

As sementes das 380 linhagens foram germinadasapet walha especial para
germinacao (germitest) em BOBidchemical oxygen demana 25 °C por trés dias. Ao
terceiro dia, essas sementes foram transplantades @aixas com vermiculita
autoclavada e permanecendo em casa de vegetacaeipalias, para entdo, as caixas
com plantulas serem levadas para a sala de in@wulegm umidade e temperatura
controlada.

O isolamento do fung@olletotrichum lindemuthianumaca 04, 38, 55 e 2041
foi realizado em meio BDA + antibiético (batata-ttese-agar + tetraciclina a 250
ppm), mediante o plaqueamento da suspensdo deosspar agua estéril, obtida de
lesBes individuais de folhas e vagens infectadas.

Para avaliar a resisténciaColletotrichum lindemuthianunsacc & Magnus, a
inoculacdo por pulverizacdo em ambas as superfiitibares (concentracdo 10
esporos/mL) foi feita em plantas com 7 dias poésageacdo. O indculo foi produzido
através do cultivo do fungo em meio de MATHUR, ondasolados foram incubados a
22°C (+1°C), no escuro, durante 8-10 dias.

As avaliacbes foram feitas em casa de vegetacaa@ardicOes estaveis de
temperatura (23°C) e umidade (95-100%, nas prisdigh), com fotoperiodo de 12h.
Para minimizar possiveis erros humanos e variagémeatal, foram feitas 4 repeticbes
para cada raca de antracnose testada, em cadgaegdetam avaliadas 4 plantas por
genotipo. Para cada repeticao, foi feito um soe@caso da ordem dos individuos da
populacdo de mapeamento, essas sementes foramdsspareviamente para evitar erros
na hora de germina-las.

A avaliagéo da severidade foi efetuada entre 7 didOpela escala de notas do
CIAT (1995). A escala € composta de nove grause @andrau 1 representa a auséncia
de sintomas visiveis da doenca e o grau 9 repeessaits de 80% da area foliar afetada.
O indice de doenca foi calculado usando a form@aMCKINNEY (1923), que
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exprime a porcentagem do indice de doenca (PDDaé&ap 1). O PDI é proporcional a
média ponderada das notas, pois corresponde a emtéd ela e a nota maxima da
escala adotada (CZERMAINSKI, 1999; FUNIKO et alo08; ANAND et al., 2009;
ANAND et al., 2010).

Equacdo 1: PDI =100 x L [(f X V) = (n xX)]

f = numero de plantas

I = nota

1n = numero total de plantas

X = nota maxima

3.5. Construcéo e saturacdo do Mapa Genético UC

A partir do mapa genético UC (item 2.9 da revisaditgratura — OBLESSUC,
2009; CAMPOS, 2009; CAMPOS et al.,, 2010), com o ilauxdo programa
MAPMAKER/EXP v. 3.0b (LANDER et al., 1987; LINCOLMt al., 1992) utilizando
um valor de limite de deteccdo (LODscore) de 3Jjina distancia maxima de 37,5 cM,
foi feita a construcdo do novo mapa UC saturadan@sadores ja mapeados no mapa
genético UC foram ancorados com uso do comandbore a distancia entre cada dois
SSRs foi determinada usando analise “Multipont@lppcomando rhagd, definindo o
frameworkde cada grupo de ligacao.

Foi feito o teste de segregacdo dos novos marcadB&Rs utilizados na
saturacdo do mapa UC foram submetidos ao testegiegacaoX’) e foi empregada a
correcdo de Bonferroni. Essas andlises foram eslliz com o uso do programa “R”
(version 2.5.1 —-The R Foundation for Statistical Computing007). Todos os
marcadores foram usados na construcdo do mapaiagertesses marcadores, foram
inseridos um a um pelo comantioy” , checando a posicdo mais favoravel a cada
insercdo de uma nova marca. Para refinar as asaliseneiro foram testados os
marcadores mais informativos, que n&o apresentacwsvio de segregacao.
Posteriormente, foram testados os SSRs menos iafios e/ou com desvio de
segregacao. As seqiéncias finais foram verificpgés comando ripple”, com janela
de 6 marcas.

Por fim, a distancia entre cada dois SSRs foirdetada usando anélise

“Multiponto”, pelo comando rhag, definindo oframeworkde cada GL. A converséo
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da frequéncia de recombinacao para centiMorganteitai utilizando-se a distancia de
mapeamento de Kosaml@. desenho do mapa de ligagéo foi feito com usordgrama
MapChart 2.2 (Voorrips, 2002), com auxilio do Addtetoshop 7.0 (Microsoft).

3.6. Mapeamento de QTL de Resisténcia a Antracnose

A partir do mapa genético UC saturado gerado pelpNaker/EXP e dos dados
fenotipicos da populagdo de mapeamento, as anplsasdentificacdo de locos ligados
a resisténcia a antracnose foi realizada pelo anogrQTL Cartographer vs.1.17
(BASTEN et al, 2005).

As notas de avaliacdo de resisténcia/suscetibéid#al populacdo UC foram
normalizadas com o auxilio do programa “R”. Os daflmam inseridos na forma de
vetor, gerando uma curva de padronizacdo pelo @atidtASS”, disponivel no
programa. O pico da curva)(foi utilizado na normalizacdo dos dados, sendinsia =
dado$ (dadosn sdo os valores das notas normalizadoss i os valores brutos). O
objetivo foi reduzir erros de imprecisao na ava@gisual dos sintomas foliares, uma
vez que as notas atribuidas aos diversos niveidetgdo sdo em escala linear.

As notas normalizadas de cada raca fisiologicaajuahte com o arquivo de
mapa gerado pelo MapMaker foram convertidos a waoguide leitura do
QTLCartographer pelos programas Rcross e Rmapectgamente. O mapeamento
dos QTL foi feito individualmente para cada ragiolbgica da antracnose.

Em seguida foi realizada a analise de mapeameitdanEodo CIM (modelo 6
— Zmapqtl). O modelo baseia-se na hipétese de queQdL envolvido em uma
caracteristica esta localizado em um intervaloeedtis marcadores adjacentes a este
QTL. As marcas ligadas a QTL provaveis, fora dervalo em andlise, foram tomadas
como covariaveis do modelo. A evidéncia de QTLvimificada a cada intervalos de 1
cM e janela de 10 cM, através de estatisticas d@nmaaverossimilhanca (LRT). A
conversdao dos valores de LRT para LOD foi reladanatravés da formula:
LOD=0.2172*LRT. Os cofatores utilizados na analde CIM foram obtidos com
emprego do método de regressao multiplapwisg com valor de significancia de 5%
(ZENG,1994).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Extragdo e Quantificagdo de DNA

As extracbes de DNAs dos 380 individuos, represéedadas linhagens
endogamicas da populagdo de mapeamento do tipogRitada a partir do cruzamento
entre ‘IAC-UNA’ x ‘CAL 143’ foi feita com a populé&ip em k. Os DNAs foram
visualizados em gel de agarose 1% para quantificdgd8 mesmos (Figura 3). Para a
quantificacdo dos DNAs das linhagens endogamicaiant feitos gel de agarose 1%,
contendo o marcador de peso molecular e o DNA ddwiduos na concentracao
original e sua concentragdo pela metade. Isso ddb fpara diminuir erro de
guantificacdo, principalmente para as linhagenstimpham alta concentracdo de DNA,
como € o caso do individuo 115 (Figura 3).
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Figura 3. Quantificacdo de DNA em gel de agarose 1%. Amgiras 10 amostras

correspondem ao marcador Lambda de 25 ng a 250M4. de amostras de feijao,

sendo uma amostra a cada dois pocos. O primeiro geccada amostra contém a
metade da concentracdo original e o segundo, aentracdo original. Os numeros
abaixo correspondem a cada linhagem da populagéo UC

4.2. Caracterizacdo de microssatélites e genotipagela populacdo de mapeamento

Para a saturacdo no mapa genético UC foram caractes 200 marcadores
microssatélites, além daqueles que ja haviam sigadas no mapa anteriores,
desenvolvidos pelo nosso grupo de pesquisa (CAM&GH, 2007; BENCHIMOL et
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al., 2007; CARDOSO et al., 2008) como também obtidi® literatura (YU et al., 2000;
CAIXETA et al., 2005; GRISI et al., 2007; BLAIR at., 2003; HANAI et al., 2007,
BLAIR et al., 2008; HANAI, 2008). Desse total, 1{B80%) apresentaram perfil
polimorfico para a populagéo UC.

Do total de SSRs caracterizados, 85 microssatéiitesla serie “ATs” (BLAIR
et al., 2008) os quais foram cedidos em aliqguotds Pesquisador Dr. Matthew W.
Blair (CIAT - International Center for Tropical AgricultureCali, Colbmbia) para o
teste de polimorfismo na populacdo UC. Os micresisatricos em ATs sao de dificil
amplificacdo (BLAIR, et al., 2008). Essa dificul@ahmbém foi observada no presente
trabalho, sendo que 36,4% (31) dos SSRs polim&fipara a populacdo de
mapeamento UC, destes apenas 48,3% (15) apresergadido de bandas nitidas para
leitura.

A estratégia para a caracterizacdo de todos osossatélites, tanto os
desenvolvidos pelo nosso grupo de trabalho comarosenientes de literatura,
consistiu em realizar testes de amplificacdo col8®Rs em gel de agarose 3% (Figura
4) e avaliar seu polimorfismo nos genitores da fag@o de mapeamento UC em gel de
poliacrilamida 6%. Apenas 0s microssatélites quesgmtaram polimorfismo entre 0s
genitores foram utilizados na genotipagem da pggolae mapeamento UC.

As 380 linhagens da populacdo de mapeameptioFam colocadas em ordem
crescente, sendo 48 amostras por linha, seguidasnd#os genitores como padréo de
tamanho dos alelos. Em um gel de poliacrilamidegrfofeitas até oito aplicacbes por
gel, possibilitando a visualizacdo de toda a pag@daem um Unico gel (Figura 5). A
utilizacdo de varias entradas foi muito importameis acelerou o tempo gasto para
cada SSR, facilitando a leitura dos géis e bardtearprocesso. As bandas foram lidas

em relacéo a presenca do alelo do genitor ‘CAL {ABou ‘IAC-UNA’ (B).
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Figura 4. Caracterizacdo dos SSRs em gel de agarose 3%rdaiEada em gradiente
nas temperaturas de 56°C a 45 °C. Para cada nmattbss os DNAs amplificados de
‘CAL 143, 'IAC-UNA’ e F 1, respectivamente, foram visualizados.
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Figura 5. Genotipagem das 380 linhagens da populacdo deanuamto UC, com o

microssatélite ATA3. Gel de poliacrilamida 6% awacom nitrato de prata com 8
aplicacfes. Cada linha contém 48 amostras alémNd @ um genitor por vez. “A”
referente ao genitor ‘CAL 143’ e “B” ao genitor GAUNA'.
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4.3. Saturacao do Mapa UC

O perfil de segregacao obtido para a populacao ajgeamento UC foi de 100
microssatélites. Foi feito o teste de segregac@oXVi considerando correcdo de
Bonferroni com auxilio do programa “R”. O nivel geobabilidade conjunta de erro
tipo | considerado foi dee® = 0,05. Como foram realizados um total de 298&tesh
valor da corre¢do de Bonferroni para cada um dieesle « = 1,68 x 107* Esse
namero total de SSRs (298) corresponde aos maeagédrmapeados no mapa UC
(198) (CAMPOS, 2009; OBLESSUC, 2009; CAMPOS et 2010) e aos novos (100)
qgue foram genotipados nesse trabalho. Todos os ddidwolos serdo referentes somente
aos novos marcadores que integrardo ao mapa U@adatuNo total, 64 marcas
apresentaram segregacdo Mendeliana esperada de 1:1.

Desta forma, foram identificados 36 locos com desle segregacdo. Do total
de SSRs com desvio de segregacéao, 44,4% apreserttasaio para o alelo do genitor
Andino, ‘CAL 143’, enquanto 55,6% dos SSRs apresant desvio de segregacao para
o alelo do genitor Mesoamericano, ‘IAC-UNA’. FREYRIE al. (1998), BLAIR et al.
(2003) e CAMPOS et al. (2010) também relataranedomom desvio de segregacao,
sendo encontradadustersde distor¢cdo para o alelo do genitor Andino nggrél,
assim como no presente trabalho. BLAIR et al. (2@ervaram tambéwiuster de
distorcdo para o alelo do genitor Mesoamericangnmpo B5, também foi visto por
CAMPOS et al. (2010) no mapa UC. Este mesieterfoi encontrado no mapa UC
saturado no presente trabalho. FREYRE et al. (1@9®pntraram preferéncia de
transmissdo do alelo do genitor Mesoamericano noB&Ltambém comprovado por
CAMPOS et al. (2010) e evidenciado, neste trabalbanapa UC saturado.

Os novos marcadores moleculares foram, entdodtsstam todos os grupos de
ligacdo conforme descrito no Material e Métododo pemandatry. Com isso, foram
integrados ao mapa UC, 46 novos SSRs (Figura 6B).e@s marcadores tiveram uma
boa distribuicdo (4,1 SSRs\GL) e todos os grupo&gdeédo tiveram novos marcadores
integrados, exceto o GL B8b (Tabela 3; Figura &&.grupos de ligacdo com o maior
namero de marcadores integrados foram os GL Bl,e®% oito SSRs em cada. Os
grupos que tiveram a menor quantidade de marcaduesgrados foram o B5 e B6,

com apenas um microssatélite integrado. O comptonteatal do mapa UC aumentou;
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passou de 1864,2cM para 2098,4cM. Porém, a demsitiédia do mapa diminuiu de

9,4cM para 8,6cM (Tabela 4). Isso indica o tamatdianapa aumentou e 0 mapa mais

saturado.
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Figura 6A. Mapa genético UC com os novos SSRs. Os locosamewnte mapeados

em outras populagdes e ancorados encontram-salsadidis. Os novos microssatélites

estdo destacados com uma caixa. (*) locos com a@e®sisegregacdo para o alelo do

genitor Andino (‘CAL 143’) estdo em vermelho. (*9cos com desvio de segregacao

para o genitor Mesoamericano (‘IAC-UNA’) estdo emula Nivel de significancia
conjunto de 5%. Grupos de ligacéo B1, B2, B3, BzleH6.
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Figura 6B. Mapa genético UC com os novos SSRs. Os locosgonente mapeados em

outras populacbes e ancorados encontram-se sulbigh®s novos microssatélites

estdo destacados com uma caixa. (*) locos com @e®risegregacao para o alelo do

genitor Andino (‘CAL 143’) estdo em vermelho. (*fgcos com desvio de segregacao

para o genitor Mesoamericano (‘IAC-UNA’) estdo emula Nivel de significancia
conjunto de 5%. Grupos de ligacédo B7, B8a, B8b,l2® e B11.
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Tabela 3 Distribuicdo dos SSRs mapeados nos 11 grupogagib de feijdo comum
em comparacdo do mapa genético ‘IAC-UNA’ / ‘CAL 14@JC). Mapa UC
(CAMPQOS, 2008; OBLESSUC, 2009 e CAMPOS et al., 2@ Mapa UC Saturado.

Mapa UC Mapa UC Saturado N° deloci
oL N° deloci Comprimento N°deloci Comprimento ligados -
ligados (cM) integrados (cM) Total
Bl 17 168,3 8 231,2 25
B2 37 275,2 7 338,4 44
B3 10 121 3 125,1 13
B4 20 120,6 3 118,6 23
B5 23 189,4 1 199,3 24
B6 16 152,9 1 159,9 17
B7 26 330,4 8 335,2 34
B8a 10 86,1 4 106,1 14
B8b 9 87,9 0 87,9 9
B9 16 191,2 3 221,6 19
B10 9 124,5 6 138,6 15
B11 5 16,7 2 36,5 7
Total 198 1864,2 46 2098,4 244
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Tabela 4 Média aritmética da distancia entre locos, compdm com o Mapa UC
(CAMPOS, 2008; OBLESSUC, 2009 e CAMPOS et al., 2@ 8pds a saturacdo, com
0s 46 marcadores microssatélites.

Média Aritmética da distancia entre locos

G Mapa UC Mapa UC Saturado
Bl 9,9 9,2
B2 7,4 7,6
B3 12,1 9,6
B4 6,0 51
B5 8,2 8,3
B6 9,5 9,4
B7 12,7 9,8
B8a 8,6 7,5
B8b 9,7 9,7
B9 11,9 11,6
B10 13,8 9,2
Bll 3,3 5,2
Total 9,4 8,6

O grupo de ligacdo B7 possui comprimento total 86,3 cM e 34 SSRs
ligados. Em CAMPOS et al. (2010), este grupo dachio apresentou uma grande
distancia de 36,6 cM entre os locos SSR-IAC06 e-B€R®4. Com a saturacédo do
mapa UC, a distancia entre as marcas no grupadedl B7 (37,9 cM) manteve-se a
mesma com a integracdo de oito SSRs ao grupo agibg Esta distancia é coerente
biologicamente, uma vez que os locos posicionadtesiarmente a marca SSR-IAC06
apresentaram desvio de segregacdo para 0 genitdmdnenquanto os locos
localizados posteriormente a marca SSR-IAC64 aptassen desvio para 0 genitor
Mesoamericano. Este resultado é robusto, pois ammdom desvio de segregacao pode
levar a distor¢c&o de locos vizinhos no cromossofty 2008).

Foi possivel observar resultados similares nosapupl, B2, B4 e B9 que
tinhamgapsno mapa UC, e foram mantidos, mesmo com a intéagrde 8, 7, 3 e 3
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marcadores moleculares, respectivamente. Apesass grupos de ligagdo manterem
os gapsapresentados no mapa UC, esses grupos se tornamsnsaturados, exceto o

grupo de ligacado B2 (Tabela 4). O GL B4 antesainim comprimento total de ligacao

120,6 cM, com a integracdo de 3 marcadores, seyraoento total passou a ser de
118,6¢cM.

O grupo que apresentou maior saturacdo foi o B®, 446 marcas ligadas. Este
resultado era esperado, uma vez que este também rf@ior grupo encontrado nas
analises do mapa consenso de feijao (FREYRE etl988). GRISI et al. (2007),
também identificaram o grupo B2 como sendo o maom 26 marcadores ligados,
dentre eles 15 SSRs, totalizando 224,3 cM parastd’osteriormente, no mapa UC
(CAMPOS, 2008; OBLESSUC, 2009 e CAMPOS et al., 204®2 foi o GL com
maior saturacdo com 275,2 cM. Esse perfil se manéew grupo B2 foi o de maior
comprimento total (338,4 cM).

HANAI (2008) mapeou na populacédo BJofe Map com SSRs da série “PvM”
(HANAI et al., 2007), os quais também foram usadeste trabalho. Os resultados
reforcam a robustez do mapa UC. No grupo B1, fquasicionados os SSRs PVM97 e
PVM123; no grupo B2, os mapas tém em comum os 1B&d100 e PVM93; o SSR
PVM66 mapeou no grupo B6; no GL B8, o loco PVM1lhg@wanto os marcadores
PVM127 e PVM13 foram ligados no B10, e no B11, dVA¥B0 foi ligado em ambos os
mapas.

A série de marcadores “ATs”, usados no presentmltia, foi mapeada na
populacdo DOR364 x G19833 (DG) por BLAIR et al.q2D No GL B1, os mapas tém
em comum o microssatélite ATA3; o marcador ATA150grmupo B7, e no grupo de
ligacdo B10 foi mapeado o SSR ATA220. No mesmaartBLAIR et al. (2008)
relataram a distribuicdo diferencial, do microsga® de série “ATs”, ao longo do
genoma em relacdo aos demais tipos de SSRs. Rus@utores ressaltam a dificuldade
na amplificacdo dos SSRs ricos em ATSs.

GRISI et al. (2007) saturando o mapa conse@sog Map— BJ) e BLAIR et al.
(2008) com a populacdo DG mapearam marcadoresculates da serie “BM”
(GAITAN-SOLIS et al., 2002), usados na saturacdontpa genético UC. Houve
correspondéncia entre os grupos de ligacdo mapgeddSRISI et al. (2007) com os
mapeados nessa populacdo, atestando a transfiadeli dos marcadores
microssatélites. O loco BM200 mapeado no grupo BAM210 no GL B7 também

foram encontrado nos mapas BJ e DG; no grupo Bamador BM189 e o loco
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BM211 no GL B8 tem mesma posi¢cao de mapa enconpad®RISI et al. (2007); e
finalmente BLAIR et al. (2008) mapeou o SSR BM188 grupo de ligagédo B9,
resultado esse igualmente obtido na saturacéo fda wa.

A co-localizacdo dos marcadores em comparacao adrosomapas de feijao,
eleva a robustez e a confiabilidade do mapa gen&xe. Isso faz com que as marcas
mapeadas tornem-se importantes alvos em trabakhasethoramento, uma vez que,
independente da populacédo de mapeamento utilivadsgja, independente do genaotipo
analisado para construcdo dos mapas de ligacés psmcas representam locos bem
caracterizados e conservados na espécie.

A saturacdo de mapas genéticos € de grande impiaridara estudos genéticos
e desenvolvimento de cultivares melhoradas. A mtEp de 46 marcadores
microssatélite ao mapa UC possibilitou diminuiristahcia entre marcadores no mapa
(Tabela 4 e Figura 7A, 7B e 7C). Por isso quantmn@anumero de marcas alocadas
maiores sdo as chances de saturgapsexistentes no mapa, o que € importante para a
selecéo assistida por marcadores e para o0 mapeadeQTL, pois, a eficiéncia, tanto
do mapeamento de QTL quanto da selecdo assistidaméntada pela presenca de
marcadores regularmente espacados ao longo dossgiedigacgéo.

O mapa genético UC também esta sendo saturado carvadores RGAs
(Resistance Gene AnalogsMUTLU et al., 2006), que sdo marcadores derigadi®
Genes Analogos de Resisténcia, esses marcadorssi pegides conservadas de
resisténcia a patdogenos. Além disso, a populacdoapeamento UC serd genotipada
com marcador do tipo DArTDjversity Arrays Tecchnology JACCOUD et a., 2001),
que € baseada em hibridizacdo em uma plataformautjiza a tecnologia de
microarranjos, esses marcadores disponibiliza acdab de centenas a milhares de

marcadores, levando a uma alta saturacdo do magtiage
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Figura 7A. Comparacdo do Mapa genético ‘IAC-UNA’/ ‘CAL 14 AMPOS, 2008;

OBLESSUC, 2009 e CAMPOS et al.,

2010) com o MapeC-UNA’/ ‘CAL 143

Saturado. O grupo de ligacdo B8b permaneceu igquéd a integracdo de novos SSRs

ao mapa UC saturado. Os novos microssatélites dsttacados com caixa. Os locos

previamente mapeados em outras populacdes e ans@adontram-se sublinhados. (*)

locos com desvio de segregacédo para o alelo deogémdino (‘CAL 143’). (**) locos

com desvio de segregacao para o genitor Mesoamer{ddAC-UNA’). Nivel conjunto

de significancia de 5%.
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Figura 7B. Comparacao do Mapa genético ‘IAC-UNA’/ ‘CAL 14&AMPOQOS, 2008;
OBLESSUC, 2009 e CAMPOS et al.,, 2010) com o MapeC-UNA’/ ‘CAL 143

Saturado. O grupo de ligacdo B8b permaneceu igués a integracdo de novos SSRs

ao mapa UC saturado. Os novos microssatélites dsttacados com caixa. Os locos

previamente mapeados em outras populacdes e ans@adontram-se sublinhados. (*)

locos com desvio de segregacédo para o alelo deogémidino (‘CAL 143’). (**) locos

com desvio de segregacao para o genitor Mesoamer{dAC-UNA"). Nivel conjunto

de significancia de 5%.
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Figura 7C. Comparacdo do Mapa genético ‘IAC-UNA’/ ‘CAL 14&AMPOS, 2008;
OBLESSUC, 2009 e CAMPOS et al.,, 2010) com o MapeC-UNA’/ ‘CAL 143
Saturado. O grupo de ligacdo B8b permaneceu igués a integracdo de novos SSRs
ao mapa UC saturado. Os novos microssatélites dsttacados com caixa. Os locos
previamente mapeados em outras populacdes e ans@adontram-se sublinhados. (*)

locos com desvio de segregacédo para o alelo deogémidino (‘CAL 143’). (**) locos
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com desvio de segregacao para o genitor Mesoamer{dAC-UNA"). Nivel conjunto
de significancia de 5%.

4.4. Fenotipagem da populacédo de mapeamento

Para facilitar e padronizar as notas do sintomanti@cnose foi feito uma escala
visual prépria baseada nas notas do CIAT (Figur&Bntulas que apresentaram notas
de 1 a 3 foram consideradas resistentes e as geberam notas de 4 a 9 foram
consideradas suscetiveis (SARTORATO, 2002; VITAIQO®. As notas foram
convertidas em indice de doenca através da foraell®dCKINNEY (1923), como
descrito no Material e Métodos.

As avaliagbes fenotipicas de resisténcia/susdeaié das linhagens da
populacdo de mapeamento UC foram feitas individeatsnem cada uma das quatro
plantas por genotipo, por repeticdo. A porcentagiemindice de doenca (PDI) foi
calculada para cada genoétipo (com as quatro pééte foi estimada a média das
quatro repeticdes, procedimento realizado para ca@a

Para os dados obtidos para a raga 04, a curvardelmacao se posicionou em
zero § = 0) revelando a necessidade de aplicar a tranafgito de log neperiano (LN)

para a raca 04. Entretanto, para os dados obtatasapraca 38 e raca 2041, a curva de
normalizag&o ficou em -2£ -1), em que as notas foram submetidqé;g Para a raca

55,1 =-0,5, os valores foram elevados a (- ¥2) (Fi@ra

a7



Figura 8. Padronizacdo da escala de notas do CIAT pararon#ar as notas de

avaliacdo da populacdo de mapeamento UC. Circutséram as areas com sintomas
de antracnose.
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Figura 9. Curvas de normalizacdo dos dados fenotipicogsisténcia/susceptibilidade
a antracnose, das linhagens recombinantes da gépukegregante ‘IAC-UNA’ x
‘CAL 143’ (UC). Raca 04X = 0), raca 38X = -1), raca 55X = - 0,5) e raca 2044 E -
1).

4.5. Loco de resisténcia a Antracnose

O mapeamento dos QTL foi realizado separadamemgeqgaaa raca. Portanto,
os valores normalizados foram colocados em arquseparados, para analises das racas
separadamente.

Os valores de¢hresholdutilizados para analises foram de LODscore 3 0dse

este o valor estabelecido como indicativo da piEselos QTL e LODscore 2,0 como
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sugestivo de QTL, ou seja, LODscore acima de 3ideaciam a identificagdo de QTL
ligados a resisténcia a antracnose (Figura 102 &,14).

Os efeitos aditivos foram identificados através adaversdo dos valores a
unidade original dos dados, de acordo com o vaonaimalizacdo de cada raca. Os
efeitos de valor positivo foram relativos ao incesito gerado pelo alelo do parental
‘CAL 143’ e os valores negativos, relativos ao gaEmiAC-UNA'.

Foram detectados 7 QTL de resisténcia a raca Gribdiidos nos GL Bl
(ATR4), B2 (ATR7), B4 (ATR9), B7 (ATR14 e ATR18),8a (ATR20) e B9 (ATR22)
(Figura 10). Destes, cinco tiveram LODscore acirma3@® (ATR9, ATR14, ATR18,
ATR20 e ATR22). No GL B4 (ATR9) foi encontrado unTQcom LOD 4,18 que
explica 2,8% da variacdo fenotipica e esta locdtizantre os marcadores IAC67 e
IAC245, e o pico a 2,6 cM do marcador IAC245. GEPWRet al. (2009) sugerem a
presenca de doislustersde resisténcia no grupo de ligacdo B4. Um deckesers
sugerido pelos autores, encontra-se no final ddB&Le este pdde ser confirmado pela
presenca do QTL ATR9 mapeado nesse trabalho.

No GL B7, encontraram-se dois QTL, ATR14 (LODscd®37) e ATR18
(LODscore de 6,78) e explicando 32,86 e 4,36%, edsmmente da variacao
fenotipica.O QTL ATR14 est4 a 8cM do marcador SSRI#0. J4 0 ATR18 esta a
zero cM do SSR BM185(completamente ligado). O ndoc®VM40 faz parte dos

SSRs que saturaram o mapa UC.
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Figura 10. Gréficos dos valores de LODscore encontrados aeddise de CIM para

identificacdo dos QTL de resisténcia a antracnasa 04 no mapa UC.

Os dois ultimos QTL ATR20 e ATR22 foram observadas)y no B8a com

LODscore de 3,13 e explicando 2,07% da variacaotiigisa e outro no B9, LODscore

de 5,70 e explicando 7,72% da variacao fenotipespectivamente. O ATR20 esta a
1cM do IAC36 e a 2,2cM do marcador BM165. Ja o QATR22 esta entre 0s
marcadores PVBR168 e PVBR191. Todos os QTL da @dciveram alelo favoravel

para o genitor ‘CAL 143'.

Segundo dCore Map(BIC, 2009), os locos de resisténcia mapeados In®4
sdo 0Cao-3, Co9 e Co10, no B7 osCo5 e Co6, no B8 apenas o locGo4 foi

mapeado e no grupo de ligacdo B9, ndo foi mapexlo amomento nenhum loco de

resisténcia a antracnose. Porém, todos os locasogdml génico Mesoamericano.

E importante ressaltar que, o ‘CAL 143’ tem como wws genitores o

‘AND277’ (Andino). Sendo assim, é possivel quagarO4 (Andina) esteja relacionada

um loco de resisténcia a antracnose ainda ndo mapé&oncalves-Vidigal (2008;

2009) identificou dois novos locos de resisténcieardracnose,Co-12 e Co-13,

provenientes do cultivar Jalo Vermelho e Jalo hstPretas, respectivamente, relativos
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ao pool génico Andino que ainda ndo foram mapeados. D&ssaa, esses QTL
mapeados no mapa UC podem s&cel2 eCo-13 encontrados pelo autor citado, ou é
possivel que se tenham identificado novos genessilgténcia a antracnose para a raca
04.

RODRIGUEZ-SUAREZ (2007) localizou genes especifipasa seis racas de
antracnose (6, 3B8, 39, 65 e 357) em feijdo comum. Para a raga 3rf@ancontrados
dois genes, um no grupo de ligacdo B4 e outro nb. BRecentemente, um gene de
resisténcia a antracnose designado provisoriamedteu, do pool génico
Mesoamericano, foi mapeado no GL B2, tal como esgmte trabalho foi mapeado um
QTL no GL B2 (GEFFROQY et al., 2008). Além disso, I@RA et al. (2009) avaliaram
a resisténcia a antracnose em nove ragas: 336, 38, 39, 102, 449 e 1545. Os autores
encontraram no grupo de ligacdo B7 chaster de genes que confere resisténcia as
ragas especificas 3, 6, 7, 38, 39, 102 e 449, junto a esdasterinclui o geneCo-5.

No presente trabalho, foram encontrados quatrasldeaesisténcia a antracnose
para a raca 38 em trés grupos de ligacéao, B2 (ATRBYATR16 e ATR17) e no B9
(ATR21), explicando 11,98, 5,34, 7,30 e 5,98% d@agao fenotipica, respectivamente
(Figura 11). Os QTL mapeados para a raca 38 tivevanalelos favoraveis para o
genitor ‘IAC-UNA’ que é de origem do pool génico 8éamericano. O QTL ATR6
com LODscore de 8,17, explica aproximadamente 1a%atiacdo fenotipica, que é
um indicio forte da presenca de gene de resistérasae grupo de ligagdo, como ja
visto por GEFFROY et al. (2008) com o lo€o-u. Esse loco mapeado (ATR6) esta a
3,1 cM do marcador IAC255 mapeado no B2.

No GL B7, o loco de resisténcia ATR17 (LOD 6,06)es 1,6cM do marcador
BM210 e a 1,1cM do marcador BM185. O SSR BM210 esf#6,8cM do gene R
mapeado por CAMPA et al. (2009). Esse fato mostreolaustez dos dados de
fenotipagem e do mapa genético UC. O ultimo ledacionado a raca 38 € o ATR21
(LOD 3,74) localizado no GL B9 e que estd a 9 cMrdocador IAC62. Em literatura,
nenhum gene de resisténcia a antracnose foi mapgado momento no grupo de
ligacdo B9.

Préximo do QTL ATR21 existe mapeado um QTL de témida a crestamento
bacteriano comumQore Map — BIC, 2009). Como ja visto por outros autores
(GEFFROQY, 2008; CAMPA et al., 2009; GEFFROY et 2009), genes de resisténcia a

doencas tendem ficar ettustersao longo do genoma.
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Figura 11. Gréaficos dos valores de LODscore encontrados aeddise de CIM para

identificacdo dos QTL de resisténcia a antracnasa 88 no mapa UC.

Para raca 55, foi possivel mapear sete QTL; ATRER® ATR8, ATR10,
ATR13, ATR15 e ATR19, nos respectivos grupos dedégp Bl1, B2, B3, B5, B6, os
dois ultimos no GL B7 (Figural2). Cinco locos taer alelo favoravel para o genitor
‘IAC-UNA’ de origem Mesoamericana (ATR2, ATR5, ATB1ATR15 e ATR19); os
outros dois locos (ATR8 e ATR10) apresentaram diloravel para o genitor ‘CAL

143’ do pool génico Andino. Estes tém LODscore stige (2,0 — 3,0). Ao todo, trés

locos tiveram LODscore superior a 3,0, dois (ATR1ATR19, com LODscore 7,22 e

8,14 respectivamente) estao localizados no B7 @AIR5, LODscore 7,56) no B2.

Os genotipos Cornell 49-242C0-2 — B11), México Co-3 — B4), TO Co4 —
B8), G233 Co-4? — B8), Pl 207262C¢0-4° — B8 eCo-9 — B4), TU Co-5 — B7) e AB
136 Co-6 — B7) (BALARDIN et al., 1997; KELLY & VALLEJOS2004; ALZATE-
MARIN et al., 2007; BERALDO, 2007; BIC, 2009) sa&sistentes a raca 55.
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Figura 12. Gréaficos dos valores de LODscore encontrados aeddise de CIM para

identificacdo dos QTL de resisténcia a antracnasa 55 no mapa UC.

O QTL ATR5 a 4 cM do marcador IAC255, explica 18@%a variacdo do
fendtipo e esta mapeado na mesma regiao do ATIR& 88). Como os dois QTL tém
alelo favoravel para o pool génico Mesoamericaneneontram-se posicionados na
mesma regido do GL B2 acredita-se que possam sgsmo gene. Sendo assim, o
anico loco mapeado no grupo de ligacdo B2 @oeu (GEFFROY, 2008), portando a
raca 38 e 55 pode ter disparado gene de resistéagiam a antracnose. Ou ainda,
podem ser genes diferentes para cada raca (38 gub5@stao ligados. Os dois locos
mapeados no B7, ATR15 e ATR19 explicam 8,26 e 8,@Ewariacdo fenotipica
encontrada. O ATR15 esta a 2,7cM do marcador IA€ & 3cM do PVMA40, ja o
ATR19 tém trés marcadores proximos o BM185 (2,1ch)}4 (2,1cM) e o BM210
(2,6cM). Como a raca 55 é resistente ao genétipe AB 136 portador do gerigo-5 e
Co-6, respectivamente, ambos mapeados no grupo agabgB7, isto sugere que 0s
QTL mapeados no B7 para essa raga podem ser cs@ebe Co-6.

Assim sendo, a raca 38 também teve dois QTL (ATRAGR17) mapeados na

mesma regido dos encontrados na raca 55, mostgaeda raca 38 também é resistente
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aos genotipos TU e AB 136, e os QTL mapeados ra38godem corresponder aos
geneLo-5 eCo-6.

GEFFROY (2008) sugere que no final do grupo decigaB2 exista unsluster
de genes de resisténcia. Esse fendbmeno tambénbgervado, em outro trabalho do
mesmo autor (GEFFROY et al.,, 2009), onde este sugee existam dois blocos
distintos de fonte de resisténcia (genes R) pararghs patdgenos (fungo, bactéria,
virus, etc.) localizados no GL B4. No presentediliad, foi possivel constatar resultados
semelhantes no grupo de ligacéo B7, ja que as Gd¢a8 e 55 tiveram QTL mapeados
em duas regides distintas do GL B7 separadas epo gryATR14, ATR15 e ATR16)
e grupo 2 (ATR17, ATR18, ATR19) (Figura 13).
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Figura 13. Grupo de ligacdo B7 do mapa genético UC, em avcidgcaixa vermelha)
os dois blocos de resisténcia. Lado direito os @Epeados, em verde raca 04, preto
raca 38 e rosa raca 55. (*) locos com desvio deegagéo para o alelo do genitor
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A raca 2041 apresentou sintomas da doenca apenepeicao quatro, iSsSo
pode ter acontecido devido a esporulacdo baixaudgof ou baixa concentracdo do
preparado do fungo para inoculagédo. Portanto, @if@cao de locos de resisténcia foi
comprometida. Contudo, foram identificados cinco LQIATR1, ATR3, ATR11,
ATR12, ATR23), sendo trés com LODscore maior que(3,TR3, ATR11 e ATR23)
(Figura 14).

A variacao fenotipica explicada do loco de resisgeencontrado no grupo de
ligacdo B1 (ATR3) foi de 3,45% e LOD 3,03 e o al&onecido € do genitor ‘IAC-
UNA’ (Mesoamericano). O microssatélite PVBR139 esta cM do QTL ATR1. Esta
raca mapeou mais dois QTL, um no GL B5 (ATR11) ¢@discore de 4,06, e outro no
GL B9 (ATR23) com LODscore de 3,87, explicado 52214,23% do fenotipo
associado a resisténcia, respectivamente. Ambos t@&tam alelo favoravel para o
genotipo ‘CAL 143’ (Andino). De acordo com@ore Map(BIC, 2009), o unico loco
de resisténcia a antracnoseptm| génico Andino, mapeado até o momento f@aml

no B1, sugerindo que novos genes de resistén@mforapeados na populacdo UC.
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Figura 14. Graficos dos valores de LODscore encontrados geddise de CIM para

identificacdo dos QTL de resisténcia a antracnasa 2041 no mapa UC.

No total, vinte e trés QTL foram obtidos relativ@sesisténcia a antracnose,
nomeados de ATR1 & ATR23 (Tabela 5). Sete QTL eates as racas 04 e 55 foram
localizados, sendo dois QTL localizados no GL BJatep QTL para a ragca 38, com
dois QTL no GL B7 e cinco QTL encontrados na ra@412 com dois locos no GL B1
(Tabela 6).

A variacdo fenotipica explicada variou de 1,8%, comATR13 (raca 55),
localizado no grupo B6, a 32,86%, com o ATR14 (fa4p localizado no GL B7. Os
LODscore indicativos, ou seja, maiores que 3,0avam de 3,03 para o ATR3 (raca
2041) no GL Bl a 19,37 no GL B7 para o loco ATRiac4é 04). No total, foram
encontrados quinze locos de resisténcia com LOBsomior que 3,0 e oito com
LODscores com valores entre 2,0 e 3,0 (Figura 138R).

Estes resultados, obtidos por todas as racas @453 e 2041), indicam o
controle de varios genes na resisténcia a antracdguns QTL revelaram efeito de
um gene maior e raca — especifico, indicando éesig vertical. Enquanto, outros QTL
foram comuns a mais de uma raca evidenciando digael®s a resisténcia horizontal,
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de heranca poligénica. GEFFROY et al. (2000) stayargjue a resisténcia a antracnose
tenha heranca poligénica. O feijdo apresenta nditasentes de infeccdo a doenca no
caule e na folha, indicando a acdo de muitos genes processo de
resisténcia/suscetibilidade, como observado tampémGEFFROY et al. (2000) e
ALZATE-MARIN et al. (2009).

A resisténcia genética de plantas cultivadas vemcseada vez mais estudada,
uma vez que sua manipulacdo é a mais apropriadgueas através da introgressao de
genes por selecdo assistida por marcadores, visangoamidacdo de genes de
resisténcia a antracnose e outras caracteristisagageis, garantido assim a resisténcia
genética almejada. Por muitos anos, os cultivaeedejido vém sendo estudados a
procura de resisténcia genética a antracnose, tesyjaiforam identificados (MENDEZ-
VIGO, 2005; GARZON et al., 2008; GEFFROY et al.D20RAGAGNIN et al., 2009).

A principal estratégia usada nesta busca € atrdaéfentificacdo de marcadores
moleculares ligados aos genes de resisténciagptasestratégia é rapida e confiavel, ja
que nio depende da interacdo com ambiente (ARUSDRENO-GONZALEZ, 1993).

Desta forma, o presente trabalho ira contribuir sdgara o melhoramento da
cultura do feijoeiro, disponibilizando um maior némo de marcadores ligados a genes
de resisténcia a antracnose, como também para noelmpreensdo dos mecanismos de
interacdo patdgeno - hospedeiro, agregando nof@sniacdes ao entendimento do tipo
de interacbes entre os genes envolvidos na resigt@&n antracnose. Inclusive, a
identificacdo de marcadores ligados a estes geossibflitara estudo futuros como
selegcédo assistida por marcadores moleculares, mapéa fino, ou ainda clonagem
posicional, caracterizacdo dos genes contidos ouss |lde resisténcia, e obtencédo de
cultivares elites melhoradas por engenharia gemeétic

Com isso, o programa de melhoramento do feijoeordndtituto Agronémico
(IAC — Campinas, SP) podera incorporar novos gesssociados a resisténcia a
antracnose em cultivares elites, evitando ou dimdw o uso de agrotoxicos e

permitindo a melhora do produto final.
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Tabela 5 Descricdo dos QTL para resisténcia a antracressmntrados via analise de
Mapeamento por Intervalo Composto (CIM), utilizarmlonapa genético UC saturado.
Os QTL identificados foram nomeados de ATR1 a ATR&Z8am descritos o intervalo
no mapa e a posicao do pico dos graficos de cada (QW), em seus respectivos
grupos de ligacdo. O LODscore de cada pico, efeithsvos e efeitos na variancia
fenotipica (K) de cada QTL também foram apresentados. Em negstdo os QTL
com LODsore maior que 3,0.

Grupo de Loco de Posicao Efeito

2
Raca Ligagdo Resisténcia Intervalo (cM) LOD aditivo R" (%)
04 Bl ATR4 IAC76-1AC259 241,24 2,17 1,12 1,40
04 B2 ATR7 IAC57-DROUGH 329,20 2,30 1,18 1,50
04 B4 ATR9 IAC66-UNA261 161,29 4,18 1,15 2,80
04 B7 ATR14 PVBR67-IAC18 52,76 19,37 1,18 32,86
04 B7 ATR18 PVBR269-BM185 147,91 6,78 1,31 4,36
04 B8a ATR20 IAC36-BM165 1,01 3,13 1,13 2,07
04 B9 ATR22 PVBR168-PVBR191 88,45 5,70 1,26 7,72
38 B2 ATRG6 IAC240-1AC255 132,72 8,17 -87,71 11,98
38 B7 ATR16 PVBR67-IAC18 56,76 3,08 -138,88 5,34
38 B7 ATR17 IAC262-FJ44 148,91 6,06 -113,63 7,30
38 B9 ATR21 IAC62 9,01 3,74 -140,84 5,98
55 Bl ATR2 PRBR251-PVM75 24,03 2,72 -9,95 30,72
55 B2 ATR5 IAC240-IAC255 133,72 7,56 -6,57 10,45
55 B3 ATRS E8J6-PVBR235 11,11 2,69 9,44 3,42
55 B5 ATR10 IAC289-IAC264 149,60 2,27 10,84 1,85
55 B6 ATR13 IAC268-1AC276 149,74 2,21 -10,91 1,80
55 B7 ATR15 PVBR67-IAC18 63,72 7,22 -7,08 8,26
55 B7 ATR19 PVBR269-FJ44 149,91 8,14 -6,93 8,61
2041 Bl ATR1 PVBR251-PVM75 16,01 253 175,43 4,72
2041 Bl ATR3 IAC21-ATA3 189,17 3,03 -196,07 3,45
2041 B5 ATR11 IAC264-1AC279 156,14 4,06 158,73 5,22
2041 B6 ATR12 PVBR5-PVM21 61,44 2,72 -178,57 4,37
2041 B9 ATR23 IAC242 283,53 3,87 101,01 14,23
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Tabela 6 Descricdo dos QTL para resisténcia a antracresa&ados por raca (04, 38,

55, 2041) e seus respectivos grupos de ligacao. (BLYTL com LODscore maior que

3,0.

GL QTL QTL QTL QTL
Raca 04 Raca 38 Raca 55 Raca 2041

Bl ATR4 - ATR2 ATRIL

ATR3*

B2 ATRY7 ATR6* ATR5* -

B3 - - ATR8 -

B4 ATR9* - - -

B5 - - ATR10 ATR11*

B6 - - ATR13 ATR12
ATR14* ATR16* ATR15*

57 ATR18* ATR17* ATR19* .

B8a ATR20* - - -

B8b - - - -

B9  ATR22* ATR21* - ATR23*

B10 - - - -

Bll - - - -
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Figura 15A. Mapa genético UC saturado, SSRs integrados dsttacados em caixa,

mostrando a localizacdo dos vinte e trés QTL (ATRATR23) encontrados para

resisténcia a antracnose. Os QTL em verde sacadesvda raca 04. Os QTL em preto

sdo derivados da raca 38. Os QTL em rosa sédo desvda raca 55. Os QTL em

vermelho referentes a raca 2041. (*) locos com ided® segregacao para o alelo do

genitor Andino ('CAL 143’). (**) locos com desvioedsegregacao para 0 genitor

Mesoamericano (‘IAC-UNA). (***) QTL com LODscore &ior que 3.
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Figura 15B. Mapa genético UC saturado, SSRs integrados dsf§tacados em caixa,
mostrando a localizacdo dos vinte e trés QTL (ATRATR23) encontrados para
resisténcia a antracnose. Os QTL em verde sdoadesvda raca 04. Os QTL em preto
sdo derivados da raca 38. Os QTL em rosa sédo desvda raca 55. Os QTL em
vermelho referentes a raga 2041. (*) locos com ided® segregacao para o alelo do
genitor Andino (‘CAL 143’). (**) locos com desvioedsegregacdo para 0 genitor
Mesoamericano (‘IAC-UNA’). (***) QTL com LODscore aior que 3.
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5 CONCLUSOES

O mapa genético ‘IAC-UNA’ x ‘CAL 143’ (UC) foi satado e genes/QTL para

resisténcia a antracnose (racas 04, 38, 55 e 204 mapeados.

Os microssatélites mapeados tiveram distribuicdodg@&nea no genoma do feijoeiro,

tendo sido posicionados em todos os grupos dedlgac

Genes de efeito maior, raca — especifico, foramtiiiieados para algumas racas (04 e
2041). QTL comuns as racgas (04, 38 e 55) de amtsacioram identificados, sugerindo
que estdo atuando tanto em mecanismos gene argeaegspecifico (genes R) como

QRL (Quantitative Resistance Lgae acdo basal em resposta a doencas.
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7 ANEXOS

Anexo 1 Esquema de obtencdo da populacdo de mapeamgnegaae ‘IAC-UNA’ /
‘CAL 143'.

Plantio de Semente Genética Aunto-fecundacio ®
Dezembrol IAC-THNA: escolha da Planta 02 - IAC-THNA: 1504 sementes
CAL-143: escolha da Planta 02 CAL-143: 60 sementes
— [IAC-TUNA x CAL-143 Total de 89
am » 09 crnzamentos 18 crozsmentos sementes; de cada
F1 Fevereim /02
wagem , foram
Coleta: {09 vagens) (18 vagens) plantadss 03
Mo fO2 31 sementes 58 sementes sementes em
media

F2 | Plantio: Maio/02 IAC.UNA x CAL-143 CAL-143 x IAC-UTNA

Coleta: SetfO2 ﬂ

1] 29 sementes
2) 42 sementes
3) 97 sementes
4) 76 sementes
5) 67 sementes
6) 102 sementez
7) 77 sementes
8) 63 sementes

9) 170 sementes

Total: 723

sementes

1) 70 sementes
2) 16 sementes
4] 56 sementes
9) 37 sementes
6) 58 sementes
7] 25 sementes
B) 77 sementes
9] 44 sementes

10] 17 sementes
11) 12 sementes
12) 52 sementes
13) 94 sementes
14) 19 sementes
15) 10 sementes
16) 24 sementes
17) 63 sementes
18] 71 sementes

Total: 7O

sementes

Plan tio: Setf02
Coleta: Dezf02

1

Plantio: Fev 03
Coleta: Maio fO3

4

Plan tic: Maio /03
Coleta: Set}03

I

Plan tio: SetfO3
Coleta: Fer fO4

Il

Flan tio: Abrf 05
Coleta: Agof0S

F3

F4

F5

F&

F7

09 vasos de cada crozamento; 27
familiaz de cada crozamento

09 vagos de cada cruzamento; 27
familias = de cada conzamento

09 vasos de cada crozamento; 27
familiag de cada crozamento

09 vagos de cada crzamento; 27
familins de cada cmzamento
COoOmo amosiragem

15 vasos de cada crozamento; 27
familiaz de cada cmzamento
Como amosiragem

1



Plantio: Novembro /2005

Casa de vegetacio: 20
wvasosffamilia (540 vasos)

—

27
Familias

FEUC11
FEUC12
FEUC13
FEUC14
FEUCLS
FEUCLE
FEUCLY
FEUC1E
FEUCL

FEUC110

FEUC111

FHUC11: @

BUc11: @

EUC114Q

FEUC11S

FUC116 @

rUcin @

FUC11: @

rUc1d

FEUC1200

Fa&
@

4888388888838 80808088RR880R08

Plantio: 27 familias: 20 vasos com 2 plantas frasos 351?11;
Total: 40 plantas ffamilia FECU13

— FCU14

FCULS

Deshastar 1 plantafvaso [ao acazo) LUl

¥ CU1R

l ¥ CUL1E

FCUld

Etiguetar as Plantas Individoalmente — Dez/2005 FCUl10
FCUL111

l ¥ CU112

F& CU113

- FCU114

Coletar Sementes F9: Fevereim /2005 6 CU115

[Total: 27 familias x 20 progéniesffamilia = 540 progénies) FCU116
FCUl117?

FCU11E

FCU112

F& CU1M0

Avangar a geragéo conzervando a individualidade de cada uma das 540 linhas puras ou progénis

Plantio: margof2006
Campo 550 m*
Local: CEC, IAC

F9
@

*» 540 LINHAS =

Plantio: Semear 03 sementes por progénie & ao
acaso, deshastar deixando 01 planta

&

Etiquetar as Plantas Individoslmente -Waio 2006

Coletar Sementes F10: junhof2006
[Total de 540 progénies)
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0UCcll

Plantio: Junho /2000
Campo: 270 m2 — 1 linha de 4 F10

|
| 15 Brdk: Setembmo /2006
] Sementes F11

F11

m por 0,5 m por progénie
— @
» 40 LINHAZ =
Plantio: Semear 19 sementes por progénie em 1 metro

22:2E:22E‘| Deixar somente 10 plantasfprogénie on linha : Julhof2006 oo ﬂzﬂﬁ::ﬂa

uuuuuuuu: ERoRRrRDEDRRR

SEEEEEEES cogEogstes

E======== EEEREEEREER
—{i{}(i{i'[i{i{;{i{;h- 29909000000

Coletar folhas destas 10 plantas porlinha em Frdk — Agosto /2006 RN
Coletar sementes de todas az plantas de cada progénie F10 em . 15
[ B | FETIENIES

SEMENTES PARA EN3AIOS FEMOTIFICOS

EM CAMARA DE INOCTULACAO, DE PRODUCAO, COLETA DE
FOLHAS PARA EXTRACAO DE DA, ETC
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Livros Gratis

( http://www.livrosgratis.com.br )

Milhares de Livros para Download:

Baixar livros de Administracao

Baixar livros de Agronomia

Baixar livros de Arquitetura

Baixar livros de Artes

Baixar livros de Astronomia

Baixar livros de Biologia Geral

Baixar livros de Ciéncia da Computacao
Baixar livros de Ciéncia da Informacéo
Baixar livros de Ciéncia Politica

Baixar livros de Ciéncias da Saude
Baixar livros de Comunicacao

Baixar livros do Conselho Nacional de Educacdo - CNE
Baixar livros de Defesa civil

Baixar livros de Direito

Baixar livros de Direitos humanos
Baixar livros de Economia

Baixar livros de Economia Doméstica
Baixar livros de Educacao

Baixar livros de Educacdo - Transito
Baixar livros de Educacao Fisica

Baixar livros de Engenharia Aeroespacial
Baixar livros de Farmacia

Baixar livros de Filosofia

Baixar livros de Fisica

Baixar livros de Geociéncias

Baixar livros de Geografia

Baixar livros de Histdria

Baixar livros de Linguas
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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