U

UNIVERSIDADE FEDERAL DE LAVRAS

IGOR ALMEIDA LIMA

MAPEAMENTO ASSOCIATIVO PARA
REACAO DO FEIJOEIRO AO MOFO BRANCO

LAVRAS - MG
2014



IGOR ALMEIDA LIMA

MAPEAMENTO ASSOCIATIVO PARA REACAO DO FEIJOEIRO AO
MOFO BRANCO

Tese apresentada a Universidade Federal
de Lavras, como parte das exigéncias do
Programa de P6s-Graduagcéo em Genética
e Melhoramento de Plantas, area de
concentracao em Genética e
Melhoramento de Plantas, para a
obtencéo do titulo de doutor.

Orientador

Dr. Jodo Bosco dos Santos

LAVRAS — MG
2014



Ficha Catalogréfica Elaborada pela Coordenadoria dé’rodutos e
Servicos da Biblioteca Universitaria da UFLA

Lima, Igor Almeida.

Mapeamento associativo para reacdo do fejj@a mofo
branco / Igor Almeida Lima. — Lavras : UFLA, 2014.

64 p. il

Tese (doutorado) — Universididderal de Lavras, 2014.
Orientador: Jodo Bosco dos Santo
Bibliografia.

1Phaseolus vulgarit. 2. Sclerotinia sclerotiorum3.
Desequilibrio de ligacdo. 4. QTL’s. 5. Modelos msstl.
Universidade Federal de Lavras. Il. Titulo.

CDD - 635.6523




IGOR ALMEIDA LIMA

MAPEAMENTO ASSOCIATIVO PARA REACAO DO FEIJOEIRO AO
MOFO BRANCO

Tese apresentada a Universidade Federal
de Lavras, como parte das exigéncias do
Programa de Pd6s-Graduagdo em Genética
e Melhoramento de Plantas, area de
concentracéo em Genética e
Melhoramento de Plantas, para a
obtencé&o do titulo de doutor.

APROVADA em 24 de julho de 2014.

Dr. Antbénio Augusto Franco Garcia ESALQ/USP
Dra. Angela de Fatima Barbosa Abreu EMBRAPA
Dr. Mércio Balestre UFLA

Dr. José Airton Nunes Rodrigues UFLA

Dr. Jodo Bosco dos Santos
Orientador

LAVRAS — MG
2014



A DEUS, aos meus pais, Luiz e Mara, e aos meuosma
André e Raissa pelo amor, exemplo, motivacao eadmiz

principalmente nos momentos mais dificeis.

DEDICO.



AGRADECIMENTOS

A Deus, por sempre me iluminar, em mais um impoetgrasso da
minha caminhada.

Aos meus pais, Luiz e Mara, e aos meus irmaos, éAadraissa, pelo
amor, exemplo, motivacdo e amizade, principalmems momentos mais
dificeis.

A Universidade Federal de Lavras, em especial agrama de Pos-
Graduacdo em Genética e Melhoramento de Plantas qmrtunidade de
realizar o doutorado, a FAPEMIG pela concessdo asabde estudos e as
demais instituicdes de fomento CNPq e CAPES.

Ao professor Jodo Bosco dos Santos, pela orientag@i@enidade,
paciéncia, confianca, disponibilidade e por todessinamentos transmitidos
durante o curso.

Aos demais docentes do Programa de Pds-GraduacdBeestica e
Melhoramento de Plantas da UFLA, & pesquisadora Bngela de Fatima
Barbosa Abreu, pelos ensinamentos transmitidosyrolumor e a amizade.

Ao professor Antbnio Augusto pelos ensinamentos,izae e
experiéncia durante o semestre que cursei sulifischa ESALQ.

A todos os amigos do programa de genética e melteor de Plantas
do nicleo de estudos GEN, pelo companheirismo arafas de campo e nas
festas, em especial aos do Laboratério de Genktatacular do DBI/UFLA,
Monik, Flavia, Melina, Leticia, Fernanda, Julian@heysa, Paulo, Filipe,
Renato, Marinei, Marcia, Wylcker, Danuza, LucasylBgBaiano) por toda a
ajuda e amizade.

Ao amigo Lamartine, pela disposicao, competéncidzade e por estar

sempre pronto a me ajudar no laboratério e na vida.



Aos funcionarios do Departamento de Biologia, melinho e ajuda na
realizacdo deste trabalho, especialmente, ao Léwlolfo, Dona Irondina e
Lilian.

A empresa Du Pont Pioneer HiBred, em especial aihédwia Reis, por
entender este momento e me ceder estes Ultimopatias finalizacdo da tese.

Aos membros da banca, pelas valiosas sugestfes.

A todos que, direta ou indiretamente, contribuinaana a realiza¢do

desse trabalho.

MUITO OBRIGADO.



RESUMO

O mapeamento associativo pelo estudo do DeseduitibrLigacdo com
0 auxilio das matrizes da estrutura da populacate garentesco relaciona
regibes do DNA com caracteres de interesse. Estramatagens dessa técnica
estdo: a exploragdo de acessos de germoplasmahagdims-elitesem a
necessidade do desenvolvimento de populacdes s E importante
enfatizar que o mapeamento de Quantitative Trait (@TL'S) e 0 mapeamento
associativo sdo metodologias complementares. @bjeie com este estudo
confirmar/identificar novos QTL’s para reacdo acdfarioranco diretamente nas
linhagens dos ensaios de VCU e do programa ELITEndthoramento do
feijoeiro da Universidade Federal de Lavras. Formmalisadas 144 linhagens
dos ensaios VCU e do programa ELITE em quatro amdsepara reacdo ao
mofo branco. Para trés safras em campo foi utiizaddelineamento latice
quadrado triplo parcialmente desbalanceado, e atsarto ambiente, em casa
de vegetacédo, o delineamento de blocos casualizashosiuas repeticdes. Para
a analise associativa utilizou-se o0 modelo miste-(K). A matriz Q e matriz K
sdo utilizadas para se contemplar a estrutura pojpulal e de parentesco
respectivamente no grupo de individuos/linhagengsgesse. Essas matrizes
foram estimadas por marcadores microssatélite SBRLE. Confirmaram-se
alguns marcadores ligados a QTL's para reacdo do branco, anteriormente
identificados em cultivares exdéticas, entre eleSSR BMd15 e o BMd20.
Identificou-se outros marcadores tais como EagcBltag EaaaMcat655 para
reacdo ao mofo branco. Todos esses marcadores ifteatificados diretamente
nas linhagens utilizadas no programa de melhoramdatestado de Minas
Gerais. Dessa forma confirmou-se 0 mapeamentoiaigsoacomo uma técnica
de grande potencial para auxiliar na escolha detages para futuros
cruzamentos, bem como ferramenta para obtencad@itean ganhos genéticos
para resisténcia ao mofo branco.

Palavras-chave:Phaseolus vulgari. Sclerotinia sclerotiorum Desequilibrio
de ligacdo. QTL's. Modelos mistos.



ABSTRACT

The associative mapping by the Linkage Disequiliforistudy with the
aid of the matrices of population structure anceptage related regions of DNA
with interest traits. Among the advantages of tleshnique are: access
exploration of germplasm and lines-elite withowe tieed of the development of
controlled populations. It is important to emphasdiat the mapping of QTL'’s
and the association mapping are complementary metbgies. The objective
of this study was to confirm/identify new QTL's foeaction to white mold
directly on the lines of VCU trials and ELITE pragn of bean breeding of the
Federal University of Lavras. For reaction to whiteld were analyzed 144
lines of the assays: VCU and the ELITE programadarfenvironments. For
three crops in the field, it was used design triplguare lattice partially
unbalanced, and for the fourth environment, ingteenhouse, the randomized
block design with two replications. For associatamalysis, it was used the
mixed model (Q + K). The matrices Q and K are usedontemplate the
population structure and parentage respectivethéngroup of individuals/lines
of interest. These matrices were estimated by métetlite SSR and AFLP
markers. It was confirmed some markers linked td_'@Tor reaction to white
mold, previously identified in exotic cultivars,cinding SSR BMd15, BMd20.
It was identified other markers such as EagcMcagd&i® EaaaMcat655 for
reaction to white mold. All these markers were td@d directly in the lines
used in the breeding program of the Minas Gerai®sfThus, it was confirmed
the associative mapping as a technique with gatangial to assist in the choice
of genitors for future crosses, as well as a tool dchieving greater genetic
gains for white mold resistance.

Keywords: Phaseolus vulgaris L., Sclerotinia sclerotiorum Linkage
disequilibrium. QTL’s. Mixed models.
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1 INTRODUCAO GERAL

Os trabalhos com melhoramento genético do feijogRbaseolus
vulgaris L.) iniciaram-se no Brasil em 1932 no Instituto Adionico de
Campinas (IAC), porém somente com a criacdo nadaéda 1970 do Centro
Nacional de Pesquisa de Arroz Feijao, atualmentbr&pa Arroz e Feijao das
Empresas Estaduais de pesquisa nas quais se inclmpresa de Pesquisa
Agropecuaria de Minas Gerais (EPAMIG) e o inicios daesquisas nos
programas de Pés-Graduacdo nas Universidades Beéamae o melhoramento
genético do feijoeiro teve uma maior expressdo, eotiberacdo de varias
cultivares e continuos ganhos de produtividade (KA&8T2005).

Com o decorrer dos anos os ganhos com a produlivida feijoeiro
passaram a ser menores. Para continuar a obterogasipnificativos é
fundamental ter uma 6tima precisdo experimentdiliear-se de ferramentas,
tais como os marcadores moleculares. Caractedstmamplexas como
produtividade sdo controladas por muitos locosfelitos quantitativos (QTL'S),
geralmente de pequeno efeito, que se interagem gnttom o genoma e com o
ambiente. O mapeamento de QTL'’s, para tais cafsiitars, busca localizar sua
posicéo e estimar seus efeitos e inter-relagdes.

Para o feijoeiro, com a crescente utilizacdo detpie em alguns casos
auséncia de rotacdo de culturas, algumas doengasgéado crescentes
prejuizos nos udltimos anos, entre essas merecaqdesb mofo branco, por nao
se ter cultivares resistentes, por ser um patogemoatinge muitas espécies e
por produzir estruturas de resisténcias que podgmanecer na area de cultivo
por muitos anos.

A maioria dos estudos de mapeamento de QTL's telm alizada
através da andlise de ligacdo em populagbes deamamos biparentais

contrastantes controlados, Fetrocruzamento e linhagens recombinantes,
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considerando, desse modo, a variacdo genéticanpeesg&clusivamente nos
parentais (2 alelos por locos) e somente uma eafsiita de interesse. Entre as
limitacbes dessa técnica estdo: a baixa resoluwgin, a qual os QTL's séo
mapeados, devido ao baixo nimero de geracBes ndmitipeuma maior
recombinacdo do genoma, o efeltackgrounddevido as diferentes QTL's
segregarem/relacionarem em populacgfes diferentempgeamento e a interacdo
destes QTL's ao longo dos ambientes. Além dissdermtipagem ocorre
geralmente em poucos locais, seja por limitacasedgentes ou recursos. Essas
populacdes, muitas das vezes, apresentam geni@esadaptados e assim
dificilmente serdo utilizados em programas de nraiimento (MYLES, 2009).

Uma das grandes vantagens do mapeamento assoeistivoo fato de
ndo ser necessario o desenvolvimento de populagéesnapeamento, a
amostragem de individuos néo relacionados repiesena série de vantagens
para o desenvolvimento e validacdo da selecadidasgor marcadores (SAM)
em programas de melhoramento (JANNINK; BINK; JANSERD01), bem
como oferece a oportunidade de aumentar a exploralg acessos de
germoplasma ou de linhagens-elite ja& adaptadas usaabde combinacdes
alélicas vantajosas. As analises associativas pdgemficiar-se da inclusdo de
dados coletados de varios anos, como nos ensaid$BVTE, com gendtipos
diretamente utilizados de programas de melhoran{éntagens-elite).

Desse modo objetivou-se com o presente trabalhfircam/detectar
novos QTL’s para reacdo ao mofo branco, diretamemie linhagens-elite,
referente aos anos de 2006 a 2012 do programalderamaento do feijoeiro do
estado de Minas Gerais, pela metodologia do map#arassociativo.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Origem e domesticacao do feijao

O géneroPhaseolusoriginou-se nas Américas, sendo que possui 55
espécies, das quais cinco sado cultivadasvulgaris L., P. lunatus L., P.
coccineus L., P. acutifolius A. Gray var. latifdidFreeman e P. polyanthus
Greenman Dentre esses, o0 feijao-comur®Phaseolus vulgarisé a mais
importante, pois é a espécie mais cultivada e tem#dénais utilizada nos cinco
continentes. Com base em informac¢8es morfolégfisaslogicas e bioquimicas,
Gepts et al. (1998) estabeleceram a hip6tese decériiros de origem para o
feijdo: o primeiro no México, na América Centraldbamericano) o segundo
na regido Andina e o terceiro, de menor importam@sColémbia.

Para a determinacdo desses centros de origemtaresage basearam
em caracteristicas como o tipo de faseolina — ip@h@roteina de reserva de
feijdes selvagens e cultivados — bem como no tamalas sementes. Gepts
(1998), por meio de andlises eletroforéticas, deteyu varios tipos de
faseolina. Foi verificado que ocorria uma corregimtia na distribuicdo
geogréfica entre os feijdes silvestres e cultivadds feijdes do tipo “S”
predominam no México e América Central (92%), emtmias do tipo “T”
predominam nos Andes do Sul (50%). O do tipo “Bhseate foi encontrado em
feijdes silvestres e cultivados na Colémbia. Jédipms “C”, “H" e “A” foram
encontrados em formas cultivadas nos Andes.

Os centros de origem correspondem aos centrosndestioacéo, ja que
as cultivares de feijao apresentam o mesmo tifagimlina, especifica de cada
centro de origem, de seus ancestrais selvagensmidécorrelacdo entre o tipo
de faseolina e o tamanho da semente. CultivaragpddT”, “C", “H” e “A”

tém sementes maiores do que 0s com tipo “S” e “Bpt& et al. (1998). No
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Brasil os cultivares de sementes pequenas e faaedb tipo “S”, como os
feijdes Carioca, Enxofre, Rosinha e muitos outBms@muns, e também feijdes

de graos graudos com faseolina do tipo “T”, coneoiltvar Jalo EEP 558.

2.2 Aspectos gerais da cultura do feijoeiro

A produtividade média estd em torno de 1031 kg/MANDER, 2014)
€ muito baixa ainda devido a uma expressiva parteplodutores utilizarem
pouca tecnologia, sendo assim mais atingidos gorefa abidticos e bidticos.
Desde a década de 50 do século XX e mais fortengeptatir da atuacédo das
universidades e da criacdo da Embrapa, houve enhéoustante aumento no
potencial produtivo com cultivares chegando a pzadalém de 3000 kg/ha.

O feijao é cultivado em Minas Gerais praticamentios 0os meses do
ano. O feijao é cultivado na época das “aguas” adora de outubro atéimicio
de dezembro; época da “seca” semeadura entre lodéngneiro a margco e a
época do “outono-inverno”, cuja semeadura ocorrem@éo até oinicio de
agosto, dependendo da regiao.

O estado de Minas Gerais esta organizado em 12rregiéi®s (Figura
1). O destaque é o Noroeste de Minas, com aproxamaeadte 40% da producao,
seguido pelo Triangulo mineiro/Alto Paranaiba etblate Minas (Tabela 1).
Nota-se nas figuras 2 e 3 a evolucdo da produgfiodeitividade da cultura das
safras 1976/1977 até 2011/2012 e principalmentécioido plantio de inverno
na safra de 1984/1985 e seu grande increment®aig2d12, equiparando com
as producdes das outras épocas. Porém, a produdiévida cultura de inverno

sempre foi muito superior por ser muito mais tecadfa.
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Figura 1 Mapa das mesorregides do estado de Mimamais; destacado, em
cinza, as principais mesorregifes produtoras {Eofei
Fonte: Instituto Brasileiro de Geografia e Estidst IBGE (2007)

Tabela 1 Producdo, area semeada e produtividadmelsmregides produtoras
de feijdo em Minas Gerais

Mesorregides Producao (threa semeada (haProdutividade (kg/ha)
Noroeste de Minas 190.993 83.295 2.292
Tridngulo MG/Alto Paranaiba 65.415 35.562 1.846
Norte de Minas 55.056 62.016 938
Sul/Sudoeste de Minas 49.616 51.731 1.002
Zona da Mata 31.581 50.605 673
Oeste de Minas 24.649 25.624 1.022
Campo das Vertentes 20.121 21.550 977
Vale do Rio Doce 13.186 21.934 607
Metropolitana de BH 11.741 16.808 701
Jequitinhonha 9.482 16.280 591
Central Mineira 5.089 5.010 1.110
Vale do Mucuri 3.934 5.615 700

Fonte: IBGE (2007)
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Figura 2 Comportamento da producdo de feijao @sssafras anuais em Minas
Gerais entre 1977 a 2012

Fonte: Companhia Nacional de Abastecimento - CON2®.2) e IBGE (2007)
(* Dados estimados)
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Figura 3 Comportamento da produtividade de feijés trés safras anuais
plantadas em Minas Gerais entre os anos de 190%2a 2
Fonte: CONAB (2012) e IBGE (2007) (*Dados estimgdos
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2.3 Mofo branco

Entre as doencas do feijoeiro, 0 mofo brar®ddrotinia Sclerotiorum
€ uma das que mais cresce em importancia, prinograe, devido a adocao de
cultivos mais intensivos sob irrigacdo, principatteéeno outono-inverno e sua
intensificacdo, como ilustra a figura 3, ocorrquagir dos anos 2000.

O fungo ataca toda a parte aérea da planta, palnogmte, no inicio da
floracdo ou ap6s a polinizagédo das flores, as qaxissm como fonte béasica de
nutrientes para iniciar as infec¢cdes por ascospapes, além de tecido
senescente, necessitam de um filme-d’agua pararirdidnfeccdo (HUINTER;
ABAWI; CROISER, 1978). Nos o6rgados infectados sdo encontradas lesfes
encharcadas, de coloragdo parda e consisténcig owte micélio branco de
aspecto cotonoso, cobrindo os tecidos da planta €progresso da doenca, as
folhas e os caules infectados tonam-se marrongreapecem eretos, mesmo
com a morte da planta.

A geminacgdo carpogénica (sexual) é consideradayvfoos autores,
como a principal responsavel pelas epidemias enmpcadARL; NASSER;
CAFE FILHO, 1997). Entretanto, esse patdgeno presiiituras de resisténcia
(esclerédio) que podem permanecer muitos anos Ino Gada esclerddio pode
produzir em média cinco, seis ou mais apotécicada apotécio pode produzir
milh6es de ascosporos. Os esporos (ascosporos)isgirsos pelo vento e/ou
pela agua.

A resisténcia do feijoeiro ao mofo branco é comglgoligénica e pode
ser dividida em resisténcia em virtude de mecarsstieoescape da planta como
porte mais arbustivo, possibilitando maior arejatmem entrada de luz; e a
resisténcia fisiolégica propriamente dita (HUANG;UMDEL; ERICKSON,
2003; SOULE et al., 2011).
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Segundo Antonio et al. (2008), que avaliaram pe#iodo do acido
oxalico a reacdo de progéniegFlo retrocruzamento um (RCG122 (G122 x
VC3) e Carneiro, Santos e Leite (2010) que avatiapaogénies f» do RG
M20 (G122 x M20), por meio dstraw test,ha predominancia da variancia
aditiva no controle da expresséo da reacdo deéesia parcial (fisiolégica) do
feijoeiro ao mofo branco. Ambas as autoras corauique as estimativas das
herdabilidades, no sentido amplo, obtidas (0,458)0indicam que a selecdo é

mais eficiente com base na média de progénies ermmulacbes miltiplas.

2.4 Arquitetura da planta

O porte mais ereto das plantas apresenta umad&siantagens, tendo
por isso recebido grande aten¢do dos melhorisestr®as vantagens destaca-
se: menor acamamento que propicia facilidade mbsstculturais, possibilidade
de colheita mecanizada, reducdo das perdas ndtaallesido ao menor contato
com o solo, propiciando também maior qualidadegtées e menor incidéncia
de doencas.

A arquitetura da planta € um carater complexo e agmjunto de
caracteristicas contribui para que a planta sej@ @u prostrada. Dentre essas
caracteristicas estao altura da planta, habitdadestimento, comprimento da
haste principal, nimero e comprimento dos entreadsaste principal, nimero
e angulo de ramificacdes que se iniciam na hasteipal, distribuicdo das
vagens na planta, tamanho dos grdos, diametro mlcdtilo, Stay Green e
habito de crescimento (SANTOS; GAVILANES, 2006).

Uma das dificuldades nos estudos da arquitetugdatda € a influéncia
do ambiente nesse carater. Alta umidade, tempagtlevadas e fertilidade
abundante s&o condi¢Bes edafocliméaticas que lesgrtaatas apresentarem um

maior desenvolvimento vegetativo. Linhagens ene¢gsas condi¢des de cultivo
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podem tornarem-se prostradas. Collicchio, RamalhAbreu (1997) avaliando o
porte em trés safras verificou que na safra daasags notas de porte tendem a
ser maiores, ou seja, as plantas tendem a ficarpnastradas.

Com relacdo as doencas o porte exerce grande nofyé
principalmente para o mofo branco, pois com umepantis ereto ha maior
circulacdo de ar e entrada de luz, fatores queudtifim o desenvolvimento do
fungo na planta. Para o mofo branco uma importeeuesao foi realizada no
sentido de se confirmar alguns QTL's para resig#éaesse patbgeno e/ou aos
mecanismos de escape, principalmente aqueles dedetes do porte. Dentre
0s 79 QTL's detectados para reacdo ao mofo brat®dpram confirmados,
sendo seis destes altamente relacionados a meocandenescape, tais como
porosidade do dossel, altura da planta e compronatds internodios.
(MIKLAS et al., 2013; SOULE et al., 2011).

2.5 Melhoramento genético do feijoeiro na UFLA

Em 30 anos de melhoramento genético do feijoeirJBBA (1974 a
2004), Matos et al. (2005) verificaram um progregsoético de 3,26 % ao ano
31,26 kg/ha/ano. No entanto, esta cada vez maikildibbter ganhos
expressivos, ja que os programas de melhoramentenpade gendtipos
melhorados, com elevado desempenho.

Em 2002 foi oficializado o convénio “Melhoramento Eeijoeiro para o
estado de Minas Gerais (MG)”, cuja proposta € eeraidto, avaliacdo e
desenvolvimento de linhagens/cultivares de feipeardaptadas a MG e
cooperacgdo técnica e financeira entre as instigigvolvidas: EMBRAPA,
UFLA, UFV (Universidade Federal de Vigosa) e EPAMM&Gando & obtencéo
e registro de novas cultivares de feijoeiro com@ada instituicdo é responsavel

pela conducéo dos experimentos em suas regideaaigia.
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Entre os caracteres avaliados nos dois anos dagi@lde cada biénio
do VCU (Valor de Cultivo e Uso) estdo: a produtadd, o porte, acamamento,
os dias para florescimento e as doencas (manchdaangidio), a depender da
ocorréncia destas nas diferentes safras/locais guass esses ensaios sao
conduzidos. As melhores linhagens séo registradaotegidas com o nome
BRSMG - nome fantasia - com titularidade das quiasttuicdes.

Com o avanco das técnicas de sequenciamento, qolatd de
genotipagem, e a diminuicdo no seu custo, o usardwsadores moleculares
aumenta o seu potencial como ferramenta nos pragrae melhoramento para
auxiliar no aumento dos ganhos obtidos no melhan&nde plantas. Varios
estudos genéticos tém sido realizados e os objesio bem diversos, entre eles
podemos citar os estudos a respeito do esclareinmbre a origem da
variabilidade genética das cultivares atuais, ddrote genético da resisténcia a
diversas doengas e dentre outras as caracteriaticas6micas como o porte,
relacionadas com doencas importantes como o0 mafacbr(ANTONIO et al.,
2008; MIKLAS et al., 2002, 2013; SCHWARTZ; SINGH)13).

2.6 Marcadores moleculares

Os marcadores moleculares tém sido empregados raéma de
finalidades como identificacdo de gendtipéiagerprinting, estudos de fluxo
génico, estimativas do parentesco, analise dagiilate genética, construcdo de
mapas moleculares, identificacdo de QTL’s princigaite para doencas,
identificacdo de transgénicos, na selecdo genbraicgpla entre outras
aplicacdes. Embora, inicialmente focada em cairatimas oligogénicas, a
automatizacdo e o desenvolvimento de plataformasgel@otipagem tém
proporcionado o estudo de caracteristicas quawtitatmais complexas
(BERNARDO, 2010).
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Os marcadores utilizados nessas plataformas auramias sdo os
SNP’s §ingle Nucleotide Polymorphi$m(NACHMAN, 2001). Entre os
diversos tipos de marcadores os microssatélitesju&icias Simples Repetidas
(SSR) merecem destaque pelas suas caracteristmEsuem natureza
codominante, sdo PCR-especificos, reprodutiveisne ampla distribuicdo no
genoma, 0 que 0s tornam importantes na construg@oirtegracao dos mapas
genéticos (BLAIR et al., 2003; CORDOBA et al., 20HANAI et al., 2007,
2010). Os marcadores SSR-E&Kfressed Sequence Tagessuem vantagens
adicionais por serem desenvolvidos a partir dedesgiranscritas do genoma.
Um marcador derivado de EST que esteja associato earater de interesse
pode ser parte do préprio gene (THIEL, 2003).

Entre os marcadores o AFLPAnplified Fragment Length
Polymorphisiy, também se mostra importante para a saturac@emama, por
explorar a variagdo do comprimento de fragmentosediicdo (HANAI et al.,
2010; VOZ et al., 1995).

O polimorfismo detectado pelo AFLP é observado pelssenca ou
auséncia do fragmento amplificado, conferindo aafs®arcas um carater
dominante (LOPES, 2003). Cada gel, em geral, ézcdpaevelar a variacdo em
varios fragmentos (locos), numa Unica reacdo de, RC&ue se constitui em
uma vantagem desse marcador em relacéo aos demais.

Os perfis de AFLP séo oriundos dos fragmentos geraéla digestédo
do DNA genbmico por duas enzimas de restricdo, deneorte raro e outra de
corte mais frequente. Apos a digestdo, os fragrsedto restricdo recebem
sequéncias especificas, denominadas de adaptadpesse ligam as suas

extremidades. Subconjunto de fragmentos sdo aogulifis, seletivamente, via

PCR, utilizando com@rimers sequéncias complementares as sequéncias dos

adaptadores, acrescida de trés nucleotideos aidstréa posicao 3', permitindo

a selecdo dos fragmentos que serdo amplificadesparacdo dos fragmentos se
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d& em gel de poliacrilamida de modo que os fragosetié corte raro-frequente
sejam prioritariamente visualizados.

A técnica permite a deteccdo de um grande nUumergamtos de
mutacdo por rea¢do, pois uma simples mudanca @eplog®e ocasionar a perda
ou o ganho de um sitio de restricéo e, por issgsamarcadores sao importantes
para a saturacdo de mapas genéticos ou de detdamiregides genémicas de
espécies como o feijoeiro com baixa densidade deatiares moleculares.

Geralmente sdo utilizados marcadores SSR como d@mcpara
posicionamento desses locos marcadores AFLP no magao da espécie e
assim obter maior cobertura/representatividadevdagidade das caracteristicas
de interesse da espécie do feijoeiro, conformézeattl no feijoeiro por Hanai et
al. (2010). Neste trabalho Hanai et al. (2010) tifieou QTL's para resisténcia
a antracnose e ferrugem em regides genbmicas cora lignsidade de

marcadores mapeados.

2.7 Selecao assistida por marcadores molecularemapas genéticos

A partir da década de 90 do século XX a selecadstass por
marcadores tornou-se uma ferramenta disponivel paragramas de
melhoramento, principalmente para caracteristitig@g&nicas como algumas
doencas (DEKKERS; HOSPITAL, 2002; SOULE et al., 2010 estudo de
locos controladores de caracteristicas quantigt@@TL's) via marcadores
genéticos moleculares associados ao uso de mapeticgs obtidos por
marcadores moleculares permite identificar, magegquantificar o efeito dos
QTL's. A eficiéncia na deteccdo de QTL's dependendonero de QTL's,
magnitude do seu efeito, herdabilidade da caratitsaj interagbes entre os

genes, tipo e tamanho da populacdo segregantejltarda genoma, frequéncia
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de recombinacéo entre o QTL e o marcador, saturdgdoapa e eficiéncia da
avaliacao fenotipica (COLLARD et al., 2005).

Os pré-requisitos para 0 mapeamento de QTL's enzaorantos
controlados séo: I) delineamento genético ou pgfels de mapeamento
adequado: populagdes do tipg Fetrocruzamentos, linhagens recombinantes ou
RILs (Recombinant Imbred Lingdentre outras. Dessa forma, para a construcao
de mapa molecular e identificacdo de QTL’s, sdwmlb&tas duas linhagens
genética e fenotipicamente divergentes em relag8ocaracteres de interesse.
Assim, nos individuos jFo Desequilibrio de Ligacdo (DL) € maximo e as
populacdes derivadas a partir deles procuram explesse desequilibrio
(GUPTA; RUSTGI; KULWAL, 2005).

Embora essas populacdes segregantes sejam faelrogatas, elas
apresentam numerosas desvantagens. Primeiro, o dalwariacdo genética
dentro da populacao é limitado, devido ao fatoattadoco poder segregar para
apenas dois alelos (espécies diploides), de forma ga auséncia de
polimorfismo entre os pais nao é possivel idertific QTL. Segundo, as bases
genéticas dentro das quais estudos de melhorars@atealizados, geralmente,
tais populacbes ndo representam a base genéticgedosplasmas elites
(JANNINK; BINK; JANSEN, 2001). Terceiro, o relativbaixo nimero de
geragbes apds o maximo DL, que ocorre na geragaomiplica num reduzido
namero de meioses amostradas dentro da populacamageamento, assim
ocasionando longos trechos de cromossomo em DLndesa blocos
haplotipicos, o que teoricamente aponta para s&sielegle de um menor nimero
de marcadores para cobertura do genoma.

Para o feijdo-comum, inicialmente trés principaiapas de ligacdo
foram estabelecidos, utilizando diferentes tiposnuacadores moleculares e
fenotipicos (NODARI et al., 1993). Essas marcaarfointegradas em um mapa

do genoma do feijoeiro, chamado mapa nlcleo (FREYRE al., 1998)
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desenvolvido a partir do cruzamento entre as ek BAT93 (B) de origem
mesoamericana e Jalo EEP558 (J) de origem andim&mP esse mapa nuicleo
de ligacdo (BJ) era limitado quanto a informacdesétjicas sobre caracteristicas
Uteis para os melhoristas (resisténcia a doengagxgmplo).

Blair et al. (2003) desenvolveram um mapa nulcleanitrossatélites
(SSR) integralizado a esse mapa nucleo anteria Bdrtir de uma populacao
biparenatal do CIAT com os seguintes genitores: B4R (D) e G19833 (G).

Entre os grupos de pesquisa importantes no desemesito de
marcadores e mapas genéticos do feijoeiro no Bpaglemos citar a UFV,
EMBRAPA Arroz e Feijdao com trabalhos de integrajéa de marcadores SSR-
EST no mapa nucleo do feijoeiro e os grupos IAC Esaola Superior de
Agricultura Luiz de Queiroz - ESALQ/USP. Além deegrar marcadores ao
mapa nlcleo da espécie esses grupos tém gerade m@pdticos a partir de
populacdes biparentais de cultivares nacionaistadap. Com o auxilio de
marcadores microssatélites (SSR) utilizados comeoras para alinhar e
comparar 0s mapas provenientes dessas cultivaesslebas/adaptadas e o
mapa nucleo. Verificar a importancia de QTL'’s japeados e de novos QTL's
dessas populac6es biparentais adaptadas agronanteass nossas condicdes
com o mapa nucleo do feijoeiro.

Com o avanco das tecnologias de sequenciamento ceicdé
moleculares em 2010, tentou-se integrar os mapasige e fisico utilizando a
biblioteca BAC do gendtipo G19833 e as linhagernsRta populacdo DOR
364/G19833 (DG).

Houve também a criacdo de uma base de dados ddobmatica do
feijoeiro pela Universidade da Califérnia chamaBhaseolusGenesujo
endereco eletrbnico é http:\phaseolusgenes.bionatics.ucdavis.edu . Nesse
site € possivel buscar por marcadores de QTL's ja ifieados para algumas

caracteristicas e até por sequéncias.
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A partir desses mapas € possivel a decomposicdcaideteres de
heranca complexa em seus componentes mendelianasethor entendimento
genético das caracteristicas mostrando que seraaréede carater aditivo ou de
dominéancia, 0 mapeamento de regifes gendmicasanielam caracteres de
importancia econdmica, a quantificacdo do efeitesde regifes para o carater
estudado e a subsequente utilizagdo dessas infdesiap desenvolvimento de
cultivares melhoradas (FERREIRA; GRATTAPAGLIA, 1998

O mapeamento de QTL's ndo se trata apenas de dederanposicdo
destes no genoma, mas também a quantificacdo eaaterigacdo de seus
efeitos, como interacdes alélicas, por exemplaao gle dominancia - de cada
um, e mesmo interacBes epistaticas e pleiotropidarm vez que os gendtipos
desses locos controladores de caracteres quasmtitetio desconhecidos, uma
alternativa € estimar os efeitos de QTL's fixadosposi¢Bes intermediarias de
marcadores moleculares genotipados que nédo téno efebre o carater em
estudo, utilizando a informag&o do mapa dessesataires.

O reconhecimento dessas e de outras limitacGes n@tivado o
interesse em estratégias alternativas de melhotajgopulares em estudos de
genética humana e animal e posteriormente em plachahecidas como
mapeamento associativo ou mapeamento por DL. (LYNGHMLSH, 1998,
2002).

2.8 Mapeamento associativo

O mapeamento associativo avalia o desequilibrioligiecdo entre
polimorfismos no DNA com regides do genoma respagisgpor caracteres de
interesse. Em plantas a metodologia prega o ugpopldacdes ndo estruturadas

(sem progénies) compostas de individuos ndo apai@nt advindos de
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backgroundgienéticos diferentes e ampla varia¢édo fenotii&KARIMOV;
ABDUKARIMOV, 2008).

Basicamente 0 mapeamento associativo se divide dums
metodologias, a de genes candidat@(idate gengsque surgiu inicialmente
em humanos e restringia-se a determinadas regépesiicas do genoma e a
metodologia da analise do genoma como um tedmwle genome scannipg
inicialmente com uma ideia de utilizacdo de um menionero de marcadores,
menor resolugdo, assim voltada para espécies awm#dgaom 0 genoma
constituido de blocos haplotipicos mais conserva@os o aprimoramento da
técnica de sequenciamento e marcadores SNP's, tpesmia automacdo da
genotipagem, e assim uma maior cobertura de tggmoma da espéciwliole
genome scanningOs primeiros estudos em plantas foramAeabdopisise em
milho (GUPTA; RUSTGI; KULWAL, 2005).

A extensdo do DL ao longo do genoma e a estrutoa lidocos
haplotipicos determinardo o tipo, nimero e densidé® marcadores, a serem
utilizados, além dos métodos mais adequados pandlise e interpretacdo dos
resultados. No entanto o desequilibrio de ligagmnecessariamente resulta de
ligacdo fisica, ja que outros fatores como epataslecao (natural ou artificial),
deriva genética, estrutura populacional, sistenmodkitivo também podem
interferir, fazendo com que falsas associacdese emtarcador/QTL sejam
detectadas (FLINT-GARCIA; THORNSBERRY; BUCKLER, Z)0 Essas
falsas associacdes podem ser “controladas” ao ssidewar a estrutura
populacional e a matriz de parentesco K (YU; BUCRI,.2006).

De modo geral, num estudo de mapeamento associatiywimeiro
aspecto a ser avaliado é a extensdo e distribdigdal. A genotipagem ampla
do DL determina a resolu¢do de mapeamento e addelesde marcadores para
um escaneamneto do genoma. Se o DL cai a umadistéacia, a resolugéo de

mapeamento esperada é alta, mas um grande numernadmdores sao
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necessarios. Por outro lado, se DL se estendemparanga distancia, as vezes
em cM, entdo a resolucdo de mapeamento serd baiaa, um nimero
relativamente pequeno de marcadores serdo prézidbkset al., 2008).

A visualizacdo grafica do DL pode ser apresentagiiotcomo um
parcela de decaimento do D' ou r? através da distdisica ou genética, ou
como um arranjo linear de DL entre locos polima@siadentro de um gene ou
entre locos ao longo de um cromossomo (BRADBURMgt2007; FLINT-
GARCIA; THORNSBERRY; BUCKLER, 2003).

Geralmente os grupos de linhagens-elite sao tigotenderivados de
poucos fundadores no passado foram submetidos@satselecdo. Por essas
razdes é esperado que o DL nesse material seja ajte ja foi confirmado nos
primeiros resultados experimental. Linhagens-glitdlem ndo oferecer maior
resolucdo quando comparada com andlise de QTL epulgudes de
mapeamento biparentais. Porém, ha pelo menos mipastantes vantagens: um
substancioso maior nivel de polimorfismo e a détecge alelos favoraveis
diretamente na populacdo-alvo (BRESSEGHELLO; SORRER006). E
importante que o melhorista/experimentador escathayrupo de germoplasma
diverso que explore os eventos de recombinacdopqdem ter ocorrido na
historia evolutiva da espécie de interesse.

Uma vez analisado o desequilibrio de ligagdo deveasalisar a
estrutura populacional dos seus genétipos com dli@aude marcadores
aleatérios ao longo do genoma. O estudo sobre ratust populacional do
painel associativo é fundamental para evitar aagbes erréneas entre fenétipo
e marcador.

Entre as formas de se inferir a estrutura das pgpak estdo o célculo
da matriz Q via programa STRUCTURE (PRITCHARD; SHENS;
DONNELLY, 2000) a utilizagdo da genealogia e aizado dos componentes
principais (PRICE et al., 2006). A estrutura de wapdes tem por objetivo
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identificar subpopulacdes e estimar a proporcawvad@acdo de cada individuo
proveniente de cada subpopulacdo particular. Aimaessas estimativas é
chamada Q, e é usada como covariavel controlegpastrutura da populacéo.

Como a matriz Q ndo contempla um possivel paremtesire os
individuos de cada subpopulagéo, Yu e Buckler (Rp@dpuseram calcular esse
parentesco entre cada individuo presente no estioita dois, ou seja, obter a
matriz K de parentesco e também inseri-la no modBkra utilizar essa
informacdo no modelo o mapeamento associativo dmmar com uma
abordagem de modelos mistos que contemple alémedétifo, gendtipo,
estrutura populacional e a informacao sobre o pesea par a par entre 0s
individuos do painel associativo (YU; BUCKLER, 2006

Para isso 0 mapeamento associativo deve contauo@rabordagem de
modelos mistos que contemple além do fenétipo, temdénformacdes sobre a
estrutura populacional a matriz Q, e matriz de maszo k (obtida no programa
SPAGeDi 1.3) (YU; BUCKLER, 2006).

A matriz de parentesco original é calculada a pddipedigree Nesta
matriz as diagonais tém valores entre um e doissgaesquivalentes a um mais
o coeficiente de endogamia. Fora das diagonais esafares se situam entre 0 e
1 e refletem o parentesco entre esses individugariAncia genética estimada a
partir dessa matriz € a varincia genética enttiwiotuos, advinda dos gametas
gue deram origem a esses individuos. A matrizadenpesco original é duas
vezes a matriz de parentesco usada na genéticoopldapdes, portanto a
multiplicacdo da matriz k por dois é requeridagamue ela seja utilizada no
modelo misto (YU; BUCKLER, 2006).

Essa multiplicacdo ndo muda as solu¢bes dos BLEEBLUPS e os
seus testes estatisticos. Como os testes assosiafio testes baseados nos

BLUE's, estes ndo sdo afetados. No entanto essdiphealcdo afeta as
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estimativas dos componentes de varidncia aditivaoesidual e logo a
herdabilidade.

Como o mapeamento associativo envolve, geralmamte, grande
namero de marcadores e de testes, deve-se tong@adoutom o erro tipo |, o
qgual pode surgir em funcdo desses mudltiplos tedbeitre os métodos
estatisticos para corre¢do desse erro esta o F&IBe(Discovery RajeO FDR
€ uma opc¢ao para a correcdo de Bonferroni por @étée conservativo, dessa
forma, as chances de detectar locos que estejdmerga em desequilibrio de
ligacdo sdo maiores. Desse modo pode-se dizer sjuerdadeiros positivos
seriam considerados e que somente os falsos pssiriam descartados. No
caso 0 FDR é utilizado quando trabalha com milha@esnarcadores. Outra
metodologia que vem ganhando destaque é o minitmoda BAYES (min BF)
(GOODMAN, 2001).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Linhagens utilizadas para 0 mapeamento assodiai

Foram avaliadas 144 linhagens de feijoeiro. Desd&9 foram
provenientes dos ensaios: Elite 2006-2008 e 2009;20CU gréos tipo carioca
e VCU gréos tipo preto do Biénio 2007-2009 e VCHogrtipo carioca, preto e
cores do hiénio 2010 — 2012 (Tabela 2) as outradinhagens foram CNFRJ
10564, G122, JALO EEP 558, ESAL 550, IPR CORUJINIStemunhas com
reacGes fenotipicas extremas para reacéo fisiel@ganofo branco.
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Tabela 2 Codificagéo das linhagens utilizadas dogramas VCU e ELITE

VCU CARIOCA VCU PRETO ELITE VCU CORES
2007-09 2010-12 2007-09 2010-12 2006-08 2009-2012010-12
GENO1  GENO4 _GENOZ21 GENO21 GENOB GENO2 GENO19
GENO5 GENO9 GENO26 GENO28 GENO18 GENO3 GENO29
GENO6 _GENO15 GENO27 GENO31 _GENO19 GENOS8 GENO47
GENO7 _GENO44 GENO30 GENO33 GENO40 GENO11 GENO55
GENO10 _GENO49 GENO32 GENO36 GENO42 GENO12 GENO90
GENO39 GENO54 GENO34 GENO37__GENO44GENO13 GENO91
GENO41 GENO58 GENO35 GENO38__ GENO49GENO14 GENO93
GENO43 GENO59 GENO45__ GENOI10XGENO50 GENO16 GENO94
GENO46 _GENO64 GENO101 GENO103 GENO51 GENO17 GENO97
GENO52 _GENO69 GENO103 GENO106 GENO56 _GENO19 GENO99
GENO63 _GENO70 GENO106 GENO127 GENO60 GENO20 GENO100
GENOG69 GENO72 GENO111 GENO128 GENO62 GENO22 GENO125
GENO89 GENO89 GENO134 GENO130 GENO64 GENO23 GENO126
GENO92 _GENO98 GENO135 GENO132 GENO66 GENO24  GENO129
GENO108 GENO114 GENO136 GENO138 GENO67 GENO25 GENO131
GENO109 GENO115 GENO140 GENO142 GENO68 GENO65

GENO113 GENO119 GENO70 GENO75
GENO118 GENO120 GENO71 GENO76
GENO119 GENO121 GENO72 GENO77
GENO120 GENO122 GENO73 GENO78
GENO137 GENO123 GENO74 GENO79
GENO139 GENO133 GENO87 GENOS80
GENO141 GENO144 GENO88 GENO81
GENO143 GENO89 GENO82

GENO95 GENOS83
GENO96 GENO84
GENO98 GENO85
GENO107 GENOS86
GENO110 GENOS89
GENO112 GENO102
GENO116 GENO104
GENO117 GENO105
GENO119 GENO107
GENO110
GENO119
*linhagens sublinhadas estéo presentes em ambwnéries
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3.2 Avaliacao da resisténcia fisiologica do feijog ao mofo branco

Para avaliarmos a resisténcia fisioldgica ao mofindo dessas 144
linhagens utilizamos o método da pontegiaaiw test (PETZOLDT; DICKSON
1996; SINGH, 2008). Inoculou-se o micélio 8elerotinia sclerotiorumnas
safras das secas de 2011, inverno de 2012 e se@@®ld8 no campo, cerca de
cinco semanas apds a germinacdo, em latice tripla 12, em dez plantas
competitivas de cada parcela de 1 metro de comptameom cerca de 15
plantas. Também foi realizado um experimento ena s vegetacdo em
dezembro de 2013 com temperatura de 25°C e umidadé5% em blocos
casualizados com duas repeticdes de 4 plantasddelinhagem em vasos de 6
L, na qual o vaso foi considerado como repeticao.

Para obtencdo do micélio do fungo, para a inocalaé “straw test,
os esclerodios foram coletados do campo da FaZexgerimental da FAEPE,
submetidos a assepsia e depositados em placasrdeqme meio BDA com
antibiético Clorafenicol e Panvit. As placas foramnlocadas em camara
incubadora por sete dias, a 22°C e fotoperiodo2dédtas. Foi necessaria a
repicagem por meio de discos com um furador denth¥ de didmetro, para
placas contendo meio BDA, para seguir um crescinemis uniforme do
micélio. Apds trés dias a essa repicagem, a plega €oberta com micélio.

Para a inoculacdo fez-se um corte no apice do pamepal da planta e
colocou-se a ponteira plastica de micropipeta codisoo de agar em que o
micélio foi crescido. Oito dias ap6s a inoculac&ocpdeu-se a avaliacdo da
reacdo do feijdo ao mofo branco, por meio de urnal@sliagramatica de 1 a 9,
(PETZOLDT; DICKSON, 1996; SINGH, 2008). Em que: lplantas sem
sintomas; 2 - invasdo do fungo, além do sitio @eufagcdo, porém, menor do
que uma polegada; 3 - invasdo do fungo além de potegada até antes do

primeiro no; 4 - quando o fungo atinge o primeiéy b - invasao do fungo além
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do primeiro n6, porém, menor do que uma polegadan®aséao do fungo além
de uma polegada até antes do segundo né; 7 - quafuigo atinge o segundo
noé; 8 - invasao do fungo além do segundo no e Ortenda planta.

Ambas as avaliagcbes no campo e na casa de vegetegideram na
area experimental do Departamento de Biologia davddsidade Federal de
Lavras (UFLA), no municipio de Lavras, MG, locatipana regido Sul do
estado de Minas Gerais, a 918 metros de altitud®82 de latitude Sul e 42°22’
de longitude Oeste. Para as andlises de variandigiduais de cada safra
conduzida em campo e para a avaliagdo em casagdtag@o utilizou-se a
média da parcela. Para a andlise conjunta toddadss (médias das parcelas)

das trés repeticdes das trés safras avaliadasmapodaram contemplados.

3.3 Extracdo de DNA e reac¢fes de PCR (SSR e AFLP)

As linhagens foram semeadas em substrato plantanaxcélulas de
isopor. Aproximadamente uma semana apés a gernoirajétou-se, erbulk,
uma folha de 6 plantulas de cada uma das 144 kmisagerca de 1 grama de
folhas jovens e extraiu-se o DNA pelo protocolodificado por Hanai et al.
(2010). A qualidade e quantificacdo do DNA gendmicam realizadas em
eletroforese em gel de agarose 1%, corados com S¥f@RInvitrogen) e suas
concentracbes estimadas pela intensidade de fuérreis emitida. A
guantificacdo foi baseada na intensidade das ctacées pré-estabelecidas do
DNA do fago lambda.

Para cada reacdo de SSR e SSR-ESTs foi utilizadng2@e DNA
gendmico, 100 uM de cada um dos desoxirribonudeot (dATD, dCTD,
dGTD, dTTD), uma unidade da enzima tag DNA polireer£0 mM de Tris pH
8,3, 50 mM de KCI, 2 mM de MgCI2, 10 ug de BSA,332de Ficol 400, 10

mM de tartrazine e agua, completandopl2 A amplificacéo foi realizada em
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termociclador modelo Mastercycler Eppendorf, segdmiin seguinte programa:
dois minutos a 94° C para desnaturacdo do DNA;j@@s¢c em que cada ciclo:
20 segundos, a temperatura de 94° C para desrimiura@ segundos para
anelamento d@rimer, cujas temperaturas variaram de 46 a 68° C, del@aco
com oprimer e 20 segundos a 72° C para sintese de DNA.

As reacdes de PCR para os marcadores do tipo Abilathfrealizadas
conforme descrito por Vos et al. (1995). Apds aesdlio com as enzimas de
restricdo EcoRI e Msel e ligacao dos oligonuclemttdadaptadores, o DNA foi
amplificado utilizando iniciadorep(imerg com uma base seletiva (EcoRI-N e
Msel-N), em 151l de reagédo, seguindo o seguinte programa: doigtas a
94° C para desnaturacdo do DNA, 26 ciclos a terherde 94° C, 56° C e 72°
C por um minuto para cada temperatura. Apdés esspa.eto DNA pré-
amplificado foi diluido (1:25) e amplificado novante utilizando iniciadores
com trés bases seletivas (EcCORI-NNN e Msel-NNNjlacll correspondente a
uma base: A, C, T ou G. Para as rea¢cfes de PGRowtsle 3,0uL de DNA
diluido (10 x) e um volume final de reacdo deylbsamplificados seguindo o
seguinte programa: dois minutos a 94° C para tlesgdo do DNA, 12 ciclos
iniciais de 94 ° C por 30 segundos , 65 ° C pos&fundos e 72 © C por um
minuto e posteriormente 23 ciclos com a diferengg @ temperatura de
anelamento foi de 56 ° C e uma extensao finala@por 5 minutos.

Apbs a amplificacdo (SSR e AFLP) os fragmentos dALCforam
separados em gel vertical de poliacrilamida 8% atesante por cerca de trés
horas e revelados com nitrato de prata (HANAI gt24110). A visualizacao foi

feita por meio de transiluminador de luz branca.

3.4 Mapeamento Associativo
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Para realizacdo do mapeamento associativo devegsér s seguintes
itens 3.4.1 ao 3.4.6.

3.4.1 Avaliagdo genatipica — via marcadores SSR &P

Na escolha desses marcadores procurou-spripoers equidistantes em
cada cromossomo, preferencialmente do tipo SSR R-ESH Expressed
Sequence Tage ja relacionados as QTL's para resisténcia afo rboanco.
Alelos com frequéncia inferior a 5 % nao foram iitkes nas analises, devido a
maior possibilidade de produzirem efeitos de “cadfmento” na geragéo da
matriz Q e K e ao menor poder nos testes de agdocidestes de associacado
sdo dependentes da frequéncia alélica e da difefengtipica devida aos alelos
daquele loco (PRITCHARD; STEPHENS; DONNELLY, 2000).

Para os marcadores SSR os alelos foram anotadwsrididos de
acordo com o tamanho do fragmento em pares dg(jplasd-oi calculado o PIC
(Polymorphism Information Contnpara medir a informatividade de cada um

dos locos gerados, de acordo com a equacao:

PIC =1—-3Pi (1)
Em que:
PIC: conteudo de informacéo polimérfica

P,: é a frequéncia de cada alelo do loco marcador
3.4.2Analise do Desequilibrio de Ligagéo (DL)
Para avaliar a resolucéo da andlise associativa-s\primeiramente

estudar o (DL) entre pares de marcadores. Neste estidado pelo parametro

r? que representa originalmente a correlagéo entseatiglos (dois por loco) em
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2 locos. Quando multiplos alelos estdo presentesaltarnativa é realizar uma
média ponderada dd calculado para todas as combinacdes alélicas estre
pares de locos, ponderadas pela frequéncia alfita cada par de locos. Esse
procedimento é realizado pelo teste de permutagd@da no programa TASSEL
2.1 (BRADBURRY et al., 2007).

Nesse teste de permutacéo rapida para determimarSeonsiderou
cada grupo de ligacdo separadamente, evitando gjueaccadores pudessem
apresentar algum grau de DL com os marcadorestdes() grupos de ligacéo.
Alelos com frequéncia abaixo de 5 % foram excluidogpriori em opcéo
disponivel no programa TASSEL 2.1. Pares de locomegte foram
considerados em DL para p-valores menores do €de O,

Para visualizac@o e andlise do grau de decaimenflLdno genoma,
foram considerados os valores significativosrdebtidos no programa Tassel
2.1 e as distancias genéticas entre os pares dadoaes (cM), obtidas no mapa
consenso do feijoeiro, disponivel no site
(www.phaseolusgenes.bioinformatics.ucdavis.edwysemapas fisico e genético
integralizado do feijoeiro (CORDOBA et al., 201®s informagées foram
sumarizadas em grafico, sendo utilizada uma lirhteddéncia logaritmica para
assim inferir o tamanho médio dos blocos de liggbaplétipos).

3.4.3 Analise da estrutura populacional

Para o calculo da matriz Q utilizou-se os genétigas linhagens
obtidos com esses marcadores, para andlise noapragsTRUCTURE 2.3.4
via abordagenbayesiangd PRITCHARD; STEPHENS; DONNELLY, 2000).

Para o estudo da estrutura populacional das limsaggilizou-se
somente os dados de genotipagem dos marcadoreN8SRlculo os seguintes

parametros foram selecionados: 5 corridas indemeeslecom o numero de
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subpopulac¢des (s) variando entre 2 e 6 subpopdagbeensdo de 100000
“burn-in” e 200000 simulagfes de Monte Carlo Cadeias dedMaidCMC),
modelo ancestral de ndo misturm @dmixturé e modo de frequéncias alélicas
correlacionadas.

Para se analisar e selecionar o “s” mais provéatizou-se a média e o
desvio padrdo dos valores mais provaveis medidosljpgaritmo neperiano de
Probabilidade dos dados - InP(D) de cada “s” dasoctorridas independentes
referente a cada “s”. Gerou-se um grafico com oerdnde subpopula¢gdes no
eixo x e o0 InP(D) e o seu desvio padréo no eixd yselecdo do “s” mais
provavel se deu quando se teve um pico de aumeniioP¢D) associado a um
baixo desvio padrdo (PRITCHARD; STEPHENS; DONNELLX)00). Para
confirmar a selecédo desse valor de “s” ha outradetbgia designada delta “k”
aqui denominada delta “s” desenvolvida por EvaRegnault e Goudet (2005).

Nessa metodologia realiza-se a diferenca entr®@®hmédio referente
a cada subgrupo s + 1 e s. Para os valores endositraaliza-se nova diferenca
entre os valores de s + 1 e s. Multiplica os tadok negativos dessa diferenca
por menos um de forma a torna-los todos positifarsse 0o somatério desses
resultados. Para se obter o delta “s” de cada spbgdivide-se esse somatério
pelo valor do desvio padréo calculado para as aiecddas independentes (5)
para cada subgrupo testado (EVANNO; REGNAULT; GOUDEI05).

3.4.4 Obtencgédo da matriz de parentesco K

Ja para o calculo da matriz de coancestralidadesfite os gendtipos
par a par, utilizou-se os marcadores SSR e AFLPragrama SPAGeDi 1.3
(HARDY; VEJEMANS, 2002). Como esse programa initiahte ndo analisa
marcadores codominantes e dominantes, conjuntaméatesformou-se o0s

dados de AFLP de presenca e auséncia de bandaGiaea200pb, pois foram
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utilizadas linhagens puras, para assim obter a matsiz k referente a todos
marcadores e por isso mais informativa.

Como parametros para geracao dessa matriz k gedees® 0 método
Ritland (HARDY; VEJEMANS, 2002), indicado para madores codominantes
e 1.000 permutagcBes. Os valores da diagonal dézmfabbtida no programa
SPAGeDi 1.3 foram preenchidos com o valor doisyaleres fora da diagonal
multiplicados por dois e os valores negativos dergasco foram zerados (YU,
BUCKLER, 2006), para assim incluir essa matriz deeptesco no modelo

misto no programa Tassel 2.1 e realiza¢&do da arddsociativa.
3.4.5 Analise dos dados fenotipicos

Os dados fenotipicos das avalicbes da reacéo ambrafico pelstraw
testforam conferidos quanto a presenca de dadtlisers Realizou-se a média
das parcelas e procedeu-se a analise de variamdigidual da resisténcia
fisiolégica das linhagens ao mofo branco.

Para as avaliacbes da reacdo ao mofo branco envcatifipou-se o

delineamento latice triplo e 0 modelo estatistico:

Yim=m+r+bhyp+t ey )
Em que:

Yix: observacéo referente a linhagem i, no bloco kirdeda repeticéo j;
m: média geral;

r;: efeito aleatdrio da repeticéo j, sendo j = 1,2,3;

by): efeito aleatorio do bloco k, na repeti¢éo j, sekdol,2, ..., 12);

t;: efeito fixo do linhagem i, sendo i = 1,2,3,144;
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g . efeito aleatério do erro experimental, associadparcela que
recebeu a linhagem i, no bloco k, dentro da refpeticAssumiu-se que 0s erros

sdo independentes e normalmente distribuidos, cédierzero e variancia.

Para a avalicdo em casa de vegetacdo utilizou-delioeamento de

blocos casualizados (DBC) conforme o modelo:
Vij=m4r+5 + 85 (3)

Em que:

Yix: observacéo referente a linhagem i no bloco kirdefa repeticéo j;

m: média geral;

r;: efeito aleatdrio da repeti¢do j, sendo j = 1,2;

t;: efeito fixo da linhagem i, sendo i = 1,2,3,144;

ej. efeito aleatorio do erro experimental, associadgarcela que
recebeu a linhagem i, no bloco k, dentro da refpeticAssumiu-se que 0s erros

s&o independentes e normalmente distribuidos, cédiarzero e variancis.

Foi realizada a analise conjunta com as médiapaaelas de todas as
repeticdes das trés safras conduzidas em campm.id3ar certificou-se que os
guadrados médios dos erros das andlises indiviflossem semelhantes, pelo
teste de Hartley de homogeneidade de variancidizoutse o seguinte modelo

para a analise conjunta:

YVir=m+ag + 5+ v + by + (adg + i1y (4)

Em que:
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Y, observacdo referente a linhagem i no bloco kirdesa repeticdo
j, na safral;

m: média geral;

a: efeito fixo safra |, sendo | =secas 2011, inve2fith? e secas 2013;

t: efeito fixo do linhagem i, sendo i =1, 2, 3,144

oy : efeito aleatorio da repetigdo j, dentro da slasendo (j = 1, 2, 3);

bk(j.): efeito aleatdrio do bloco k, dentro da repeticéala safra |, sendo
k=1,2,..,12);

(ta): efeito fixo da interacdo entre linhagem i e asshf

€ix): € 0 erro experimental médio.

3.4.6 Analises associativas

A andlise de associacdo entre os marcadores e rastetésticas
fenotipicas foi realizada usando os modelos lirgearistos (MLM) no programa
Tassel versdo 2.1, especifico para marcadores@f@R,0s marcadores testados
e os dados referentes a subpopulacdo (matriz @mfaronsiderados como
fatores de efeito fixo, enquanto a matriz de pastt foi considerada como um
fator de efeito aleat6rio. A matriz de parenteskd foi obtida a partir do
programa SPAGeDi versaol.3 (HARDY; VEKEMANS, 2002).

Para identificagdo de marcadores ligados aos Qddssciados ao mofo
branco, segundo, Yu e Buckler (2006) o modelo palgipara a analise

associativa é:

v=X§+ Se+ Qv+ Zu+e (5)

em que:

y: vetor de observaces fenotipicas;
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B: vetor de efeitos fixos (outros efeitos diferenes marcadores e da
estrutura populacional);

a: vetor de efeito fixo dos marcadores — analisénidisidualmente;

v: vetor do efeito fixo da estrutura da populacao;

u: vetor dos efeitos poligénicos aleatdrios deseoidos;

e: vetor aleatério do efeito do residuo;

Q: matriz do programa STRUCTURE que relacionay a v

X, S e Z sdo matrizes de incidéncia (compostaszears € uns), que

relaciona o y & e u, respectivamente.

Devido a complexidade desse modelo optou-se par&ép em dois
estagios. O primeiro estagio é para resolucaordwtXp desse modelo, o qual
foi calculado pela analise de variancia de cadeasaflividual e da analise
conjunta obtida via modelos mistos mrmc mixedno programa SAS. As médias
ajustadas obtidas nessas analises passaram a wetiorodas observacfes
fenotipicas “y”. Dessa forma segundo o programaélaa 1 o modelo utilizado
foi:

Y=marcador + Q1+ Q24+ K (6)

Em que:

Y: médias ajustadas obtidas nas andlises de viaianc
Q1: subpopulacéo 1

Q2: subpopulacédo 2

K: matriz de parentesco entre os individuos paara p

Todas as associa¢cdes com p-valor > 0.03 foram dsislevadas das

andlises posteriores. As associagfes restantes grbmetidas a corregdo para
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multiplos testes. Para tal utilizou-se o calculo wenor fator bayesiano
Minimum Bayes Factor min BF (GOODMAN, 2001) equacéo 7.

minEF = -e" " Inip) (7)

Em que:

e: algoritmo neperiano;

p: o p-valor da associacdo entre marcador e acedg&eijoeiro ao

mofo branco.

Tabela 3 Interpretagédo Bayesiana dos P-valores

P-valor mBF - e*p*In(p) Forca da evidéncia
0,1 0,26 0,6 Fraca

0,05 0,15 0,4 Moderada
0,03 0,1 0,3 Moderada
0,01 0,04 0,13 Moderada a forte

0,001 0,005 0,02 Forte a muito forte
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4 RESULTADOS E DISCUSSOES

Como estimativa do tamanho médio dos blocos dedigadotou-se a
distancia genética, onde ocorreu o cruzamentatla lile tendéncia logaritimica
com o valor de?correspondente a 0.05. Ao considerar as linhagarsseudo e
os marcadores utilizados verifica-se que os blbegdotipicos estendem-se por
cerca de 40 cM (Figura 4). Dessa forma considendasel o mapeamento de
QTL’s com um numero “menor” de marcadores, devitigrande” extensdo dos
blocos haplotipicos. Segundo Flint-Garcia, Thorngbe Buckler (2003) uma
grande saturacdo de marcadores no genoma, neste@aderiam teoricamente
“em média” implicac6es muito maiores na resolugdondpeamento.
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Figura 4 Queda do desequilibrio de ligacdo confoandéstancia genética (cM)
entre pares de marcadores utilizados no mapearassgiativo

No entanto a extensdo do DL varia ao longo do gandwas regides

onde as extensdes de DL sdo mais curtas a abordeggauiativa para genes
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candidatos é favorecida, mas também exigira undgraiimero de marcadores.
Em cevada Kraakman et al. (2006) para determinddoss marcadores

proximamente ligados praticamente ndo se encomigue para alguns locos

marcadores bem distantes o DL foi muito alto.

Caso se tenha interesse em detalhar alguma regp@oifica do genoma
responsavel por determinada caracteristica vianedagem de genes candidatos
e considerasse 0s blocos haplotipicos naquelaoregié cerca de 1 cM seriam
necessarios marcadores distribuidos também nesst@nda de 1 cM
(BASTIEN; SONAH; BELZILE, 2014; TOMASSINI; SCHNURBSCH;
FOSSATI, 2007).

Na analise da estrutura da populacéo gerada pefdige das linhagens
com os 45 marcadores microssatélites (SSR), forsecthdos 152 alelos. Os
marcadores SSR identificaram de dois a sete ghelosoco com média de 3,4
alelos por loco (Tabela Al- ANEXQOS). Alelos comduéncia inferior a 5 %
foram tratados como dados perdidos por contribufrara vieses de covariancia
entre marcadores e estrutura da populacédo e assion amance de erro tipo 1.
Como essas linhagens ja sofreram intenso processeelécdo o nivel de
polimorfismo gerado foi considerado satisfatériayd®so (2009). A andlise da
estrutura da populacdo indicou a estruturacdo dpogde linhagens em trés

subpopulacdes, conforme Figura 5
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0.00

Linhagens do feijoeiro
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Figura 5 Teste de atribuicdo para as linhagens@0d ¥ ELITE aos subgrupos
(k=3). Os diferentes genétipos estéo representaddmpas verticais,
sendo os de mesma cor pertencentes ao mesmo Ditgrentes cores
na linha vertical (mesmo individuo) indicam a potegem do genoma
compartilhado com os demais grupos

Grafico Deltas
200
150
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0
0 1 2 3 4 5 b 7

Namero de subgrupos - §

Figura 6 Valores d& s para cada valor de s. O maior valorade corresponde
ao numero 6timo de subgrupos

A tendéncia do agrupamento ocorreu quanto aos grEg de
melhoramento UFLA/EMBRAPA grupo em azul no graficosegundo grupo
em vermelho com a maioria das linhagens da UF\Mexagiro grupo em verde
para os feijdes do grupo, cores que sdo na mdajies andinos. Geralmente
em estudos de “painéis associativos” sdo utilizaglmsotipos de bancos de
germoplasma representativos da diversidade daiespéc divisdo dos grupos
corresponde aos diferentes centros de origem dordesticacgéo.

No caso do feijoeiro tem-se definido pelo menoetros de origem,
um na América Central que é o feijdo caracteristarae de tamanho do gréo

menor e o outro do tipo andino, que faz referéacmpaises nos quais se situa o
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segundo centro de origem do feijdo, que fazem diatom a cordilheira dos
Andes, com gréos caracteristicamente maiores. Ero estudo de mapeamento
associativo com cerca de 395 linhagens de feijpaipmpulacéo foi estruturada
em subgrupos correspondentes ao centros de origdimoae mesoamericano
(CHUN; NAVABI; YU, 2011).

Com relacdo ao possivel alto parentesco entre gesétipos e possivel
estruturacdo destes em apenas um grupo na andlsstrdtura populacional é
preciso salientar que nestes grupos “VCU” estdoteste linhagens de trés
programas de melhoramento diferentes: o da Embfapsz e Feijdo e os
programas da Universidade Federal de Lavras (UFeAjla Universidade
Federal de Vigcosa (UFV), além de estarem presdimieagens do programa
VCU cores que possuem alguns genétipos de origeinarDessa forma
procurou-se contornar o alto grau de parentesco.

Para estudos de mapeamento associativo € funddmenta
fenotipagem com boa precisdo experimental. Pareaagdo ao mofo branco
notou-se boa precisdo dos experimentos (Tabeknt) bs realizados a campo
quanto aqueles em casa de vegetacdo com temperatori@ade controladas. O
grupo de linhagens apresentou grande variabilided®tipica quanto a
resisténcia fisiolégica ao mofo branco, com as asdariando em torno de 3,8
a 6,5 no campo e 4,4 a 7,5 na casa de vegetag¢ineepbecisédo fenotipica.

Quanto a fonte de variagdo, interacdo Safras xdgehs (Tabela 4),
embora tenha sido significativa esta foi de baixagmitude, cerca de 23%,
guando comparada a fonte de variacdo Linhagens.f&ssé comum quando a
resisténcia € do tipo horizontal. Como componergssal interacdo deve-se
considerar a influéncia dos mecanismos de escapedestaque para o porte.
Devido a maior variacdo do porte das linhagensafra slas 4guas nao avaliou-

se as linhagens nesta safra.
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Tabela 4 Resumo das andlises de variancia indigdeaconjunta para
resisténcia fisiolégica ao mofo branco

QUADRADO MEDIO —

FV Secas 2011Inverno 2012 Secas 2013Conjunta Casa d?
vegetacao

Safras 237.1*

Linhagens 1.0986** 1.452** 0.4659** 1.7574**  1.1543*

Safras*Linhagens 0.4136**

Erro 0.347 0.2432 0.159 0.2507 0.1427

Rgg (acuracia) 0.83 0.87 0.81 0.89 0.92

Nota média 5.1 5 4.55 4.96 5.5

* @ **_ Significativos, respectivamente, a 5% e% de probabilidade pelo teste F.

Quanto as analises associativas, utilizou-se o oM cuja
metodologia proposta por Yu e Buckler (2006) é & mferece maior
confiabilidade, pois considera tanto a divisédo idoé/iduos em grupos (matriz
Q) quanto o parentesco par a par entre os indigiflmatriz de parentesco K),
de modo a evitar associacfes espurias. Na estanddiyparentesco (matriz K)
foram incluidos os marcadores microssatélites é4486) marcadores AFLP. O
conteudo informativo polimérfico (PIC) dos marcaamESR esta na tabela Al e
dos marcadores AFLP na tabela A2.

Entre as marcas mais importantes e consistentesreacao ao mofo
branco merecem destaque entre os marcadores d&8py o BMd15 e o
BMd20 e entre os marcadores do tipo AFLP o EagcBtag EaaaMcat655
(Tabela 5). E importante frisar que esses QTL’'arfoconfirmados/identificados
diretamente em linhagens-elite com alto potenciadigtivo e estdo diretamente
em uso nos programas de melhoramento do estadinds Merias.

A marcas BMd15 e o BMd20 foram inicialmente
detectadas/confirmadas nos estudo de Miklas €@13) e Soule et al. (2011).

Soule et al. (2011) objetivaram confirmar QTL'sigentificados em
outros estudos e identificar novos QTL's diretaraartacionados na resisténcia
ao mofo branco em duas populacdes biparentais esa da vegetacdo e
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diretamente em campo infestado pelo patégeno. iRostente, Miklas et al.
(2013), além da resisténcia fisiolégica propriamerntita, estudou mais
profundamente os ditos mecanismos de escape etwslvia resisténcia ao
patdégeno. Principalmente aqueles envolvidos narrdatacdo do porte das
plantas tais como acamamento, porosidade/arqutetior dossel, altura e
comprimento dos internédios em variadas linhagerss @nsaios de
determinacdo do nivel de resisténcia a variadascdse entre elas o mofo

branco entre os anos de 2001 a 2011.
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Tabela 5 Analise Associativa para selecdo ao Mafodo

Secas 2011 - LAVRAS

2 2
Marcador GL(alelos) teste F p valor - e*p*In(p) marF\;a dor mcleelo
BMD20 3 3,59 0,0156 0,18 0,11 0,96
PV87 4 3,01 0,0208 0,22 0,12 0,95
EagcMcag810 1 5,43 0,0214 0,22 0,09 0,98
EaaaMcat655 1 4,66 0,0326 0,30 0,07 0,98
Inverno 2012 - LAVRAS
EaacMcaa475 1 4,55 0,0349 0,32 0,06 0,84
PVESTBR207 3 2,85 0,04 0,35 0,07 0,85
BMD20 3 2,59 0,0557 0,44 0,07 0,83
PV198 6 2,10 0,0574 0,44 0,09 0,81
Secas 2013- LAVRAS
PVESTBRS 5 3,82 0,0029 0,05 0,17 0,95
BMD20 3 4,21 0,0072 0,10 0,13 0,96
PVESTBR221 2 4,79 0,0103 0,13 0,14 0,95
BMD15 3 3,72 0,0132 0,15 0,11 0,92
Andlise conjunta
EagcMcag810 1 9,14 0,003 0,05 0,12 0,83
BMD15 3 4,52 0,0048 0,07 0,12 0,82
BMD20 3 4,41 0,0055 0,08 0,12 0,83
EaaaMcat655 1 6,40 0,0125 0,15 0,08 0,84
Casa de vegetacdo

EagcMcag810 1 9,90 0,0021 0,04 0,13 0,83
BMD15 3 4,38 0,0057 0,08 0,12 0,84
EagcMcag600 1 7,58 0,0068 0,09 0,10 0,83
BMD20 3 3,44 0,019 0,20 0,09 0,83
PV198 6 2,57 0,0219 0,23 0,12 0,81
EaaaMcat655 1 4,50 0,0356 0,32 0,06 0,84

*valores de- e*p*In(p)<0,13indicam moderada a forte evidéncia de significAncia
Fonte: Goodman (2001) tabela 7.

A identificacdo dos QTL's para mofo branco seguaoaenclatura
sugerida por Miklas e Porch (2010). Por exemploQ®L WM 5.1°%
identificado pelo marcador SSR BMd20 cédigo WM refse a caracteristica
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White Mold, mofo branco em inglés o 5 faz mencaam@mossomo 5, o indice
1 a ordem de descoberta de QTL's para resisténciamao branco naquele
cromossomo, e o indice PX faz mencéo as inicisggeaitores da populacédo ao
qual ele foi originalmente descoberto, no caso PGE-159.

Este QTL WM 5.7% identificado pelo marcador BMd20 foi importante
em praticamente todas andlises de associacdo cenftabela 6 e esta
diretamente relacionado a resisténcia fisioldgwanafo branco em campo e em
casa de vegetacdo conforme Miklas et al. (2013pwdeSet al. (2011). J4 a
regido WM 4.2%" T“identificada pelo marcador BMd15 no trabalho delSet
al. (2011) foi inicialmente relacionada a resisténfisiologica, porém
posteriormente no estudo de Miklas et al. (2018figaram que esta regido esta
diretamente relacionada ao porte/acamamento @ aas plantas.

Dessa forma é possivel que esta regido seja compiest genes
pleiotrépicos tanto para resisténcia fisiolégicamjo para a determinacdo do
porte das plantas. Esses QTL’s confirmados nestel@®stdo integrados no
mapa principal de marcadores SSR do feijoeiro cordasenvolvido por Blair
et al. (2003).

Para os marcadores do tipo AFLP com destaque paegoVicag810 e
EaaaMcat655 podem estar ligados a QTL's néo iieadbds ou estarem
préximas a QTL's ja identificados para resisténfimolégica e portanto,
necessitam ser mapeados em populagfes ditas dememito controlados,F
Retrocruzamento ou RIL’s de preferéncia em culisadaptadas as condicdes
agronémicas do estado de Minas Gerais (HANAI eR8tlL0).

Quanto aos marcadores PVESTBR8, PVESTBR221 e o B8/ 1
identificados em apenas algumas safras, ha umar rchence de estarem
relacionados aos mecanismos de escape envolvidos resisténcia,
principalmente o porte. Quanto ao PV198 identificad safra inverno 2012 e

na andlise da inoculagdo na casa de vegetacadcpdibaom a base de dados
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“Phaseolus geneshd uma discordancia na sua posicdo. Esse mardaidor
mapeado em posi¢Bes diferentes do cromossomo &,gaala uma das duas
populagdes biparentais as quais 0 mapearam. Podgieseeja um novo QTL
identificado ou até mesmo o QTL para resisténcianamfo branco do
cromossomo 6 (BM170) identificado por Perez-Vegal.ef2012), e confirmado
por Miklas et al. (2013).

Quanto ao efeito dos marcadores (R2) nas anaksesiativas foram de
certa forma semelhantes aos encontrados nas pdpsilhiparentais onde foram
detectados/confirmados em estudo de revisdo Métlas. (2013) e Soule et al.
(2011). No caso, por exemplo, do BMd15 identificpdo Soule et al. (2011) o
R2 encontrado foi de 15% e neste caso foi de 11¥#ngértante salientar que
essas linhagens avaliadas foram selecionadasaanterite com base em varios
caracteres agronémicos, em diferentes ambientéds, ol maioria ndo ocorreu
a presenca/selecdo para o mofo branco. Portanggeraf nao houve presséo de
selecdo para resisténcia ao mofo branco, o que &®elvar a erosdo de alelos
de resisténcia.

Depois de identificadas as associa¢cdes com majoaes de confianca
(Tabela 6) a préxima informacao para programas elearamento que venham
a utilizar a sele¢do assistida como ferramentaléterminacdo de quais alelos
para os locos marcadores de interesse estdo reddo® com o fendtipo de
interesse no caso com um maior nivel de resistéisaddgica ao mofo branco.
Entre os métodos mais simples propostos esta mgdaldas médias fenotipicas
de cada alelo do loco/ marcador associado a cesditta de interesse (WANG
et al., 2008).

Na tabela 6 encontram-se os principais alelos dascadores que
identificam os QTL'’s, para resisténcia fisiolégaa mofo branco detectados na

andlise conjunta dos experimentos de campo e nhagh@ da casa de
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vegetacdo. Nas tabelas em anexos Al e A2 se eaapftonteldo Informativo

do Polimorfismo (PIC) dos marcadores do tipo SSWEP

Tabela 6 Efeito dos alelos dos marcadores de Qfdra resisténcia fisiologica
das linhagens de feijoeiro ao mofo branco na madistada das notas
(1 a 9) das inoculacbes de mofo branco via stravdas andlises de
variancia conjunta e da casa de vegetacao dagénba

Marcador alelos (pb)

BMd15 230 235 250 252
Frequéncia alélica 0,08 0,12 0,71 0,09
Andlise conjunta 51 4.4 5 5,2
Casa de vegetacao 5,5 45 5,6 5,7
BMd20 170 180 190 195
Frequéncia alélica 0,08 0,11 0,64 0,17
Andlise conjunta 4,5 4,8 5 4,9
Casa de vegetacao 4,6 5,8 5,5 5,7
EagcMcag810 0 1

Frequéncia alélica 0,58 0,42

Andlise conjunta 5,14 4,8

Casa de vegetacao 5,7 5,2

EaaaMcat655 0 1

Frequéncia alélica 0,28 0,72

Andlise conjunta 5,2 4,91

Casa de vegetacao 5,2 5,7

Outra questdo a ser abordada é o poder dos testessdciacdo. Para
alelos em frequéncia baixa (5%) os testes assomsatém baixo poder. O
marcador PV198 teve sete alelos identificados inhadens estudadas. Nesses
casos deve testa-los em cruzamentos biparentgitadda e contrastantes para
os alelos que apontaram as maiores diferencas i@ast na média da
resisténcia a doenca, para comprovacédo da suat@npiar na selecdo assistida.
Esse procedimento é chamadaldat Family MappingMYLES et al., 2009).

Como o mapeamento associativo € mais uma ferramardzauxiliar no

entendimento da composicdo do genoma e o0s fendtilgosnteresse, é
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fundamental a associagdo com o mapeamento de Qrh'scruzamentos
controlados, para certificagdo dos marcadores eme fassociacdo com o
fenotipo de interesse, para a selecdo assistidamaomcadores moleculares
auxiliar o melhoramento de plantas (BASTIEN; SONAHELZILE, 2014).

Outro estudo importante, no qual se utilizou andsmetodologias foi
em soja para confirmagéo/deteccdo de QTL's enwadvida reagcdo ao mofo
branco (BASTIEN; SONAH; BELZILE, 2014). Entre agyi®es identificadas,
relacionadas a resisténcia fisiolégica, destacauns® no cromossomo 15, com
um SNP altamente significativo, cercado por outdmés SNP’s também
significativos. Assim desenvolveu-se um marcaddootinante para a regido de
interesse. A validacdo da marca ocorreu em duaslggijes nas 24 progénies
homozigotas contrastantes (em cada uma das duatagdgs) para o alelo de
resisténcia ou de suscetibilidade e confirmadapnagénies kg, respectivas.
Como resultado as progénies com o alelo de resiatépresentaram lesdes 17.6
mm menores em média do que aquelas que carregavaaielo de
suscetibilidade para a doenca.

Devido a complexidade da resisténcia a essa dosvidanciada em
revisées de mapas de QTL’s comparativos em diverszamentos biparentais
chegando a encontrar 79 QTL's envolvidos na rasiséfisiologica e aos
mecanismos de escape, Miklas et al. (2013) sugetiizar 0 melhoramento
assistido por marcadores com cautela. A selecaimdieiduos com maiores
niveis de resisténcia deve ser realizada em camp&eja, 0 mais proxima
possivel as condicbes de manejo da cultura sej@anpos infestados com
testemunhas para monitorar e corrigir as variagi@sridas em campo e
preferencialmente viatraw testem linhagens adaptadas ao ambiente local com

alto potencial produtivo e caracteres agrondmicos.
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5 CONCLUSOES

Mesmo em um painel de linhagens dos programas V@LIEE, ou
seja, sob forte selecao, foi possivel, via modeisdos, levando-se em conta a
estrutura da populacdo e da matriz de parentesco ctfirmou-se e
identificou-se marcadores de QTL's para o0 mofo twarEsses novos QTL's
identificados devem ser confirmados em popula¢@esrdntais de preferéncia
adaptadas as condi¢des do estado de Minas Gerais.

O mapeamento associativo mostra-se uma técnicaiidle potencial no
melhoramento de plantas, podendo como neste caapleada diretamente nas
linhagens-elite dos programas de melhoramento, cobeneficio de dados
fenotipicos de qualidade acumulados durante unnsatperiodo. Dessa forma
pode orientar futuros cruzamentos com o intuit@dmentar os ganhos com a
selecéo.
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Tabela Al Andlise do Conteldo Informativo do Polifissmo (PIC) dos
marcadores SSR
GL Posicéo Loco PIC Numero de alelos
b01h 0 BM201 0.50 4
b01lh 34.3 PVESTBR233 0.66 3
b01lh 60.1 PVESTBR221 0.41 3
b01lh 86.4 PVESTBR271 0.52 4
b02d 30.6 PVESTBRS8 0.62 3
b02d 37.7 PVESTBR355 0.12 2
b02d 53.4 BM143 0.73 7
b02d 65.1 BMD19 0.49 2
b02d 87.9 PV25 0.77 5
b02d 98.8 BMD18 0.10 2
b03c 166.2 BM156 0.71 5
b03c 33.7 PVv87 0.24 4
b03c 80.3 SSR844 0.49 3
b03c 98.2 PVESTBR246 0.11 2
b04b 0 BMD15 0.60 4
b04b 14.1 PVESTBR86 0.09 2
b04b 36.4 BM149 0.20 2
b04b 58.5 PVESTBR29 0.14 2
b05e 4.5 PVESTBR137 0.80 7
b05e 28.1 BM138 0.16 3
b05e 40.5 PV93 0.68 4
b05e 70.6 PVESTBR207 0.68 4
b05e 92 BMD20 0.56 4
b06g 10 PVEST23 0.38 2
b06g 35 PV198 0.47 4
b06g 74.2 BM170 0.63 4
b06g 86.5 PV5 0.70 6
b07a 6.2 BM185 0.69 4
b07a 86.6 PVESTBR34 0.73 4
bO8f 87.6 BMD25 0.10 2
bO8f 22.4 PVESTBR336 0.59 3
b08f 41.5 PVESTBR10 0.61 4
bO8f 49 BM151 0.41 3
bO8f 58 BM189 0.60 3
b08f 96 PVESTBR204 0.42 3
b08f 112.2 PVESTBR98 0.62 3
b09k 18 BM141 0.44 2
b09k 38.7 PVESTBR73 0.11 2
b09k 82.3 PV168 0.11 2
b09k 95.8 PVESTBR272 0.54 3
b10i 30.1 PVESTBR17 0.72 5
b10i 72.3 GATS11 0.38 3
bl1k 40.4 PVESTBR62 0.42 3
bl1k 87.7 PVESTBR205 0.63 3
bl1k 98.4 PVESTBR71 0.12 2
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Tabela A2 Andlise do Conteldo Informativo do Polifissmo (PIC) dos
marcadores AFLP

AFLP PIC AFLP PIC AFLP PIC AFLP PIC

EaaaMcacl65 0.33 EaaaMcat460 0.50 EaacMcaal56 OB&caMctcll5 0.50
EaaaMcacl7l 0.36 EaaaMcat467 0.31 EaacMcaal82 OHacaMctcl25 0.45
EaaaMcacl180 0.11 EaaaMcat469 0.08 EaacMcaal85 OBacaMctc335 0.19
EaaaMcacl85 0.25 EaaaMcat480 0.49 EaacMcaal95 OB&caMctc375 0.50
EaaaMcac210 0.50 EaaaMcat560 0.49 EaacMcaa240 OE#icaMctc425 0.49
EaaaMcac225 0.48 EaaaMcats65 0.07 EaacMcaa320 OB#caMctc565 0.18
EaaaMcac320 0.14 EaaaMcat655 0.38 EaacMcaa340 OHaécaMctc630 0.47
EaaaMcac350 0.14 EaaaMcat690 0.20 EaacMcaa360 ORfScaMctc635 0.39
EaaaMcac390 0.30 EaaaMctc95 0.16 EaacMcaad405 0.2&caMetc700 0.42
EaaaMcac420 0.50 EaaaMctcl30 0.47 EaacMcaad4l5 OBfcaMctc750 0.49
EaaaMcac440 0.43 EaaaMctcl75 0.27 EaacMcaa435 OB&caMctc850 0.30
EaaaMcac510 0.21 EaaaMctcl78 0.35 EaacMcaa454 OH#&cgMcat235 0.12
EaaaMcac600 0.36 EaaaMctcl90 0.22 EaacMcaad475 OBE&cgMcat260 0.24
EaaaMcac635 0.50 EaaaMctc210 0.09 EaacMcaa485 OR&cgMcat320 0.30

EaaaMcaa360 0.17 EaaaMctc230 0.34 EaacMcaa497 OB#cgMctcl35 0.42
EaaaMcaa400 0.30 EaaaMctc265 0.19 EaacMcaa510 OBfcgMctcl65 0.18

EaaaMcat140 0.08 EaaaMctc450 0.28 EaacMcaa535 OB&cgMctc330 0.30
EaaaMcatl70 0.45 EaaaMctc520 0.14 EaacMcaa537 0B&cgMctc350 0.14
EaaaMcat270 0.33 EaaaMctc670 0.43 [EaacMcaa540 O0HAcgMctc365 0.47
EaaaMcat335 0.46 EaaaMctc674 0.48 EaacMcaa554 OBdgcMcagl30 0.29
EaaaMcat345 0.27 EaacMcaall0 0.50 EaacMcaa560 OEz@cMcagl90 0.22
EaaaMcat375 0.43 EaacMcaall8 0.30 EaacMcaa566 O=&gcMcagl93 0.35
EaaaMcat430 0.10 EaacMcaal40 0.26 EacaMctc70  0.1&cMcagl96 0.09
EacaMctc430 0.21 EacaMctcl65 0.38 EagcMcge350 O0.EagcMcge310 0.18
EacaMctc440 0.35 EacaMctc232 0.19 EagcMcge355 0.BAgcMcge318 0.13
EacaMctc455 0.13 EacaMctc235 0.20 EagcMcge367 0.EagcMcge330 0.11
EacaMctc480 0.40 EacaMctc375 0.16 EagcMcgc4l5 0.E4gcMcgce230 0.42
EacaMctc488 0.38 EacaMctc4l5 0.17 EagcMcgc460 0.BAgcMcge245 0.13
EacaMctc492 0.43 EacaMctc428 0.43 EacaMctc140 0.BEagcMcgc260 0.24
EagcMcgcl25 0.49 EagcMcag670 0.31 EagcMcag430 0.BGgcMcag220 0.18
EagcMcgc140 0.10 EagcMcag685 0.14 EagcMcag440 0.28gcMcag227 0.30
EagcMcgc180 0.26 EagcMcag690 0.39 EagcMcag510 0.28gcMcag238 0.49
EagcMcgc200 0.47 EagcMcag810 0.50 EagcMcagb540 0.B8gcMcag290 0.50
EagcMcgc205 0.42 EagcMcgcll0 0.07 EagcMcag600 0.EdgcMcag340 0.50

*Sublinhada as 12 combinagOespanersAFLP utilizadas.



