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RESUMO 

Mapeamento de genes análogos de resistência a patógenos em feijão (Phaseolus vulgaris L.) 
 
No presente trabalho, a metodologia NBS-profiling foi utilizada para o desenvolvimento de 
marcadores RGA (Resistance Genes Analogs) em duas populações de Phaseolus vulgaris, sendo 
uma derivada do cruzamento entre ‘Bat 93’ e ‘Jalo EEP558’ (BJ) e a outra derivada do 
cruzamento entre ‘Carioca’ e ‘Flor de Mayo’ (CFM). Uma vez identificados, foram mapeados 32 
marcadores RGA na população BJ e 40 na população CFM. Nove dos marcadores alocados no 
mapa de ligação da população BJ se localizaram em proximidade a clusters de resistência, já 
identificados por outros pesquisadores. Foi realizado o sequenciamento de 32 dos RGA 
detectados, sendo 16 da cada população. Cinco sequências oriundas da população BJ e três 
sequências da população CFM apresentaram similaridade com proteínas de resistência 
identificadas em P. vulgaris, Glycine max e Medicago truncaluta. O mapa de ligação aqui gerado 
para a população CFM foi utilizado para o posicionamento de QTL (Quantitative Trait Loci) de 
resistência à mancha-angular (Pseudocercospora griseola (Sacc.) Crous & Braun) e ao oídio 
(Erysiphe polygoni DC.). Um total de 12 QTL foi mapeado, cinco associados à resposta à 
mancha angular e sete à resposta ao oídio. 
 

Palavras-chave: Phaseolus vulgaris; RGA; Mapeamento genético; NBS-profiling; QTL de 
resistência; Pseudocercospora griseola; Erysiphe polygoni 
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ABSTRACT 

Mapping resistance gene analogs in common bean (Phaseolus vulgaris L.) 
 
In the presenty study, the NBS-profiling method was used for the development of RGA 
(Resistance Gene Analogs) markers in two populations of Phaseolus vulgaris, one derived from a 
cross between 'Bat 93' and 'Jalo EEP558' (BJ) and the other derived from a cross between 
'Carioca' and 'Flor de Mayo’ (CFM). After their identification, 32 RGA markers were mapped on 
the BJ population and 40 on the CFM population. Nine of the markers assigned to the linkage 
map of the BJ population were located in the proximity to clusters of resistance already identified 
by other researchers. We carried out the sequencing of 32 out of the RGA detected, being 16 
from each population. Five sequences derived from the BJ population and three sequences from 
the CFM population showed similarity to resistance proteins identified in P. vulgaris, Glycine 

max and Medicago truncaluta. The linkage map here generated for the CFM population was used 
for the positioning of QTL (Quantitative Trait Loci) for resistance to angular leaf spot 
(Pseudocercospora griseola (Sacc.) Crous & Braun) and powdery mildew (Erysiphe polygoni 

DC.). Twelve QTL were mapped, five associated to the response to the angular leaf spot and 
seven to the powdery mildew. 
 
Keywords: Phaseolus vulgaris; RGA; Genetic mapping; NBS-profiling; QTL for resistance; 
Pseudocercospora griseola; Erysiphe polygoni 
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1. INTRODUÇÃO 

A cultura do feijão (Phaseolus vulgaris L.) é de extrema importância para o Brasil e, 

também, em termos mundiais, por ser uma das principais fontes de ferro e proteínas para as 

populações de baixa renda. Isso faz com que o aumento de produtividade das lavouras e a 

melhoria da qualidade dos grãos sejam necessidades de cunho econômico-social. Frente a isso, é 

necessário o desenvolvimento de pesquisas que possibilitem a melhoria da produção. No aspecto 

produtivo, os problemas fitossanitários são os principais limitadores. A espécie é atacada tanto 

por doenças fúngicas quanto por vírus e bactérias. Cultivares resistentes têm sido produzidas com 

sucesso através de melhoramento genético. O desenvolvimento de marcadores moleculares e o 

seqüenciamento de genes de resistência a patógenos, clonados a partir do genoma de diversas 

espécies vegetais, têm possibilitado o emprego de estratégias de melhoramento mais sofisticadas, 

como o uso da seleção assistida (MIKLAS et al., 2006; FALEIRO et al., 2009). 

Vários estudos genéticos têm sido realizados em feijão envolvendo a construção de mapas 

de ligação com base em marcadores de DNA e fenotípicos. Tais marcas foram reunidas em um 

mapa mais denso e completo do genoma do feijão, chamado mapa núcleo (FREYRE et al., 1998), 

onde cerca de 1060 marcadores cobrindo 1226 cM do genoma do feijão foram mapeados. Porém, 

ainda muito se tem trabalhado para aumentar o número de marcadores informativos presentes no 

mapa de ligação como, por exemplo, os marcadores análogos a genes de resistência (RGA, 

Resistance Gene Analogs) e para a identificação de regiões genômicas controladoras de 

caracteres quantitativos (QLT, Quantitative Trait Loci) (MAXWELL et al., 2007; RODRÍGUEZ-

SUÁREZ et al., 2007; CICHY et al., 2009). 

O acúmulo de informações acerca de genes de resistência, clonados a partir de diferentes 

espécies vegetais, tem possibilitado o desenvolvimento de novas técnicas para o estudo sobre a 

genética da resistência. Com o intuito de identificar RGA, van der Linden et al. (2004), 

desenvolveram uma metodologia derivada de AFLP, a qual foi chamada de NBS-profiling. Esta 

técnica possibilita a detecção de polimorfismo por restrição e amplificação, como no AFLP, mas 

a PCR é ancorada por um primer degenerado, desenhado para buscar determinadas regiões em 

domínios conservados dos genes de resistência.  

Os genes de resistência podem apresentar diversos domínios, no entanto, há um 

predomínio de genes contendo o domínio de ligação a nucleotídeo (NBS – Nucleotide Binding 

Site) e o domínio rico em repetições de leucina (LRR – Leucine Rich Repeats) (HAMMOND-
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KOSACK; KANYUKA, 2007). Dessa forma, grande parte das pesquisas que visam à obtenção 

de marcadores RGA baseia-se na busca por tais domínios. 

A técnica NBS-profiling mostrou-se eficiente para obtenção de marcadores RGA em 

diversas espécies, como cevada, batata, tomate, alface e maçã (VAN DER LINDEN et al., 2004; 

CALENGE et al., 2005; BRUGMANS et al., 2008). Além disso, não se limita à detecção de 

domínios NBS, podendo ser utilizada com primers desenhados para qualquer um dos domínios 

conservados dos genes de resistência.  

O estabelecimento de marcadores RGA do tipo NBS-profiling, para o feijão permite um 

mapeamento mais preciso dos locos de resistência a patógenos. Frente a isto, este trabalho teve 

como objetivos (1) a obtenção e o mapeamento de marcadores RGA em duas populações de P. 

vulgaris: uma população modelo (estudada por vários laboratórios no Brasil e no exterior), ‘Bat 

93’ X ‘Jalo EEP558’, e outra população, gerada na Universidade Federal de Lavras, ‘Carioca’ X 

‘Flor de Mayo’; (2) o mapeamento de QTL relacionados a resposta à mancha-angular 

(Pseudocercospora griseola) e ao oídio (Erysiphe polygoni) para a população ‘Carioca’ X ‘Flor 

de Mayo’. 
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1. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

1.1. A cultura do feijoeiro  

O feijão-comum (Phaseolus vulgaris L.) pertence à classe Dicotyledoneae, subclasse 

Archichlamydae, ordem Rosales, família Leguminosae, subfamília Papilionoidae, tribo 

Phaseoleae, subtribo Phaseolinae.  

P. vulgaris é uma espécie autógama, diplóide, com 2n = 2x = 22 cromossomos. Quando 

comparados aos de outras espécies vegetais, seus cromossomos são pequenos, sendo o tamanho 

do genoma estimado entre 686 e 750 Mb (VIEIRA et al., 2005;  BENNETT; LEITCH, 2005).  

Os centros de origem e domesticação das espécies do gênero Phaseolus localizam-se no 

continente Americano (BAUDET, 1977 apud DEBOUCK, 1988). Há dois principais centros de 

domesticação e um terceiro centro menos expressivo (GEPTS; DEBOUCK, 1993 apud 

SANTOS; GRAVILANES, 2006). Os principais centros de domesticação correspondem à região 

central das Américas, onde se originou a maioria das cultivares de grãos pequenos, como a 

cultivar ‘Carioca’ e à região sul dos Andes, onde se desenvolveram as cultivares de grãos 

maiores, como ‘Jalo’. O terceiro centro de domesticação está localizado em uma região 

intermediária entre os dois primeiros, situada na Colômbia. Devido à diversidade de ambientes 

onde o feijão é cultivado, a espécie apresenta uma ampla variabilidade  para caracteres 

agronômicos, como hábito de crescimento, tamanho e cor dos grãos e duração do ciclo.  

O cultivo do feijão comum tem elevada importância econômica e social, mormente na 

América Latina e na África tropical, sobretudo porque é a principal leguminosa de consumo 

direto e  uma excelente fonte de ferro e proteínas na dieta humana.  Além disso, a cultura 

emprega um elevado número de pessoas para a sua produção (BORÉM; CARNEIRO, 1998). No 

cenário mundial, tem-se o Brasil como o principal produtor e consumidor do feijão comum 

(FAOSTAT, 2007), com uma estimativa de produção de 3.524,2 mil toneladas na safra 

2008/2009 (CONAB, 2009). No entanto, o país ainda apresenta sérios problemas que limitam a 

produtividade das lavouras e a qualidade dos grãos obtidos que são, principalmente, de ordem 

fitossanitária (DE PAULA JR; ZAMBOLIM,1998). 

Frente a isso, torna-se necessária a execução de programas visando à melhoria das 

condições de produção, com destaque para o controle de doenças,  reduzindo os custos e 

aumentando a qualidade do produto. Para atender a essas necessidades, a obtenção de cultivares 
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resistentes, com características agronomicamente desejáveis, é de extrema importância 

(RAMALHO; ABREU, 1998). 

1.2. Principais patógenos do feijoeiro 

Como citado anteriormente, as doenças estão entre os principais fatores limitantes de 

produtividade do feijoeiro. Tais doenças podem ser fúngicas, bacterianas ou viróticas, sendo a 

maioria delas, ocasionada por fungos (HALL, 1994). Entre os patógenos fúngicos que atacam o 

feijoeiro, destacam-se: Phaeoisariopsis griseola (mancha-angular), Colletotrichum 

lindemuthianum (antracnose), Sclerotinia sclerotiorum (mofo branco), Fusarium oxysporum f. sp. 

phaseoli (murcha-de-fusarium), Uromyces appendiculatus (ferrugem), entre outros (DE PAULA 

JR;  ZAMBOLIM, 1998). 

No que diz respeito às doenças bacterianas, o patógeno de maior relevância para a cultura 

no Brasil é Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli, causador do crestamento-bacteriano-comum. 

E, em relação às doenças virais, merece destaque o mosaico dourado, transmitido por Bemisia 

tabaci biótipo B (VIEIRA et al., 2005; KIMATI et al., 2005). 

Frente às elevadas perdas de qualidade e produtividade do feijão, causadas pela incidência 

de doenças, é imprescindível a obtenção de materiais geneticamente resistentes. A incorporação 

de resistência a doenças tem efeito estabilizador nas cultivares, evitando a oscilação de 

rendimento de um plantio para outro, ocasionada pelo ataque de patógenos. E, dessa forma, 

possibilita a cultivar expressar seu potencial produtivo (VIEIRA et al., 2005). 

1.3. Resistência de plantas a patógenos 

Visando à obtenção de plantas resistentes a patógenos, esforços crescentes estão sendo 

empregados para o melhor entendimento dos mecanismos de resistência e dos genes que os 

controlam (LIU et al., 2007; AMELINE-TORREGROSA et. al., 2008). Além das barreiras 

físicas e químicas contra patógenos, as plantas também possuem um sistema de defesa que lhes 

possibilita identificar os microorganismos patogênicos. No entanto, certos patógenos se tornaram 

adaptados a determinadas espécies de plantas e, através de fatores de virulência, suprimem parte 

dos mecanismos gerais de defesa da planta. Porém, quando a planta hospedeira possui genes 

específicos de resistência, capazes de detectar a presença do patógeno e de suprimir seus fatores 

de virulência, o patógeno não consegue se estabelecer. Para conseguir vencer os mecanismos de 
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resistência das plantas hospedeiras, o patógeno evolui, evitando ser detectado (BENT; 

MACKEY, 2007). 

Sabe-se, atualmente, que os genes de resistência a diversos patógenos apresentam motivos 

conservados, os quais fazem parte dos mecanismos de transdução de sinal. Reconhecendo 

moléculas altamente conservadas, o sistema imune basal em plantas interage com uma ampla 

gama de agentes patogênicos (MICHELMORE; MEYERS, 1998; BENT; MACKEY, 2007).  

De acordo com Michelmore e Meyers (1998), as proteínas codificadas por genes de 

resistência apresentam diferentes domínios, prevalecendo os que contêm regiões de ligação de 

nucleotídeos (NBS – Nucleotide Binding Site) e regiões repetitivas ricas em leucina (LRR – 

Leucine Rich Repeat). Há, também, domínios compostos por regiões LRR e transmembranares 

(TM), domínios compostos por regiões LRR e proteína quinase, o domínio simples de proteína 

quinase (Pto) e o domínio serina-treonina quinase (STK) (HAMMOND-KOSACK; KANYUKA, 

2007).  

Graças à existência de domínios característicos e de motivos conservados nos genes de 

resistência, vários trabalhos vêm sendo desenvolvidos visando identificar essas regiões. Assim, 

primers degenerados, desenhados para se anelarem às sequências dos motivos conservados, são 

empregados na busca de polimorfismo por amplificação. Isto tem possibilitado o estudo de 

herança de resistência e a obtenção de marcadores de DNA para uso em seleção assistida, assim 

como o isolamento e a clonagem de alguns genes (GEFFROY et al. 1999; PFLIEGER et al. 

2001; VALLAD et al., 2001; LÓPEZ et al., 2003; VAN DER LINDEN et al., 2004). A maioria 

dos genes de resistência clonados codifica proteínas pertencentes aos domínios NBS e LRR 

(ELLIS; DODDS; PRYOR, 2000). 

Com base no conhecimento atual e nas constantes pesquisas relacionadas à resistência de 

plantas a patógenos, a obtenção de cultivares resistentes tornou-se o processo mais eficaz para o 

controle de doenças em plantas cultivadas. Ressalte-se que a resistência genética é a única 

alternativa viável de controle de certas doenças, como é caso das viroses de cana-de-açúcar, 

maracujá e feijão e de algumas doenças fúngicas e bacterianas (TREVISAN et al., 2006; 

BUENO; MENDES; CARVALHO, 2006). 

Vários programas de melhoramento genético foram desenvolvidos buscando obter 

cultivares resistentes a patógenos, em diversas espécies. No entanto, tais pesquisas são 
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dificultadas pelo fato de que os fenótipos de resistência não são facilmente distinguíveis (BENT; 

MACKEY, 2007), o que ocorre, basicamente, em casos de herança quantitativa. 

Dessa forma, tornou-se necessária a utilização de métodos auxiliares na detecção de 

resistência. Uma alternativa amplamente empregada na identificação de genes de resistência em 

plantas é mediada pelo uso de marcadores moleculares, como relatado nos trabalhos de Tullu 

et.al. (2006), Leister et al. (1996), Geffroy et al. (1999), entre outros. Esses marcadores 

moleculares são constituídos por regiões análogas a genes de resistência (RGA - Resistance Gene 

Analogs). Estes são gerados a partir da amplificação de DNA genômico com primers 

degenerados, sintetizados a partir dos genes de resistência clonados em diferentes espécies 

(PFLIEGER et al. 2001; VALLAD et al., 2001; LÓPEZ et al., 2003; VAN DER LINDEN et al., 

2004). Os marcadores RGA são uma excelente ferramenta para o mapeamento dos genes de 

defesa e resistência em diversas espécies, incluindo P. vulgaris. 

1.4. Mapas de ligação em Phaseolus vulgaris 

O mapeamento genético é uma poderosa ferramenta para os geneticistas. No início sua 

utilização era restrita, pois os mapas eram construídos a partir de marcadores morfológicos e 

citológicos (CARNEIRO; VIEIRA, 2002).  

Em 1961, foi publicado por Lamprecht o primeiro mapa de ligação para P. vulgaris, 

baseado em marcadores morfológicos, apresentando oito grupos de ligação (BASSETT, 1988). 

Nas décadas seguintes, vários pesquisadores se dedicaram a gerar outros marcadores 

morfológicos e bioquímicos. Utilizando o conjunto de dados gerados até então, Bassett (1991) 

publicou um mapa de feijão revisado, contendo 13 grupos de ligação. Com o advento dos 

marcadores de DNA, houve um expressivo aumento no número de marcadores gerados em 

diversas espécies, incluindo P. vulgaris, o que possibilitou o adensamento dos mapas de ligação 

existentes. Logo após a publicação do mapa revisado por Bassett, foi publicado o primeiro mapa 

de feijão utilizando marcadores moleculares do tipo RFLP (Restriction Fragment Length 

Polymorfism) (VALLEJOS; SAKIYAMA; CHASE, 1992).  

Desde então, vários mapas de ligação formam publicados para P. vulgaris, construídos a 

partir de diferentes populações e empregando marcadores dominantes, como RAPD (Random 

Amplified Polymorphic DNA) e codominantes, como RFLP e microssatélites ou SSR (Simple 

Sequence Repeats).  
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Tais mapas de ligação foram utilizados por Freyre et al. (1998) para a construção do mapa 

consenso da espécie, a partir de uma população oriunda do cruzamento entre ‘Bat 93’ e ‘Jalo 

EEP558’. O mapa consenso apresentou 563 marcadores, distribuídos em 11 grupos de ligação e 

seu comprimento total foi de 1226 cM.  Esse mapa é tido como referência para P. vulgaris e 

novos marcadores moleculares continuam sendo mapeados (BLAIR et al., 2003; GRISI et al., 

2007; HANAI et al., 2009; anexo B).   

A contribuição dos mapas genéticos para os estudos de filogenia e para o melhoramento 

genético é evidente (CARNEIRO; VIEIRA, 2002), no entanto, a maioria dos marcadores 

inicialmente utilizados era anônima. Recentemente, com o advento da Genômica, tornou-se 

possível a obtenção de marcadores informativos, provenientes de sequências caracterizadas. 

Esses marcadores são importantes ferramentas na obtenção de mapas genéticos melhor 

caracterizados e densos e facilitam a identificação de regiões associadas a genes de interesse. 

Nesse contexto, têm-se os RGA como exemplo de marcadores informativos, importantes na 

identificação e mapeamento de genes de resistência a patógenos em diversas espécies, incluindo 

P. vulgaris (RIVKIN; VALLEJOS; MCCLEAN, 1999; VAN DER LINDEN et al., 2004).  

1.5. Mapeamento de QTL  

A maioria dos caracteres de importância econômica apresenta herança poligênica. Para 

estes caracteres, a variação entre indivíduos é resultante da atuação de múltiplos locos, da 

interação entre eles e dos efeitos ambientais envolvidos na determinação dos fenótipos 

(FERREIRA; GRATTAPAGLIA, 1995; VARSHNEY; TUBEROSA, 2008). Devido ao grande 

número de genes controlando tais características, os fenótipos resultantes seguem um padrão 

contínuo de variação, apresentando uma distribuição normal.  

Os locos que controlam esses caracteres quantitativos recebem a designação QTL 

(Quantitative Trait Loci). A detecção de ligação entre um QTL e marcadores genéticos é uma 

importante ferramenta para o estudo da arquitetura das características quantitativas (FERREIRA; 

GRATTAPAGLIA, 1995; HALEY; ANDERSSON, 2002). 

Para o mapeamento de QTL, buscam-se associações entre os fenótipos do caráter 

quantitativo e os alelos dos marcadores que segregam na população. E a determinação das 

associações entre QTL e marcadores depende da existência de desequilíbrio de ligação entre os 

alelos do loco marcador e o QTL. Os desvios de segregação em relação às proporções esperadas 
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pela hipótese de segregação independente é que permitem a detecção e o mapeamento do QTL 

(FERREIRA; GRATTAPAGLIA, 1995; COELHO, 2000). 

O mapeamento de QTL pode ser realizado com base em análises de marcas únicas ou com 

base em análises de duas ou mais marcas simultaneamente. Quando se utilizam marcas únicas, 

não é necessária a existência de um mapa de ligação completo (COELHO, 2000). No entanto, 

quanto maior for a distância entre o loco marcador e o QTL, menor será a probabilidade de 

detectarmos a ligação entre eles, devido a possibilidade de recombinação. Além disso, esta forma 

de mapeamento pode gerar falsos positivos se o nível de significância adotado nas análises for 

muito baixo. E como os marcadores de um mesmo cromossomo se mostrarão ligados uns aos 

outros, qualquer QTL poderá se associar a vários marcadores (KEARSEY; FARQUHAR, 1998). 

Com o método de mapeamento baseado em intervalo (IM - Interval Mapping), proposto 

por Lander e Botstein (1989), os conjuntos de marcadores genéticos ligados entre si são 

analisados simultaneamente com respeito aos seus efeitos sobre os caracteres quantitativos. Neste 

método, é utilizado o princípio de máxima verossimilhança para a verificação da presença de um 

QTL entre um par de marcadores adjacentes. E os resultados dos testes de localização dos QTL 

são expressos em razão de probabilidade, indicada pelo índice conhecido como LOD score 

(COELHO, 2000; KEARSEY; FARQUHAR, 1998). Porém, como no mapeamento por intervalo 

as análises são realizadas para os intervalos considerados isoladamente, podem ocorrer falsos 

positivos em regiões adjacentes a regiões que contenham QTL (DOERGE, 1993 apud COELHO, 

2000).  

Visando resolver os problemas gerados pelo mapeamento por intervalo, Zeng (1993, 

1994) e Jansen (1993) desenvolveram o método de mapeamento por intervalo composto (CIM - 

Composite Interval Mapping), o qual corresponde a uma combinação entre o método de 

mapeamento por intervalo e análises de regressão linear múltipla (LIU, 1998 apud COELHO, 

2000). No CIM é realizada uma análise prévia para a determinação das marcas mais informativas 

que serão utilizadas no mapeamento de um dado intervalo (SILVA; VENCOVSKY, 2002). 

Visando aumentar ainda mais o poder da análise de QTL, Kao, Zeng e Teasdale (1999), 

desenvolveram o método de mapeamento por múltiplos intervalos (MIM - Multiple Interval 

Mapping). Este método aprimora o conceito presente no CIM, incorporando ao modelo a análise 

simultânea de múltiplos intervalos, possibilitando estimar efeitos como epistasia entre os QTL e 
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interação QTL x ambiente. No entanto, mesmo diante da maior precisão estatística apresentada 

pelo MIM, o método CIM ainda é o mais utilizado. 

1.6. Mapeamento de QTL em feijão 

Os objetivos do melhoramento genético do feijoeiro são variados, como por exemplo, a 

incorporação de resistência e tolerância a estresses abióticos, aumento da produtividade, melhoria 

da qualidade dos grãos, etc. Como a maioria dessas características apresenta herança quantitativa,  

vários trabalhos  vêm sendo desenvolvidos buscando identificar QTL (FALEIRO et al., 2003; 

MAXWELL et al., 2007; MIKLAS et al., 2009).  

Como não é possível desenvolver uma única população segregando para todos os 

caracteres de interesse, diferentes populações foram utilizadas no mapeamento. No entanto, as 

informações de muitos QTL mapeados já foram incluídas no mapa referência da espécie ‘Bat 93’ 

x ‘Jalo EEP558’ (BJ) (FREYRE et al., 1998). O mapa BJ atualizado apresenta vários QTL 

mapeados, incluindo QTL de resistência a patógenos, de tolerância a insetos praga, de 

sensibilidade ao foto-período e de coloração dos grãos. O mapeamento de QTL também consiste 

em uma importante ferramenta em programas de melhoramento que buscam a introgressão 

gênica, a partir de outras espécies ou de germoplasma silvestre (SINGH, 2005). 

Especificamente para a identificação de genes e mapeamento de QTL de resistência a patógenos 

em feijão, foram utilizadas populações com diferentes estruturas genéticas. Sendo elas: linhagens 

quase isogênicas (NILs – Near Isogenic Lines), linhagens isogênicas, F2 segregantes, e linhagens 

recombinantes endogâmicas (RILs – Recombinant Inbred Lines) (ver GEPTS et al., 2008). 

Recentes publicações sobre o mapeamento de QTL em feijão mostram grande interesse dos 

grupos de pesquisa na identificação de clusters de resistência a patógenos e de tolerância a 

estresses abióticos (CICHY et al., 2009; MIKLAS et al., 2009). 
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2. MATERIAL E MÉTODOS 

2.1. Material vegetal 

Neste estudo, foram utilizadas duas populações de Phaseolus vulgaris, o feijão-comum, 

compostas por linhagens recombinantes (RILs). Uma delas, a população núcleo de mapeamento, 

é proveniente do cruzamento entre as variedades ‘Bat 93’ e ‘Jalo EEP558’ (BJ) e a outra, do 

programa de melhoramento da Universidade Federal de Lavras (MG), derivada do cruzamento 

entre “Carioca” e “Flor de Mayo” (CFM). Segue a descrição dessas populações. 

População BJ: corresponde a população utilizada por FREYRE et al. (1998) para a 

integração dos mapas de feijão. Essa população é muito utilizada em estudos de mapeamento 

pelo fato dos genitores serem provenientes de diferentes centros de origem. ‘Bat 93’ é uma 

linhagem mesoamericana desenvolvida no CIAT (Centro Internacional de Agricultura 

Tropical/Cali, Colombia) e ‘Jalo EEP558’ é uma seleção da landrácea ‘Jalo’, de origem Andina, 

obtida na Estação Experimental de Patos de Minas. Esta população segrega para diversas 

características, como para resistência ao vírus do mosaico comum do feijoeiro, ao crestamento 

bacteriano, à mancha-angular, ferrugem e antracnose (NODARI et al., 1993). No 

desenvolvimento deste trabalho, foram empregados os genitores do cruzamento e 74 RILs na 

geração F8. O material foi gentilmente cedido pela Dra. Siu Mui Tsai (CENA/USP) e pela Dra. 

Rosana Pereira Vianello Brondani (Embrapa Arroz e Feijão).   

 População CFM: é formada por 196 RILs na geração F5:7, que foi utilizadas no 

mapeamento genético realizado por Melo, Santos e Ferreira (2002) e por Hanai (2008). Esta 

população também é segregante para diversas características, entre elas, para reação ao oídio e à 

mancha-angular (MELO; SANTOS; FERREIRA, 2002). No presente trabalho foram utilizados 

os genitores do cruzamento, ou seja, ‘Carioca’ e ‘Flor de Mayo’ e 94 das 196 RILs disponíveis. 

As sementes dos genitores e das linhagens foram gentilmente cedidas pelo Dr. João Bosco dos 

Santos (Universidade Federal de Lavras). 

2.2. Extração e quantificação de DNA 

A extração de DNA de todos os indivíduos foi realizada a partir de 300 mg de tecido 

foliar fresco jovem, utilizando-se o método CTAB (DELLAPORTA; WOOD; KICKS, 1983). A 

quantificação do DNA foi realizada em gel de agarose 0,8% (p/v), acrescido de 0,5 X de SYBR
®
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Safe DNA gel stain (Promega). O gel foi visualizado sob luz UV e digitalizado utilizando-se o 

equipamento de fotodocumentação Multi Doc-It Digital Imaging System (UVP). A comparação 

entre a fluorescência das bandas do DNA extraído e do fago λ, de concentrações conhecidas, 

permitiu estimar, visualmente, as concentrações das amostras. Foi então, feita uma alíquota de 

trabalho do DNA de cada população e dos respectivos genitores na concentração de 20 ng/µL. 

2.3. Desenvolvimento e genotipagem dos marcadores RGA (Resistance Genes Analogs) 

Para o desenvolvimento dos marcadores RGA foram utilizados primers degenerados 

desenhados, especialmente, para buscar sequências conservadas nos genes de resistência a 

patógenos em plantas (Tabela 1). 

Tabela 1- Primers complementares às sequências dos RGA usados no presente estudo 

Primer Seqüência7 5’ – 3’ Descrição 

NBSa-F3 GGA ATG GGK GGA CTY GGY AAR AC Domínio NBS/P-loop 
NBSa-R3 ATC ATA ACT TAT TTT KAG Domínio NBS-LRR/Motivo 2 
NBS51  YYTRKRTHGTMITKGATGATGTITGG Domínio NBS/Quinase 2 
Kdc-F3 ATG GGA AGG AAG TAT TCC AA Domínio Quinase 
Kdc-R3 ARG TTC CAC AGG ACA TCA CC Domínio Quinase 
Kde-F3 AAG AAA TTG CGG TAA AAA GGC TA Domínio Quinase 
Kde-R3 AAG ATT CTG GCC ATC CCA AAA TC Domínio Quinase 
RGP-F2,5 GGN ATG GGY GGB RTH GGY AAR AC Domínio NBS/P-loop 
RGHDR22,5 CAR MGC YAA WGG YAA DCC Domínio NBS/hidrofóbico 
P2-R2,4 A CCR AAN GAR TAN ACR TC Domínio STK/subdominio X 
P3-F2,4 TNG GNS ANG GNG KNT TYG G Domínio STK/subdomínio I  
PR52,3 AAC AAY TGY CCR TAC ACC GT Proteína de defesa/PR5 
PR5-AS2,3 GGA TCA TCT TGW GGR TAR CTA TA Proteína de defesa/PR5 
Glus2,3 RYN GGN GTW TGY TAY GG Proteína de defesa/PR2 
Glu-As2,3 CAD CCR CTY TCN GAY AC Proteína de defesa/PR2 
1Adaptado de van der Linden et al., 2004; 2Adaptado de Lanaud et al., 2004; 3Adaptado de Pflieger et al., 2001; 
4Adaptado de Vallad et.al., 2001; 5Adaptado de Geffroy et al., 1999; 6Adaptado Leister et al., 1996; 7Código para 
bases mistas: Y = C ou T; R = A ou G; W = A ou T; B = C, G ou T; H = A, C ou T; D = A, G ou T; S = C ou G;  
K = G ou T; M = A ou C; S = C ou G; D = A, G ou T; V = A, C ou G; N = A, C, G ou T; I = inosina 

2.3.1. Restrição do DNA 

O DNA genômico dos genitores da população BJ foi digerido com quatro enzimas de 

restrição. As enzimas foram selecionadas com base no tipo de fragmento gerado, optando-se por 

aquelas que geram fragmentos abruptos: AluI (New England BioLabs®), HaeIII (Fermentas™) e 

RsaI (New England BioLabs®), que reconhecem 4 pb e DraI (Fermentas™) que reconhece 6 pb. 
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Um total de 200 ng de DNA foi digerido com 6 U de enzima, em um volume de 20 µL, seguindo 

as condições do fabricante. A reação ocorreu em termociclador Gene Amp® PCR System 9700 

(Applied Biosystems), durante 4 h a 37°C, com posterior inativação das enzimas a 80°C durante 

20 min. 

2.3.2. Ligação dos adaptadores 

O adaptador foi preparado pela mistura equimolar dos dois oligonucleotideos (Tabela 2) 

para uma concentração final de 40 µM. A mistura foi aquecida por 10 min a 65°C e resfriada, 

lentamente, a temperatura ambiente.  

A seguir, o adaptador foi ligado às extremidades dos fragmentos gerados pela restrição. A 

mistura de ligação totalizou 40 µL, contendo 20 µL do DNA digerido, 1,25 µL de adaptador (40 

µM), 2µL de tampão de ligação (10X), 1,2 unidades da enzima de ligação T4-DNA ligase (New 

England BioLabs®) e água destilada deionizada para completar o volume.  A reação de ligação 

foi realizada em termociclador GeneAmp® PCR System 9700 (Applied Biosystems), tendo 

permanecido 14 h a 16°C, com posterior inativação da enzima a 65°C durante 20 min. 

Tabela 2 - Oligonucleotídeos usados para buscar sequências candidatas a RGA em feijão 

Oligonucleotídeo Sequência 

Fita longa do adaptador1 5’-ACT CGA TTC TCA ACC CGA AAG TAT AGA TCC CA-3’ 

Fita curta do adaptador1                                          3’-H2N TTC ATA TCT AGG GT-5’ 

Primer do adaptador1                           5’-ACT CGA TTC TCA ACC CGA AAG-3’ 
1Adaptados de van der Linden et al. (2004)  
 

2.3.3. Amplificação via PCR dos marcadores RGA putativos 

As reações foram realizadas no volume de 20 µL, contendo 3 µL de DNA digerido e 

ligado aos adaptadores, 1,5 mM de MgCl2, 0,2 mM de dNTP, 0,25 µM do primer  “âncora” 

(RGA), 0,25 µM do primer do adaptador, 10X do tampão de PCR, 1U da enzima Taq DNA 

polimerase (Promega®) e água destilada deionizada para completar o volume. 

O adaptador e seu primer foram especificamente desenhados para garantir a amplificação 

dos fragmentos desejados, ou seja, aqueles entre o adaptador e uma região conservada ancorada a 

um gene de resistência. Utilizou-se para a formação do adaptador uma fita curta, sem a região de 

anelamento do primer do adaptador, com a extremidade 3’ bloqueada por um radical amino, e 
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uma fita longa contendo a região complementar ao sítio de anelamento do primer do adaptador 

(Tabela 2). Assim, no primeiro ciclo de amplificação, o sítio de anelamento do primer não existe 

no adaptador, o que garante a extensão da primeira fita apenas a partir do primer âncora (fase 

linear da PCR).  

Esta primeira extensão ocorre até o final do fragmento, que termina com a fita longa do 

adaptador, o que gera, assim, o sítio de anelamento do primer complementar ao adaptador. Então, 

a partir do segundo ciclo, ocorre a extensão da segunda fita (fase exponencial da PCR). Um 

esquema ilustrativo é apresentado na figura 1.  

As reações de amplificação foram realizadas em dois estágios. Após a desnaturação inicial 

de 5 min a 94°C, ocorreu um primeiro estágio, composto por 8 ciclos, com desnaturação de 45 s a 

94°C, anelamento de 50 s com temperatura iniciando em 58°C e tendo uma redução de 1°C a 

cada ciclo, e extensão de 1 min a 72°C. Um segundo estágio foi programado, composto por 25 

ciclos, com desnaturação de 45 s a 94°C, anelamento de 50 s a 50°C e extensão de 1 min a 72°C, 

ao final dos quais ocorreu uma incubação adicional de 7 min a 72°C para a extensão dos 

fragmentos. 
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Figura 1 - Esquema demonstrativo da amplificação de locos RGA, utilizando a abordagem NBS-profiling (VAN 
DER LINDEN et al., 2004) 
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2.3.4. Separação dos locos amplificados 

O produto da PCR foi desnaturado pela adição de igual volume de tampão de corrida 

desnaturante (0,2% de azul de bromofenol, 0,2% de xileno cianol, 10 mM EDTA, pH 8,0, e 95% 

de formamida) e aquecimento a 95ºC por 5 min. Uma alíquota de 3 µL de cada amostra foi então 

aplicada em gel de poliacrilamida de 0,4 mm de espessura [acrilamida/bisacrilamida (19:1) 6%, 

uréia 7,5 M, tampão TBE 1X], o qual foi submetido a uma potência constante de 70 W por cerca 

de 4 h, usando-se um aparato de eletroforese Sequi-Gen® (Bio-Rad). Ladders de 25 e 100 pb 

foram usados como marcadores de massa molecular. 

2.3.5. Coloração e visualização das bandas 

A coloração foi realizada com nitrato de prata (AgNO3), de acordo com Creste, Tulmann 

Neto e  Figueira (2001), com algumas modificações, como descrito a seguir. A fixação do gel foi 

feita por imersão em solução de etanol 10% e ácido acético 1%, agitando por 10 min, seguida de 

uma lavagem com água destilada deionizada, durante 1 min, com agitação. O procedimento de 

pré-tratamento foi realizado com solução de ácido nítrico 1,5%, durante 3 min, seguindo-se uma 

nova lavagem do gel com água destilada deionizada durante 1 min. A impregnação do gel foi 

realizada com a solução AgNO3 0,2% durante 20 min, sob agitação, seguida de duas novas 

lavagens com água destilada deionizada, com duração de 30 s cada. Para a revelação dos géis 

foram utilizados 2 L de solução contendo 30 g.L-1 de Na2CO3 e 1,0 mL.L-¹ de formaldeído (37%). 

Nesta etapa, 1 litro foi aplicado sobre o gel até começarem a surgir bandas. A solução foi então 

substituída pelo outro litro de solução reveladora, para finalizar o processo de revelação. Após a 

revelação das bandas, o gel foi transferido para uma solução de bloqueio contendo ácido acético 

5%, onde permaneceu durante 5 min. Em seguida, realizou-se uma lavagem com água destilada 

deionizada durante 1 min. Após este passo, para a secagem do gel, a placa foi colocada em 

posição vertical, em local seco e arejado, sob temperatura ambiente, possibilitando posterior 

análise das bandas presentes. Os géis foram analisados sobre uma fonte de luz branca, e 

digitalizados por um scanner (Color Page - Genius®). 

2.4. Validação dos marcadores RGA 

Após a genotipagem, os locos segregantes que apresentaram um tamanho entre 200 pb e 

700 pb foram extraídos do gel de poliacrilamida para serem clonados e seqüenciados. Os 
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fragmentos extraídos foram eluídos em 100 µL de TE 10:01 (10 mM Tris-HCl, pH 8,0; 1 mM 

EDTA, pH 8,0) e, posteriormente, transferidos para colunas de filtragem e submetidos a 

centrifugação a 6000 rpm durante 5 min em centrífuga de mesa (USA Scientific®). O DNA 

recuperado foi utilizado em uma PCR para confirmar o tamanho dos fragmentos e se certificar 

que nenhum deles foi amplificado somente a partir do primer do adaptador.  

Para a confirmação dos fragmentos, as reações foram realizadas de duas formas. Uma 

delas, constituindo o controle positivo, contendo tanto os primers âncoras quanto o primer do 

adaptador, e outra, correspondente ao controle negativo, contendo somente o primer do 

adaptador.  

As reações realizadas para o controle positivo totalizaram um volume de 50 µL, contendo 

10 µL de DNA, 0,25 µM do primer  “âncora”, 0,25 µM do primer do adaptador, 25 µL de Master 

Mix Go Taq Flexi (Promega®) e água destilada deionizada para completar o volume.  Nas reações 

realizadas para o controle negativo, o volume total foi de 20 µL, contendo 5 µL de DNA, 0,25 

µM do primer do adaptador, 10 µL de Master Mix Go Taq Flexi (Promega®) e água destilada 

deionizada para completar o volume. As condições de amplificação foram as mesmas descritas 

no item 4.3.3.  

Uma alíquota de 5 µL das reações foi submetida à eletroforese em gel de agarose 1,0% 

(p/v), acrescido de 0,5 X de SYBR
®

 Safe DNA gel stain (Promega). Foi utilizado Ladder de 100 

pb como marcador de massa molecular. O gel foi visualizado sob luz UV e digitalizado 

utilizando-se o equipamento de fotodocumentação Multi Doc-It Digital Imaging System (UVP). 

O volume restante das reações que apresentaram o resultado esperado foi utilizado em uma nova 

eletroforese, em gel de agarose 0,8% (p/v), possibilitando a extração dos fragmentos desejados do 

gel. A purificação destes fragmentos foi realizada utilizando-se o Pure Link
TM

 Quick Extration 

Kit (Invitrogen). 

Os fragmentos de interesse foram, então, ligados ao vetor de clonagem pGem-T Easy 

Vector System (Promega®). A ligação foi realizada em volume total de 20 µL, contendo 10 µL de 

tampão de ligação (2x), 25 ng do vetor, 6 µL dos fragmentos de DNA, 3 U de enzima T4 DNA 

ligase (Promega®) e água destilada deionizada para completar o volume. A concentração do DNA 

utilizado na ligação foi definida para garantir a relação ótima entre o tamanho do inserto e a 

quantidade de vetor utilizada, conforme as especificações do fabricante do vetor. A ligação 

ocorreu overnight a 4°C. 
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O produto da ligação foi usado para transformar células competentes de Escherichia coli 

DH5α (HANAHAN, 1983). A transformação foi realizada em volume total de 80 µL, contendo 

50 µL de células competentes, 24 µL de tampão de transformação e 6 µL do produto de ligação. 

A solução foi cuidadosamente homogeneizada e deixada no gelo durante 20 min (com 

homogeneização esporádica). Em seguida, foi imediatamente transferida para o banho-maria a 

42°C por 2 min e novamente colocada em gelo, onde permaneceu por 5 min. Após esse período, 

as amostras foram levadas para câmara de fluxo laminar, onde 450 µL de meio de cultura SOC 

(SAMBROOK; RUSSELL, 2001) pré-aquecido a 37°C foram adicionados. 

Para o crescimento inicial das células bacterianas transformadas, estas foram incubadas 

em estufa a 37°C, por 60 min; terminado este período, centrifugou-se a 1300 rpm por 30 s, 

descartaram-se 420 µL do sobrenadante, e ressuspendeu-se o restante. Em seguida, 60 µL do 

produto da transformação, 60 µL de IPTG 20% (0,2 g.mL-1 de IPTG) e 60 µL XGAL 2% (20 

mg.mL-1 de X-GAL; 5 mL de formamida), foram plaquedos em meio LB sólido (SAMBROOK; 

RUSSELL, 2001) acrescido de 100 µL.mL-1 de ampicilina.  

As placas foram incubadas em BOD a 37°C por cerca de 18 h para o crescimento das 

colônias e, então, armazenadas a 4°C até o dia seguinte, o que possibilitou a diferenciação entre 

colônias transformadas (coloração branca) e não transformadas (coloração azul). Após a 

identificação das colônias transformadas, estas foram selecionadas e transferidas para placas do 

tipo ELISA, contendo 200 µL de meio LB. A incubação foi realizada overnight a 37°C. 

As minipreps para purificação dos fragmentos clonados foram realizadas por lise alcalina 

(SAMBROOK; RUSSELL, 2001). Para a verificação dos insertos, foi realizada uma PCR com os 

primers pUC/M13 - 40F e pUC/M13 - 46R, complementares a regiões do vetor de clonagem 

(pGem-T Easy Vector System - Promega®). A verificação dos insertos foi realizada com base no 

tamanho dos fragmentos gerados pela amplificação. 

As reações foram realizadas em um volume de 25 µL, contendo 2 µL de DNA, 1,5 mM de 

MgCl2, 0,2 mM de dNTP, 2 µM de cada primer, 1X do tampão de PCR (10 mM Tris-HCl em pH 

9,0 a 25°C, 50 mM KCl e 0,1% Triton® X-100), 1U da enzima Taq DNA polimerase (Go Taq 

Flexi - Promega®) e água destilada deionizada para completar o volume. 

As amplificações ocorreram com desnaturação inicial de 5 min a 94°C, seguida por 35 

ciclos com desnaturação de 30 s a 94°C, anelamento de 60 s a 55°C, e extensão de 90 s a 72°C; 

ao final dos ciclos ocorreu uma incubação adicional de 10 min a 72°C para a extensão dos 
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fragmentos. A separação e verificação do tamanho dos fragmentos foi realizada por eletroforese 

em gel de agarose a 1% (p/v), utilizando como padrão de massa molecular o marcador Ladder 

100 pb. 

Os fragmentos que apresentaram o tamanho esperado foram sequenciados de acordo com 

o método desenvolvido por Sanger, Nicklen e Coulson (1977), usando o  DYEnamic™ ET Dye 

Terminator Cycle Sequencing Kit (GE) e o seqüenciador ABI PRISM® 3100 Genetic Analyzer 

(Applied Biosystems). 

A qualidade das sequências foi avaliada usando-se o pacote computacional 

Phred/Phrap/Consed (EWING et al., 1998), adotando como limiar para a aceitação das 

sequências o valor Phred/Phrap igual a 20. 

As sequências obtidas foram analisadas através do algoritmo BLAST (Basic Local 

Alignment), por comparação com as sequências existentes no banco de dados do NCBI 

(www.ncbi.nlm.nih.gov). As análises foram feitas por BLASTx e as sequências que apresentaram 

similaridade com proteínas conhecidas foram analisadas por BLAST especializado de domínios 

conservados (BLASTcd). 

2.5. Mapeamento dos marcadores RGA 

Os mapas de ligação de ambas as populações foram construídos utilizando-se o programa 

MapMaker/Exp versão 3.0 para Windows (LANDER et al., 1987).  

2.5.1. População BJ 

Para as análises de mapeamento, foram usados os dados de segregação de 424 

marcadores, sendo 130 marcas do mapa consenso, 203 marcas AFLP, 59 microssatélites e 32 

RGA. Os dados de segregação dos marcadores do mapa consenso foram gentilmente cedidos pelo 

Dr. Paul Gepts (University of California, USA) e os marcadores AFLP e microssatélites foram 

desenvolvidos por Hanai (2008). Para a construção do mapa BJ, primeiramente, foram escolhidos 

três marcadores de cada grupo de ligação do mapa consenso (FREYRE et al., 1998), sendo um 

marcador de cada extremidade e um marcador da região central. Esses marcadores foram usados 

para a determinação dos 11 grupos de ligação de P. vulgaris. Após a pré-determinação dos 11 

grupos, os demais marcadores foram atribuídos aos grupos de ligação através do comando 

“assign”, com um LOD > 3,0. Com o comando “suggest subset”, foram identificados os 10 
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marcadores mais informativos de cada grupo de ligação, os quais foram então ordenados pelo 

comando “compare”. O restante dos marcadores foi alocado aos grupos de ligação utilizando-se o 

comando “try” e a ordenação das marcas foi então verificada pelo comando “ripple”.  

2.5.2. População CFM 

O mapa de ligação para a população CFM foi construído com base a partir de análises 

realizadas com os dados de segregação de 295 locos (225 AFLP, 27 microssatélites e 43 RGA). 

Os marcadores AFLP e microssatélites foram obtidos por Hanai (2008).  

Para a determinação dos grupos de ligação foi utilizado o comando “group” com LOD > 

7,0. Em cada grupo de ligação foram selecionados os 10 marcadores mais informativos, com 

menos dados perdidos e que apresentaram a segregação esperada para serem ordenados 

utilizando o comando “compare”. Os demais marcadores foram adicionados aos grupos de 

ligação através do comando “try” e posteriormente a ordenação dos marcadores foi verificada 

pelo comando “ripple”   

A correspondência entre os grupos de ligação de cada população foi determinada pela 

existência de marcadores comuns aos mapas CFM e BJ.  

Na construção de ambos os mapas de ligação, os marcadores que não puderam ser 

ordenados com LOD maior que 2,0 foram atribuídos aos intervalos mais verossímeis. As 

freqüências de recombinação foram então transformadas em distância de mapa (cM), utilizando-

se a função de mapeamento de Kosambi (KOSAMBI, 1944). E após a obtenção das distâncias 

(em cM) entre os marcadores, o programa MapChart (VOORRIPS, 2002) foi usado para 

construir a representação gráfica dos mapas. 

2.6. Mapeamento de QTL (Quantitative Trait Loci) associados ao controle de doenças 

fúngicas 

O mapa de ligação da população CFM foi utilizado para o mapeamento de QTL 

associados a resistência à mancha-angular (Pseudocercospora griseola) e ao oídio (Erysiphe 

polygoni). 

Para as análises de mapeamento de QTL, foram utilizados os dados fenotípicos de reação 

à mancha-angular e ao oídio obtidos por Melo, Santos e Ferreira (2002). As famílias dessa 

população foram avaliadas em duas épocas de plantio (época das secas e do inverno), em duas 
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localidades do Estado de Minas Gerais (Lavras e Patos de Minas). As avaliações quanto à 

resistência ao oídio foram realizadas durante o inverno, em 1996 e 1997. E a resposta da 

população à mancha-angular foi avaliada durante a época das secas, em 1997 e 1998. A co-

segregação dos marcadores com as os valores fenotípicos foi detectada por “mapeamento por 

intervalo composto” (ZENG, 1993, 1994; JANSEN, 1993), usando-se o programa QTL 

Cartographer para Windows, versão 2.5 (WANG; BASTEN; ZENG, 2007). O limiar para se 

aceitar um QTL foi obtido através de 1000 permutações com 5% de significância. O pico de LOD 

score foi adotado como estimativa da posição do QTL no mapa de ligação. 
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3. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

3.1. Desenvolvimento e genotipagem dos marcadores RGA 

No total, foram testadas 60 combinações de quatro enzimas de restrição com 15 primers 

RGA, visando à detecção de polimorfismos nas duas populações. Os padrões de amplificação 

variaram desde quatro locos claramente visíveis a até mais de 50 locos, dependendo da 

combinação enzima/primer.  

A seleção das melhores combinações de enzimas de restrição com primers RGA foi 

realizada com base no padrão de amplificação e no polimorfismo entre os genitores das 

populações de mapeamento. As combinações apresentando os melhores padrões de amplificação 

e, também, os maiores níveis de polimorfismo, foram usadas para a genotipagem das RILs. Com 

relação à população BJ, a enzima RsaI foi a que gerou os melhores padrões de amplificação para 

a maioria dos primers testados. Quatro primers (NBSa-F, Kdc-F, Kdc-R e RGP-F) foram 

selecionados para a genotipagem desta população, após a restrição com a enzima RsaI. 

Nos testes de combinações para a população CFM, foram utilizados os genitores e quatro 

linhagens (RILs). Após os testes, selecionaram-se oito combinações enzima/primer para a 

genotipagem. Das combinações selecionadas, seis correspondem à restrição com a enzima DraI e 

a amplificação com os primers Kdc-F, Kdc-R, Kde-F, Kde-R, Glu-As e RGP-F. As outras duas 

combinações utilizadas foram com AluI e os primers Kdc-F e PR5. 

3.1.1. Segregação dos locos polimórficos 

A genotipagem da população BJ foi realizada usando as combinações RsaI/NBSa-F, 

RsaI/Kdc-F, RsaI/Kdc-R e RsaI/RGP-F, gerando um total de 194 locos, dos quais 32 foram 

polimórficos (16,5%). Um gel com as combinações RsaI/NBSa-F é mostrado na figura 2 e os 

dados coletados estão nas tabelas 3 e 4. Já para a genotipagem da população CFM foram 

utilizadas oito combinações, mostradas na tabela 5, que geraram um total de 387 locos, dos quais 

43 (11,1%) foram polimórficos (Tabela 6).  

As taxas de polimorfismo observadas devem-se, em parte, à metodologia empregada, 

como  se pode perceber ao comparar nossos dados com os de pesquisadores que utilizaram outras 

técnicas. Assim, Mutlu, Miklas e Coyne (2006) encontraram um polimorfismo de 24,4% para a 

população BJ, no entanto, utilizaram uma abordagem baseada em PCR com 100 combinações 



36 
 
entre diferentes primers degenerados complementares a genes de resistência a patógenos. O 

polimorfismo encontrado entre os genitores ‘Bat 93’ e ‘Jalo EEP558’ também foi maior nos 

trabalhos desenvolvidos por Yu et al. (2000), que detectaram 43% de polimorfismo usando 

marcadores microssatélites e por Hanai et al. (2009), que encontraram 29% de polimorfismo 

usando marcadores AFLP. 

Apesar da maioria dos locos ter segregado de acordo com o esperado (1:1), quando 

aplicado o teste de aderência, χ2 (α = 0,05), a freqüência de locos apresentando distorção de 

segregação foi relativamente alta (31,2% para BJ e 37,2% para CFM). Estes valores são 

superiores aos 18% de distorção de segregação encontrados por Freyre et al. (1998) para a 

população BJ, utilizando marcadores anônimos. Uma possível explicação seria a ligação forte 

destes locos marcadores com genes de resistência, o que pode ter influenciado no processo de 

seleção destas populações. Hipótese esta reforçada pelo fato dos genitores ‘Bat 93’ e ‘Jalo 

EEP558’ serem fenotipicamente contrastantes quanto à suscetibilidade ao vírus do mosaico 

comum, à antracnose e ao crestamento bacteriano (MUTLU; MIKLAS; COYNE, 2006). E, 

também, por ‘Carioca’ e ‘Flor de Mayo’ apresentarem diferenças fenotípicas quanto à 

suscetibilidade à mancha-angular e ao oídio (MELO; SANTOS; FERREIRA, 2002).  
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Figura 2 - Genotipagem da população BJ, utilizando a combinação RsaI/NBSa-F. As setas da esquerda indicam locos 

segregantes e as setas da direita indicam os fragmentos que foram clonados para o sequenciamento. Nas 
canaletas de 2 a 5 estão os genitores (canaletas 2 e 3: ‘Bat 93’; canaletas 4 e 5: ‘Jalo EEP558’). Na 
primeira e sexta canaletas, estão os marcadores de massa molecular Ladder 25 pb + Ladder 100 pb 
 

Tabela 3 - Dados da genotipagem de marcadores RGA na população BJ. São mostradas as combinações de enzima e 
respectivo primer, o número de locos amplificados e a frequência de polimorfismo encontrada 

Combinação 
enzima / primer 

Número 
de locos 

Locos 
polimórficos 

Taxa de 
polimorfismo (%) 

RsaI/NBSa-F 55 13 23,64 
RsaI/Kdc-F 44 11 25,00 
RsaI/Kdc-R 42 4 9,52 
RsaI/RGP-F 53 4 7,55 
Total 194 32 16,49 

M  B    J   M População BJ 

380pb 

470pb 

355pb 

330pb 
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Tabela 4 - Segregação dos locos polimórficos detectados nas amplificações do DNA da população BJ. Combinações: 

RsaI/NBSa-F , RsaI/RGP-F, RsaI/Kdc-F e RsaI/Kdc-R 

Loco Marcador χ² Loco Marcador χ² 

RsaI/NBSa-F (90 pb) RNAF90 3,853* RsaI/RGP-F (550 pb) RRPF550 1,389 ns 
RsaI/NBSa-F (115 pb) RNAF115 3,853* RsaI/Kdc-F (275 pb) RKCF275 4,813* 
RsaI/NBSa-F (120 pb) RNAF120 1,080ns RsaI/Kdc-F (310 pb) RKCF310 0,493ns 
RsaI/NBSa-F (180 pb) RNAF180 3,853* RsaI/Kdc-F (318 pb) RKCF318 0,653 ns 
RsaI/NBSa-F (215 pb) RNAF215 12,813** RsaI/Kdc-F (320 pb) RKCF320 0,333 ns 
RsaI/NBSa-F (225 pb) RNAF225 8,333** RsaI/Kdc-F (348 pb) RKCF348 1,080 ns 
RsaI/NBSa-F (230 pb) RNAF230 4,813* RsaI/Kdc-F (425 pb) RKCF425 0,067 ns 
RsaI/NBSa-F (240 pb) RNAF240 2,253ns RsaI/Kdc-F (430 pb) RKCF430 0,867 ns 
RsaI/NBSa-F (260 pb) RNAF260 1,080ns RsaI/Kdc-F (500 pb) RKCF500 33,347** 
RsaI/NBSa-F (330 pb) RNAF330 0,013ns RsaI/Kdc-F (510 pb) RKCF510 33,347** 
RsaI/NBSa-F (356 pb) RNAF356 1,613ns RsaI/Kdc-F (610 pb) RKCF610 1,933 ns 
RsaI/NBSa-F (380 pb) RNAF380 2,253ns RsaI/Kdc-F (700 pb) RKCF700 1,080 ns 
RsaI/NBSa-F (470 pb) RNAF470 0,653ns RsaI/Kdc-R (230 pb) RKCR230 0,014 ns 
RsaI/RGP-F (230 pb) RRPF230 5,028* RsaI/Kdc-R (240 pb) RKCR240 2,315 ns 

RsaI/RGP-F (380 pb) RRPF380 0,028 ns RsaI/Kdc-R (385 pb) RKCR385 0,671 ns 

RsaI/RGP-F (410 pb) RRPF410 0,028 ns RsaI/Kdc-R (430 pb) RKCR430 2,315 ns 
nsNão significativo 
*Significativo ao nível de 5%; **significativo ao nível de 1% 

 

Tabela 5 - Dados da genotipagem de marcadores RGA na população CFM. São mostradas as combinações de enzima 
e respectivo primer, o número de locos amplificados e a freqüência de polimorfismo encontrada 

Combinação  
enzima/primer 

Número 

de locos 

Locos  

polimórficos 
Taxa de 

polimorfismo (%) 

DraI/Kdc-F 41 7 17,07 
DraI/Kdc-R 56 7 12,50 
DraI/Kde-F 57 5 8,77 
DraI/Kde-R 50 5 10,00 
DraI/Glu-As 49 3 6,12 
DraI/RGP-F 35 5 14,29 
AluI/PR5 52 5 9,62 
AluI/Kdc-F 47 6 12,77 

Total 387 43 11,11 
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Tabela 6 - Segregação dos locos polimórficos detectados nas amplificações do DNA da população CFM. 
Combinações: DraI/Kdc-F, DraI/Kdc-R, DraI/Kde-F, DraI/Kde-R, DraI/Glu-As, DraI/RGP-F, AluI/PR5 e 
AluI/Kdc-F 

Loco Marcador χ² Loco Marcador χ² 

DraI/Kdc-F (233 pb) DKCF233 26,60** DraI/Kde-R (300 pb) DKER300 0,18ns 

DraI/Kdc-F (378 pb) DKCF378 0,04ns DraI/Kde-R (1400 pb) DKER1400 2,47ns 

DraI/Kdc-F (389 pb) DKCF389 10,33** DraI/Kde-R (2000 pb) DKER2000 3,52ns 

DraI/Kdc-F (394 pb) DKCF394 9,04** DraI/Glu-As (213 pb) DGAS213 1,90ns 

DraI/Kdc-F (635 pb) DKCF635 5,15* DraI/Glu-As (290 pb) DGAS290 0,54ns 

DraI/Kdc-F (673 pb) DKCF673 3,45ns DraI/RGP-F (140 pb) DRPF140 13,14** 

DraI/Kdc-F (885 pb) DKCF885 2,72ns DraI/RGP-F (205 pb) DRPF205 6,26* 

DraI/Kdc-R (216 pb) DKCR216 0,27ns DraI/RGP-F (225 pb) DRPF225 0,10ns 

DraI/Kdc-R (229 pb) DKCR229 2,59ns DraI/RGP-F (230 pb) DRPF230 0,05ns 

DraI/Kdc-R (232 pb) DKCR232 2,91ns DraI/RGP-F (280 pb) DRPF280 2,47ns 

DraI/Kdc-R (306 pb) DKCR306 10,89** AluI/PR5 (206 pb) APR5206 1,11ns 

DraI/Kdc-R (332 pb) DKCR332 9,24** AluI/PR5 (273 pb) APR5273 4,74* 

DraI/Kdc-R (355 pb) DKCR355 1,30ns AluI/PR5 (288 pb) APR5288 3,11ns 

DraI/Kdc-R (358 pb) DKCR358 4,74* AluI/PR5 (370 pb) APR5370 16,35** 

DraI/Kde-F (138 pb) DKEF138 0,17ns AluI/PR5 (415 pb) APR5415 8,52** 

DraI/Kde-F (140 pb) DKEF140 3,11ns AluI/Kdc-F (178 pb) AKCF178 2,42ns 

DraI/Kde-F (185 pb) DKEF185 4,35* AluI/Kdc-F (320 pb) AKCF320 10,33** 

DraI/Kde-F (360 pb) DKEF360 5,69* AluI/Kdc-F (338 pb) AKCF338 5,26* 

DraI/Kde-F (400 pb) DKEF400 0,17ns AluI/Kdc-F (400 pb) AKCF400 2,84ns 

DraI/Kde-R (185 pb) DKER185 0,18ns AluI/Kdc-F (880 pb) AKCF880 1,57ns 

DraI/Kde-R (272 pb) DKER272 3,77ns AluI/Kdc-F (900 pb) AKCF900 0,53ns 

DraI/Kde-R (273 pb) DKER273 3,68ns    
nsNão significativo 
*Significativo ao nível de 5%; **significativo ao nível de 1% 

3.2. Validação dos marcadores RGA 

Os fragmentos RGA selecionados para a validação foram excisados dos géis de 

poliacrilamida e reamplificados. Posteriormente, o tamanho dos fragmentos amplificados foi 

confirmado por eletroforese em gel de agarose a 1% (p/v). Os resultados confirmaram a 

eficiência da técnica empregada, pois não houve amplificação quando se utilizou somente o 

primer do adaptador (Figura 3), ou seja, todos os fragmentos selecionados apresentam regiões 

complementares aos primers âncoras (RGA). 
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Figura 3 - Gel de agarose (1%) mostrando o padrão de amplificação das bandas extraídas do gel de poliacrilamida e 

reamplificadas. Nas canaletas 2 a 9 estão os produtos das reações com o primer do adaptador e com o 
primer específico ao domínio Kdc-F: fragmentos com 310, 320, 348, 430, 500, 510, 600 e 700 pb, 
respectivamente. Nas canaletas de 10 a 13 foram aplicados os controles negativos, quais sejam, os 
produtos das reações apenas com o primer do adaptador. O marcador de massa molecular Ladder 100 pb é 
mostrado na primeira e última canaletas 

Todas as 32 sequências obtidas foram analisadas por BLASTx e sete delas apresentaram 

similaridade com proteínas de resistência (Tabela 7) quando alinhadas com as sequências 

depositadas no banco de dados do NCBI. Cinco dessas sequências foram isoladas da população 

BJ e as demais da população CFM. O marcador RNF330 foi similar a uma proteína de resistência 

de Medicago truncatula, os marcadores RNF356, RRF380, DRPF205 e DRPF280 apresentaram 

similaridade com proteínas de resistência de soja (Glycine Max) e as sequências RNF475 e 

RRF410 foram similares a proteínas de resistência de feijão-comum. O marcador DKEF360 

apresentou similaridade com uma proteína tirosina quinase de M. truncatula, que também atua na 

defesa das plantas a patógenos. Além disso, em cada uma das populações estudadas foi 

encontrado um marcador similar a uma mesma proteína, a poliproteína gag-pol, característica de 

retrotransposons.  

Nossos resultados são condizentes com os obtidos por van der Linden et al. (2004) que, 

ao analisarem as sequências dos marcadores RGA obtidos por NBS-profiling, encontraram 

análogos a genes de resistência, a uma proteína quinase e um a retrotransposon. 

Interessante dizer que o marcador DRPF280, mapeado na população CFM, e o marcador 

RNF356, mapeado na população BJ, apresentaram similaridade com uma mesma proteína de 

resistência de soja. Frente a esse resultado, tais sequências de nucleotídeos foram alinhadas 

utilizando-se o programa Clustal X para Windows, versão 1.8 (THOMPSON et al., 1997). O 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 
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alinhamento dessas sequências confirmou a existência de uma região conservada (Figura 4). 

Além disso, como será discutido posteriormente, ambos os marcadores foram mapeados no grupo 

de ligação 10. Isso indica que um mesmo gene pode ter sido identificado em ambas as 

populações, mesmo utilizando diferentes combinações de enzima/primer. 

 
Figura 4 - Alinhamento das sequências DRPF280 e RNF356, realizado pelo programa Clustal X (THOMPSON et al., 
1997) 

Para complementar as análises, todas as 11 sequencias similares às proteínas conhecidas 

(ver anexo A) foram analisadas por BLAST especializado em domínios conservados (BLASTcd). 

As análises resultaram no alinhamento de oito sequências com domínios conservados conhecidos. 

Seis destas sequências apresentaram um bom alinhamento com a região P-loop do domínio NB-

ARC (Tabela 8). O alinhamento das sequências com o domínio NB-ARC é mais um forte indício 

de que estas fazem parte de genes de resistência de plantas a patógenos. Isso porque, estão 

incluídas neste domínio as proteínas responsáveis por morte celular programada, ativadas via 

regiões de reconhecimento a patógenos, como as regiões ricas em leucina (LRR) (VAN DER 

BIEZEN; JONES, 1998; BENT; MACKEY, 2007). Já a seqüência DKEF360 alinhou-se com o 

domínio catalítico da proteína tirosina quinase, o qual possui uma região de ligação a ATP. E o 

marcador AKCF320, que havia apresentado similaridade com um retrotransposon, alinhou-se ao 

domínio RnaseH, confirmando tratar-se de uma região sujeita a transposição.   
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Tabela 7 - Análise das sequências por BLAST tomando por base o banco de dados do NCBI 

Seqüência Busca Proteína Descrição Organismo Identidade 
(%) 

Score 

(bits) 

E value População de 
mapeamento 

RNF330 BLASTx 
(nr) 

ABN09142.1 Proteína de resistência 
Medicago 

truncatula 
62 109,0 6.10-24 BJ 

RNF356 
BLASTx 

(nr) 
AAC49509.1 Proteína de resistência Glycine max 53 55,8 9.10-10 BJ 

RNF475 BLASTx 
(nr) 

AAC33296.1 Proteína de resistência Phaseolus vulgaris 97 189,0 6.10-47 BJ 

RRF380 
BLASTx 

(nr) 
AAF44094.1 Proteína de resistência Glycine max 89 89,4 4.10-26 BJ 

RRF410 BLASTx 
(nr) 

ABN42886.1 Proteína de resistência Phaseolus vulgaris 73 114,0 3.10-24 BJ 

RKF310 BLASTx 
(nr) 

ABD28710.1 
Polinucleotidil 

transferase 
Medicago 

truncatula 
39 58,5 2.10-7 BJ 

RKR240 BLASTx 
(nr) 

AAR13317.1 Poliproteína gag-pol Phaseolus vulgaris 53 58,2 3.10-7 BJ 

AKCF320 BLASTx 
(nr) 

AAR13317.1 Poliproteína gag-pol Phaseolus vulgaris 59 73,9 5.10-12 CFM 

DKEF360 
BLASTx 

(nr) 
ABE88079.1 Proteína tirosina quinase 

Medicago 

truncatula 
77 107,0 3.10-22 CFM 

DRPF205 BLASTx 
(nr) 

ACM89623.1 
Proteína de resistência do 

tipo TIR-NBS-LRR 
Glycine max 72 55,8 4.10-10 CFM 

DRPF280 
BLASTx 

(nr) 
AAC49509.1 Proteína de resistência Glycine max 50 59,3 1.10-7 CFM 

 

42

 



43 
 

 
 

Tabela 8 - Análise das sequências por BLASTcd tomando por base o banco de dados do NCBI 

Fragmento Domínio Score (bits) E value População de 
mapeamento 

RNF330 NB-ARC/P-loop 46,95 1.10-6 BJ 

RNF356 NB-ARC/P-loop 36,16 0,001 BJ 

RNF475 NB-ARC/P-loop 102,42 3.10-23 BJ 

RRF380 NB-ARC/P-loop 47,72 6.10-7 BJ 

RRF410 NB-ARC/P-loop 82,39 2.10-17 BJ 

AKCF320 RnaseH 43,48 1.10-5 CFM 

DKEF360 Proteína tirosina quinase 42,89 2.10-5 CFM 

DRPF205 NB-ARC/P-loop 40,78 6.10-5 CFM 

3.3. Mapeamento dos marcadores RGA 

3.3.1. População BJ 

Todos os 32 marcadores RGA gerados foram alocados no mapa núcleo de feijão 

(FREYRE et al., 1998; HANAI et al., 2009) em 10 dos 11 grupos de ligação. Apenas ao grupo de 

ligação 6 não se atribuiu marcador RGA. Os grupos de ligação 2, 7, 8, 10 e 11 foram os que 

tiveram o maior número de marcadores alocados, com quatro e cinco  locos RGA (Tabela 9 e 

Figura 5). 

A segregação de dez dos marcadores RGA desviou da esperada (1:1). Os locos com 

distorção de segregação mapeados localizaram-se em quatro grupos de ligação. As marcas 

RKF275 e RNF230 estão no grupo de ligação 1, as marcas RRF230, RNF90, RNF115 e RNF180 

estão no grupo 2, a marca RNF225 no grupo 4 e as marcas RNF215, RKF500 e RKF510, no 

grupo 7.  

Neste trabalho, tal como relatado por Freyre et al. (1998), que utilizaram marcadores 

anônimos para o mapeamento da população BJ, encontrou-se, no grupo de ligação 1, “excesso” de 

alelos de origem andina e, nos grupos 2 e 7, houve predomínio de alelos mesoamericanos. 

Entretanto, Blair et al. (2003) encontraram um excesso de alelos andinos no grupo de ligação 2, 

porém foi estudada uma  população derivada do cruzamento entre DOR364 (de origem 

mesoamericana) e G19833 (de origem andina), utilizando marcadores SSR. As diferenças 

encontradas quanto à origem dos alelos em excesso, em cada população estudada, podem ser 
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explicadas pela ocorrência de pressão de seleção ao longo das gerações, reforçada pelo fato das 

populações terem se desenvolvido em diferentes locais.   

Tabela 9 - Lista dos marcadores RGA detectados na população BJ e seus respectivos grupos de ligação 

 Marcador Combinação Enzima / Primer Tamanho (pb) GL 

1 RKF275 RsaI/Kdc-F 275 1 

2 RNF230 RsaI/NBSa-F 230 1 

3 RNF120¹ RsaI/NBSa-F 120 1 

4 RNF115 RsaI/NBSa-F 115 2 

5 RNF180 RsaI/NBSa-F 180 2 

6 RNF90 RsaI/NBSa-F 90 2 

7 RRF230¹ RsaI/RGP-F 230 2 

8 RNF240 RsaI/NBSa-F 240 3 

9 RKF610 RsaI/Kdc-F 610 3 

10 RNF225 RsaI/NBSa-F 225 4 

11 RKF700 RsaI/Kdc-F 700 4 

12 RKF310¹ RsaI/Kdc-F 310 4 

13 RKR230 RsaI/Kdc-R 230 5 

14 RKR385 RsaI/Kdc-R 385 7 

15 RNF215 RsaI/NBSa-F 215 7 

16 RKF510¹ RsaI/Kdc-F 510 7 

17 RKF500¹ RsaI/Kdc-F 500 7 

18 RKF318 RsaI/Kdc-F 318 8 

19 RKF320 RsaI/Kdc-F 320 8 

20 RKF348¹ RsaI/Kdc-F 348 8 

21 RKR240 RsaI/Kdc-R 240 8 

22 RKR430 RsaI/Kdc-R 430 9 

23 RRF380 RsaI/RGP-F 380 10 

24 RRF550 RsaI/RGP-F 550 10 

25 RNF380 RsaI/NBSa-F 380 10 

26 RNF356 RsaI/NBSa-F 356 10 

27 RNF260 RsaI/NBSa-F 260 10 

28 RKF425 RsaI/Kdc-F 425 11 

¹ Marcadores acessórios 

(Continua) 
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(Conclusão) 

Tabela 9 - Lista dos marcadores RGA detectados na população BJ e seus respectivos grupos de ligação 

 Marcador Combinação Enzima / Primer Tamanho (pb) GL 

29 RKF430 RsaI/Kdc-F 430 11 

30 RNF330¹ RsaI/NBSa-F 330 11 

31 RRF410¹ RsaI/RGP-F 410 11 

32 RNF475 RsaI/NBSa-F 475 11 

¹ Marcadores acessórios 

Em quatro grupos de ligação, foram alocados dois ou mais marcadores RGA em uma 

mesma posição, sendo RKF275 e RNF230 no grupo de ligação 1, RNF115, RNF180 e RNF90 no 

grupo de ligação 2, RKF318 e RKF320 no grupo 8 e RKF425 e RKF430, no grupo 11. Também, 

foram co-localizados os marcadores RKF510 e RKF500 como acessórios no grupo de ligação 7 e 

os marcadores RNF330 e RRF410 no grupo 11. A co-localização destes marcadores pode ser 

explicada pela existência de genes em cluster, por se tratarem de alelos de um mesmo loco, ou 

simplesmente, porque a população estudada não foi suficientemente grande para permitir a 

detecção de indivíduos recombinantes para essas regiões do genoma. Mutlu, Miklas e Coyne 

(2006) também encontraram marcadores RGA co-localizados, porém optaram por mapear 

somente um marcador em cada loco. 

Assim com observado por Miklas et al. (2006) e por Mutlu, Miklas e Coyne (2006), alguns 

marcadores gerados foram alocados em regiões contendo genes de resistência a patógenos. No 

presente estudo, encontrou-se um total de cinco marcadores RGA em proximidade a genes de 

resistência a doenças bacterianas e fúngicas, nos grupos de ligação 1, 7 e 11. O marcador RNF120 

foi alocado ao grupo de ligação 1, em uma região contendo genes de resistência à antracnose (Co-

1, Co-x, Co-w) e à ferrugem (Ur-9). No grupo de ligação 7, o marcador RKR385 se posicionou 

em proximidade ao gene de resistência à antracnose (Co-6). Também no grupo de ligação 11, 

foram mapeados três RGA em uma região contendo genes controladores de resistência à ferrugem 

(Ur-3, Ur-11 e Ur-Dourado) e à antracnose (Co-2), sendo eles, os marcadores RNF330, RRF410 

e RNF475. Além disso, 14 marcadores RGA foram mapeados em regiões contendo QTL de 

resistência a diversos patógenos, apresentadas por Kelly et al. (2003) e Miklas et al. (2006). Estes 

pesquisadores relataram a existência de QTL de resistência a patógenos nos 11 grupos de ligação 

de P. vulgaris. Na região do grupo de ligação 1, onde foram mapeados os marcadores RKF275 e 
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RNF230, há QTL de resistência ao crestamento bacteriano e ao mofo-branco. No grupo de ligação 

2, o marcador RRF230 se alocou a uma região contendo QTL de resistência ao crestamento 

bacteriano e à antracnose, já os marcadores RNF115, RNF180 e RNF90 co-localizaram com um 

QTL de resistência ao mofo branco. O marcador RNF240 foi mapeado em uma região do grupo 

de ligação 3 onde foi identificado um QTL de resistência a podridão radicular. Ainda no grupo 3, 

o marcador RKF610 foi mapeado próximo a um QTL de resistência ao crestamento bacteriano, 

identificado pelo marcador D1377 (KELLY et al., 2003). No grupo de ligação 5 foi relatado um 

QTL contra crestamento bacteriano ligado ao marcador Bng162. Interessante dizer que o 

marcador RKR230 foi alocado a menos de 4 cM do marcador Bng162. Os marcadores RKF500 e 

RKF510 mapearam em uma região do grupo de ligação 7 que também apresenta um QTL para 

resistência ao crestamento bacteriano. Já no grupo de ligação 11 foi identificado um QTL de 

resistência ao crestamento bacteriano ligado ao marcador D1512, próximo ao qual estão os 

marcadores RGA RNF330, RRF410 e RNF475. 

A consistência dos dados aqui obtidos pode ser constatada uma vez que dos cinco 

marcadores que apresentaram similaridade a genes de resistência, três foram alocados  no mapa de 

P. vulgaris em proximidade a um QTL de resistência ao crestamento bacteriano e a genes de 

resistência à antracnose e à ferrugem, presentes no grupo de ligação 11. 
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Figura 5 - Mapa genético da população BJ, contendo os marcadores provenientes do mapa consenso de Freyre et al. 
(1998), marcadores SSR-EST e AFLP (HANAI, 2008) e os marcadores RGA. Os marcadores provenientes 
do mapa consenso apresentam coloração preta, os SSR-EST vermelha, os marcadores AFLP azul e os RGA 
verde. Os marcadores atribuídos a intervalos estão representados em retângulos acinzentados. Os locos que 
apresentaram distorção de segregação estão representados por * (quando houve excesso de alelos 
mesoamericanos) ou por ° (excesso de alelos andinos). Níveis de significância: 5% (* ou °); 1% (** ou °°); 
e 0,1% (*** ou °°°). A distância entre os marcadores é apresentada em cM 

 

(Continua) 
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Figura 5 - Mapa genético da população BJ, contendo os marcadores provenientes do mapa consenso de Freyre et al. 
(1998), marcadores SSR-EST e AFLP (HANAI, 2008) e os marcadores RGA. Os marcadores provenientes 
do mapa consenso apresentam coloração preta, os SSR-EST vermelha, os marcadores AFLP azul e os RGA 
verde. Os marcadores atribuídos a intervalos estão representados em retângulos acinzentados. Os locos que 
apresentaram distorção de segregação estão representados por * (quando houve excesso de alelos andinos) 
ou por ° (excesso de alelos mesoamericanos). Níveis de significância: 5% (* ou °); 1% (** ou °°); e 0,1% 
(*** ou °°°). A distância entre os marcadores é apresentada em cM 

3.3.2. População CFM 

As análises de mapeamento foram realizadas com os dados de segregação de 295 locos, 

sendo 27 microssatélites e 225 AFLP (HANAI, 2008) e 43 RGA. A distorção de segregação 

apresentada por essa população foi relativamente alta, cerca 42% dos locos desviaram da 

segregação esperada (1:1), quando aplicado o teste de χ² (α = 0,05). Os testes de χ² foram 

realizados para cada loco, como se fossem testes únicos. No entanto, como se utilizam muitos 

marcadores, dentre os quais, vários são independentes, têm-se múltiplos testes independentes, o 

que permite a utilização de uma correção. Isso resulta na elevação do valor de significância para o 

teste de χ². Diante desse fato, mesmo sem realizar a correção, optou-se por não descartar, no início 

das análises de mapeamento, os marcadores que apresentaram distorção na segregação. Após 

realizar análises preliminares, foram retirados das análises de mapeamento aqueles marcadores 

que apresentaram elevada distorção de segregação e ocasionaram a alteração na ordem dos 

marcadores adjacentes no grupo de ligação.   

(Conclusão) 
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Dessa forma, o mapa de ligação gerado para a população CFM apresentou 12 grupos de 

ligação (Tabela 10 e Figura 6), pois o grupo 8 permaneceu dividido, formando dois grupos 

menores. No total, 133 marcadores foram ordenados no framework com LOD > 2, sendo 93 

marcadores AFLP e 21 microssatélites (HANAI, 2008) e 19 marcadores RGA. Outros 21 RGA 

foram alocados ao mapa como marcadores acessórios nos intervalos mais verossímeis. O mapa 

totalizou 923,6 cM de comprimento, com uma distância média de 6,9 cM entre marcas e uma 

cobertura de aproximadamente 77% do genoma da espécie. 

A numeração dos grupos de ligação para a população CFM foi baseada na designação dos 

grupos de ligação da população BJ. A correspondência entre os grupos de ligação foi determinada 

com base em marcadores comuns aos dois mapas. Três grupos de ligação do mapa CFM não 

apresentaram marcadores comuns ao mapa BJ, o que impossibilitou a determinação exata de seus 

correspondentes na população de referência. Tais grupos devem corresponder aos grupos 3, 4 e 9 

de BJ, mas como essa correspondência não pôde ser comprovada, foram arbitrariamente 

designados como CFM12, CFM13 e CFM14.  

Com relação aos marcadores RGA, 16 deles tiveram segregação desviada da esperada, ou 

seja, 1:1. E dentre eles, dois não foram alocados ao mapa de ligação. Os locos apresentando 

distorção de segregação foram observados em 4 grupos, sendo eles, CFM1, CFM2, CFM8.1 e 

CFM11. 

Quanto à localização dos marcadores RGA, dos 43 locos analisados, 40 estão distribuídos 

em nove grupos de ligação. Somente nos grupos de ligação CFM5 e CFM6 não foram mapeados 

RGA. O grupos de ligação CFM2 e CFM8.1 foram aqueles com maior número de RGA alocados, 

9 em cada grupo. Interessante ressaltar que os grupos de ligação 2 e 8 de BJ também apresentaram 

elevado número de RGA mapeados. Esses dados, aliados às informações que se têm a respeito da 

identificação de QTL de resistência a patógenos nos grupos de ligação 2 e 8 (KELLY et al., 2003; 

MIKLAS et al., 2006), corroboram a existência de regiões controladoras de resistência nesses 

grupos de ligação.  
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(Continua) 

Tabela 10 - Lista dos marcadores RGA obtidos na população CFM e seus respectivos grupos de ligação 

 Marcador Combinação Enzima / Primer Tamanho (pb)   GL 

1 APR5415 AluI/PR5 415 CFM1 

2 DKEF360 DraI/Kde-F 360 CFM1 

3 APR5206¹ AluI/PR5 206 CFM1 

4 DKCR229¹ DraI/Kdc-R 229 CFM1 

5 DKCR232¹ DraI/Kdc-R 232 CFM1 

6 DKCR216 DraI/Kdc-R 216 CFM2 

7 DKEF138¹ DraI/Kde-F 138 CFM2 

8 DKEF140¹ DraI/Kde-F 140 CFM2 

9 DKCR332¹ DraI/Kdc-R 332 CFM2 

10 DKCF389¹ DraI/Kdc-F 389 CFM2 

11 DKCF394 DraI/Kdc-F 394 CFM2 

12 DKCF306¹ DraI/Kdc-F 306 CFM2 

13 DKCF2000¹ DraI/Kdc-F 2000 CFM2 

14 DRPF225¹ DraI/RGP-F 225 CFM7 

15 DRPF230 DraI/RGP-F 230 CFM7 

16 AKCF880 AluI/Kdc-F 880 CFM7 

17 AKCF900 AluI/Kdc-F 900 CFM7 

18 DKCF233 DraI/Kcd-F 233 CFM8.1 

19 AKCF338¹ AluI/Kdc-F 338 CFM8.1 

20 DKCF673¹ DraI/Kcd-F 673 CFM8.1 

21 APR5370¹ AluI/PR5 370 CFM8.1 

22 DGAS213 DraI/Glu-As 213 CFM8.1 

23 DGAS185 DraI/Glu-As 185 CFM8.1 

24 DGAS290¹ DraI/Glu-As 290 CFM8.1 

25 DKCR358 DraI/Kdc-R 358 CFM8.1 

26 AKCF320¹ AluI/Kdc-F 320 CFM8.1 

27 DKPF280¹ DraI/Kcd-F 280 CFM10 

28 DKPF205¹ DraI/Kcd-F 205 CFM10 

29 AKCF400¹ AluI/Kdc-F 400 CFM11 

30 DKCR355¹ DraI/Kdc-R 355 CFM11 

31 APR5273¹ AluI/PR5 273 CFM11 

32 DKCF635¹ DraI/Kdc-F 635 CFM11 

33 DKCF885¹ DraI/Kdc-F 885 CFM11 

¹ Marcadores acessórios 
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(Conclusão) 

Tabela 10 - Lista dos marcadores RGA obtidos na população CFM e seus respectivos grupos de ligação 

 Marcador Combinação Enzima / Primer Tamanho (pb)   GL 

34 DKER272 DraI/Kde-R 272 CFM12 

35 DKER273 DraI/Kde-R 273 CFM12 

36 DKER300 DraI/Kde-R 300 CFM13 

37 DKER1400 DraI/Kde-R 1400 CFM13 

38 AKCF178 AluI/Kdc-F 178 CFM14 

39 DKCF378 DraI/Kdc-F 378 CFM14 

40 DKEF400 DraI/Kde-F 400 CFM14 

¹ Marcadores acessórios 
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Figura 6 - Mapa de ligação da população CFM e sua correspondência com o mapa de ligação da população BJ. Os 

grupos de ligação obtidos para a população CFM estão identificados pelas letras CFM e os grupos de BJ 
são identificados somente por números. Os locos realçados em azul são microssatélites (HANAI, 2008), os 
locos em vermelho são RGA (os marcadores acessórios estão entre parênteses e em itálico) e os demais 
são marcadores AFLP (HANAI, 2008) 
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(Conclusão) 

 

Figura 6 - Mapa de ligação da população CFM e sua correspondência com o mapa de ligação da população BJ. Os 
grupos de ligação obtidos para a população CFM estão identificados pelas letras CFM e os grupos de BJ 
são identificados somente por números. Os locos realçados em azul são microssatélites (HANAI, 2008), os 
locos em vermelho são RGA (os marcadores acessórios estão entre parênteses e em itálico) e os demais 
são marcadores AFLP (HANAI, 2008) 

3.4. Mapeamento de QTL associados ao controle de doenças fúngicas  

Os dados fenotípicos quanto à resistência ao oídio e à mancha-angular obtidos por Melo, 

Santos e Ferreira (2002), foram utilizados no presente trabalho com o intuito de identificar 

possíveis QTL. Os referidos pesquisadores avaliaram os indivíduos da população CFM em 

diferentes locais e épocas de plantio (Tabela 11). A avaliação da reação das plantas ao ataque dos 

patógenos foi realizada de acordo com uma nota média atribuída por quatro avaliadores, no 

período de maior incidência e severidade das doenças. A escala de notas utilizada para a 

classificação dos genótipos é descrita na tabela 12.  
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Tabela 11 - Épocas de avaliação da população “Carioca” x “Flor de Mayo” quanto à resistência à mancha-angular e 

ao oídio. Adaptado de Melo Santos e Ferreira (2002) 

Doença avaliada Local Ano Época de avaliação Ambiente 
Oídio Lavras 1996 Inverno OIL1 
Oídio Lavras 1997 Inverno OIL2 
Oídio Patos de Minas 1997 Inverno OIPM 
Mancha-angular Lavras 1997 Secas MAL1 
Mancha-angular Patos de Minas 1997 Secas MAPM 
Mancha-angular Lavras 1998 Secas MAL2 

 

Tabela 12 - Escala notas utilizadas na classificação dos genótipos de P. vulgaris quanto a reação à mancha-angular e 
ao oídio (REZENDE; RAMALHO; CORTE, 1999 apud MELO; SANTOS; FERREIRA, 2002)  

Nota Área foliar afetada (%) 
1 0 
2 1 
3 1 a 5 
4 5 a10 
5 10 a 20 
6 20 a 40 
7 40 a 60 
8 60 a 80 
9 80 a 100 

As análises de QTL foram realizadas para reação a ambas as doenças em cada um dos 

ambientes, utilizando-se o método de “mapeamento por intervalo composto” (CIM), proposto por 

Zeng (1993, 1994) e Jansen (1993). O limiar para aceitação de um QTL foi obtido após 1000 

permutações, ao nível de 5% de significância. E o critério adotado para o posicionamento dos 

QTL foi o valor máximo de LOD score relativo ao intervalo.  

Como pode ser observado na figura 7, foram identificados cinco QTL para reação à 

mancha-angular e sete para oídio (Tabela 13). QTL associados ao controle da resistência à 

mancha-angular estão presentes nos grupos de ligação CFM2, CFM8.1, CFM12 e CFM13, 

enquanto QTL para a reação ao oídio foram identificados nos grupos de ligação CFM2, CFM7, 

CFM8.1 e CFM13. 
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Tabela 13 - Marcadores associados à reação à mancha-angular e ao oídio na população de mapeamento derivada do 
cruzamento entre “Carioca” e “Flor de Mayo”. As análises foram realizadas utilizando-se o programa 

QTL Cartographer para Windows (versão 2.5) 

Ambiente Marcador 
Posição do 
QTL (cM)¹ 

Grupo de 
ligação 

LOD R2 (%) a4 

Mancha-angular 
MAL1 E31M50210² 0,8 CFM2 6,11 22,67 -0,4663 
MAL2 PvM49³ 14,0 CFM13 5,37 29,24 -0,3216 
MAPM PvM21³ 0,8 CFM2 2,77 10,60 -0,2157 
MAPM PvM79³ 0,6 CFM8.1 3,90 15,04 -0,3004 
MAPM P38M48300² 11,0 CFM12 4,38 27,02 -0,3243 

Oídio 
OIL2 E31M50210² 0,8 CFM2 8,11 21,71 -0,7761 
OIL2 P39M48325² 11,0 CFM7 5,51 13,51 0,6875 
OIL2 E31M60275² 0,3 CFM7 2,82 7,44 0,5073 
OIPM PvM21³ 0,8 CFM2 6,09 8,94 -0,5439 
OIPM P39M48325² 0,9 CFM7 3,84 6,75 0,3663 
OIPM P31M47300² 0,3 CFM8.1 3,16 4,19 0,2562 
OIPM P33M47320² 0,8 CFM13 2,99 3,98 0,2652 

1 Distância do pico do QTL ao marcador  mais próximo; ²marcador AFLP; ³microssatélite; 4efeitos de substituição 
alélica (os valores positivos indicam a contribuição alélica do genitor “Carioca”, enquanto os valores negativos 
correspondem a contribuição do genitor “Flor de Mayo”) 

No grupo CFM2, foram mapeados em uma mesma região, QTL para reação à mancha-

angular e QTL para reação ao oídio, em Lavras e em Patos de Minas. Todos os QTL mapeados 

para mancha-angular estão em repulsão, ou seja, denotam a superioridade do genitor “Flor de 

Mayo”. Foi possível detectar no grupo de ligação CFM2, QTL para reação a mancha-angular em 

Lavras (MAL1) e em Patos de Minas (MAPM), respondendo respectivamente por 22,67 e 10,60% 

da variação fenotípica. O mesmo pode ser dito a respeito do QTL mapeado no grupo CFM13, no 

ambiente MAL2 que responde por 29,24% da variação fenotípica e para os QTL mapeados nos 

grupos de ligação CFM8.1 e CFM12 em Patos de Minas, que representam respectivamente 15,04 

e 27,02% da variação fenotípica.  

Quanto aos QTL para reação ao oídio, foram mapeados dois no grupo CFM2, também em 

repulsão, enquanto nos grupos de ligação CFM7, CFM8.1 e CFM13 os QTL estão em associação, 

demonstrando a superioridade do genitor “Carioca”. Os QTL com maior efeito quanto à 

susceptibilidade ao oídio foram identificados em Lavras (OIL2) e mapeados nos grupos CFM2 e 

CFM7, representando respectivamente 21,71 e 13,51% da variação fenotípica. 
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Alguns QTL foram mapeados em proximidade às regiões contendo marcadores RGA, nos 

grupos CFM2, CFM7 e CFM8.1 os quais, no entanto, foram alocados no mapa de ligação como 

acessórios.   

O grande número de marcadores RGA e de QTL de resistência mapeados nos grupos 

CFM2, CFM7 e CFM8.1 são fortes indícios da presença de clusters de resistência nesses grupos 

de ligação. Os QTL para resposta ao oídio em Lavras e em Patos de Minas presentes em uma 

mesma região do grupo CFM7, assim como o mapeamento de QTL para mancha-angular e oídio 

em diferentes ambientes no grupo CFM2, sugerem estabilidade. 

Os QTL mapeados são potencialmente exploráveis em programas de seleção assistida 

(YOUNG, 1996). Com destaque para os QTL co-localizados nos grupos de ligação CFM2 e 

CFM8.1. Um estudo mais aprofundado dessas regiões pode confirmar a estabilidade desses QTL e 

determinar os efeitos de um mesmo QTL para a reação a ambas as doenças. No entanto, com 

dados apresentados na tabela 13, já é possível identificar os marcadores mais apropriados para 

serem empregados na seleção assistida para cada local avaliado. Além disso, os QTL mapeados  

indicam quais são as regiões mais importantes dos grupos de ligação CFM12 e CFM13 para 

serem saturadas, visando à identificação de marcadores para a seleção assistida. 
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Figura 7 - Mapa de ligação da população CFM com a representação gráfica dos QTL de resistência fúngica 
mapeados. Os locos realçados em azul são microssatélites (HANAI, 2008), os locos em vermelho são 
RGA (os marcadores acessórios estão entre parênteses e em itálico) e os demais são marcadores AFLP 
(HANAI, 2008). Ao lado do mapa são mostrados os QTL detectados em suas posições mais prováveis 
(em verde: oídio e em preto: mancha-angular) 
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4. CONCLUSÕES  

A metodologia NBS-profiling foi eficiente para a obtenção e o mapeamento de marcadores 

RGA nas populações de Phaseolus vulgaris, originadas dos cruzamentos entre ‘Bat 93’ e ‘Jalo 

EEP558’ (BJ) e entre ‘Carioca’ e ‘Flor de Mayo’ (CFM), constituindo uma importante ferramenta 

para ser empregada em estudos genéticos e em programas de seleção assistida por marcadores. As 

sequências de DNA dos RGA que mostraram similaridade com proteínas de resistência podem ser 

utilizadas para o desenvolvimento de marcadores PCR específicos.  
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ANEXO A 

Figura A1 - Seqüências dos marcadores RGA detectados na população BJ 
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Figura A2 - Seqüências dos marcadores RGA detectados na população CFM 
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ANEXO B 

Artigo científico publicado no periódico Molecular Breeding:  

HANAI, L.; SANTINI, L.; CAMARGO, L.; FUNGARO, M.; GEPTS, P.; TSAI, S.; VIEIRA, M. 
Extension of the core map of common bean with EST-SSR, RGA, AFLP, and putative functional 
markers. Molecular Breeding, Dordrecht, 2009. DOI: 10.1007/s11032-009-9306-7. 
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