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RESUMO

Mapeamento de genes analogos de resisténcia a patogenos em feijao (Phaseolus vulgaris L.)

No presente trabalho, a metodologia NBS-profiling foi utilizada para o desenvolvimento de
marcadores RGA (Resistance Genes Analogs) em duas populagdes 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 populacdo BJ e 40 na populacdo CFM. Nove dos marcadores alocados no
mapa de ligacdo da populacdo BJ se localizaram em proximidade a clusters de resisténcia, ja
identificados por outros pesquisadores. Foi realizado o sequenciamento de 32 dos RGA
detectados, sendo 16 da cada populacdo. Cinco sequéncias oriundas da populacdo BJ e trés
sequéncias da populacio CFM apresentaram similaridade com proteinas de resisténcia
identificadas em P. vulgaris, Glycine max e Medicago truncaluta. O mapa de ligacdo aqui gerado
para a populacdo CFM foi utilizado para o posicionamento de QTL (Quantitative Trait Loci) de
resisténcia a mancha-angular (Pseudocercospora griseola (Sacc.) Crous & Braun) e ao oidio
(Erysiphe polygoni DC.). Um total de 12 QTL foi mapeado, cinco associados a resposta a
mancha angular e sete a resposta ao oidio.

Palavras-chave: Phaseolus vulgaris; RGA; Mapeamento genético; NBS-profiling; QTL de
resisténcia; 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. INTRODUCAO

A cultura do feijao (Phaseolus vulgaris L.) é de extrema importancia para o Brasil e,
também, em termos mundiais, por ser uma das principais fontes de ferro e proteinas para as
populacdes de baixa renda. Isso faz com que o aumento de produtividade das lavouras e a
melhoria da qualidade dos graos sejam necessidades de cunho econdmico-social. Frente a isso, €
necessdrio o desenvolvimento de pesquisas que possibilitem a melhoria da produc¢do. No aspecto
produtivo, os problemas fitossanitarios sdo os principais limitadores. A espécie € atacada tanto
por doencas fiingicas quanto por virus e bactérias. Cultivares resistentes t€m sido produzidas com
sucesso através de melhoramento genético. O desenvolvimento de marcadores moleculares e o
seqlienciamento de genes de resisténcia a patégenos, clonados a partir do genoma de diversas
espécies vegetais, tém possibilitado o emprego de estratégias de melhoramento mais sofisticadas,
como o uso da selecdo assistida (MIKLAS et al., 2006; FALEIRO et al., 2009).

Virios estudos genéticos tém sido realizados em feijao envolvendo a constru¢do de mapas
de ligacdo com base em marcadores de DNA e fenotipicos. Tais marcas foram reunidas em um
mapa mais denso e completo do genoma do feijdo, chamado mapa nicleo (FREYRE et al., 1998),
onde cerca de 1060 marcadores cobrindo 1226 cM do genoma do feijao foram mapeados. Porém,
ainda muito se tem trabalhado para aumentar o nimero de marcadores informativos presentes no
mapa de ligagdo como, por exemplo, os marcadores andlogos a genes de resisténcia (RGA,
Resistance Gene Analogs) e para a identificacio de regides gendmicas controladoras de
caracteres quantitativos (QLT, Quantitative Trait Loci) MAXWELL et al., 2007, RODRIGUEZ-
SUAREZ et al., 2007; CICHY et al., 2009).

O acumulo de informagdes acerca de genes de resisténcia, clonados a partir de diferentes
espécies vegetais, tem possibilitado o desenvolvimento de novas técnicas para o estudo sobre a
genética da resisténcia. 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 detecgdo de polimorfismo por restricdo e amplificagdo, como no AFLP, mas
a PCR € ancorada por um primer degenerado, desenhado para buscar determinadas regides em
dominios conservados dos genes de resisténcia.

Os genes de resisténcia podem apresentar diversos dominios, no entanto, hd um
predominio de genes contendo o dominio de ligacdo a nucleotideo (NBS — Nucleotide Binding

Site) e o dominio rico em repeticdes de leucina (LRR — Leucine Rich Repeats) (HAMMOND-
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KOSACK; KANYUKA, 2007). Dessa forma, grande parte das pesquisas que visam a obtencao
de marcadores RGA baseia-se na busca por tais dominios.

A técnica NBS-profiling mostrou-se eficiente para obten¢do de marcadores RGA em
diversas espécies, como cevada, batata, tomate, alface e ma¢a (VAN DER LINDEN et al., 2004;
CALENGE et al., 2005; BRUGMANS et al., 2008). Além disso, ndo se limita a detec¢dao de
dominios NBS, podendo ser utilizada com primers desenhados para qualquer um dos dominios
conservados dos genes de resisténcia.

O estabelecimento de marcadores RGA do tipo NBS-profiling, para o feijao permite um
mapeamento mais preciso dos locos de resisténcia a patogenos. Frente a isto, este trabalho teve
como objetivos (1) a obtengcdo e o mapeamento de marcadores RGA em duas populagdes de P.
vulgaris: uma populacdo modelo (estudada por vérios laboratérios no Brasil e no exterior), ‘Bat
93’ X ‘Jalo EEP558’, e outra populacdo, gerada na Universidade Federal de Lavras, ‘Carioca’ X
‘Flor de Mayo’; (2) o mapeamento de QTL relacionados a resposta a mancha-angular
(Pseudocercospora griseola) e ao oidio (Erysiphe polygoni) para a populagdo ‘Carioca’ X ‘Flor

de Mayo’.
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1. REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1. A cultura do feijoeiro

O feijado-comum (Phaseolus vulgaris L.) pertence a classe Dicotyledoneae, subclasse
Archichlamydae, ordem Rosales, familia Leguminosae, subfamilia Papilionoidae, tribo
Phaseoleae, subtribo Phaseolinae.

P. vulgaris € uma espécie autégama, diploide, com 2n = 2x = 22 cromossomos. Quando
comparados aos de outras espécies vegetais, seus cromossomos sao pequenos, sendo o tamanho
do genoma estimado entre 686 e 750 Mb (VIEIRA et al., 2005; BENNETT; LEITCH, 2005).

Os centros de origem e domesticagcdo das espécies do género Phaseolus localizam-se no
continente Americano (BAUDET, 1977 apud DEBOUCK, 1988). Ha dois principais centros de
domesticacdo e um terceiro centro menos expressivo (GEPTS; DEBOUCK, 1993 apud
SANTOS; GRAVILANES, 2006). Os principais centros de domestica¢do correspondem a regiao
central das Américas, onde se originou a maioria das cultivares de grdos pequenos, como a
cultivar ‘Carioca’ e a regido sul dos Andes, onde se desenvolveram as cultivares de graos
maiores, como ‘Jalo’. O terceiro centro de domesticacdo estd localizado em uma regido
intermedidria entre os dois primeiros, situada na Coldmbia. Devido a diversidade de ambientes
onde o feijao € cultivado, a espécie apresenta uma ampla variabilidade para caracteres
agrondmicos, como hdbito de crescimento, tamanho e cor dos graos e duragdo do ciclo.

O cultivo do feijao comum tem elevada importancia econdmica e social, mormente na
América Latina e na Africa tropical, sobretudo porque é a principal leguminosa de consumo
direto e uma excelente fonte de ferro e proteinas na dieta humana. Além disso, a cultura
emprega um elevado nimero de pessoas para a sua producio (BOREM; CARNEIRO, 1998). No
cendrio mundial, tem-se o Brasil como o principal produtor e consumidor do feijdo comum
(FAOSTAT, 2007), com uma estimativa de producdo de 3.524,2 mil toneladas na safra
2008/2009 (CONAB, 2009). No entanto, o pais ainda apresenta sérios problemas que limitam a
produtividade das lavouras e a qualidade dos graos obtidos que s@o, principalmente, de ordem
fitossanitaria (DE PAULA JR; ZAMBOLIM,1998).

Frente a isso, torna-se necessdria a execucdo de programas visando a melhoria das
condi¢des de producdo, com destaque para o controle de doencas, reduzindo os custos e

aumentando a qualidade do produto. Para atender a essas necessidades, a obtengdo de cultivares
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resistentes, com caracteristicas agronomicamente desejdveis, ¢ de extrema importancia

(RAMALHO; ABREU, 1998).

1.2. Principais patégenos do feijoeiro

Como citado anteriormente, as doengas estdo entre os principais fatores limitantes de
produtividade do feijoeiro. Tais doencas podem ser fingicas, bacterianas ou virdticas, sendo a
maioria delas, ocasionada por fungos (HALL, 1994). Entre os patgenos flingicos 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 as doencas bacterianas, o patégeno de maior relevancia para a cultura
no Brasil é Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli, causador do crestamento-bacteriano-comum.
E, em relacdo as doencas virais, merece destaque o mosaico dourado, transmitido por Bemisia

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

Frente as elevadas perdas de qualidade e produtividade do feijao, causadas pela incidéncia
de doencas, ¢ imprescindivel a obtencdo de materiais geneticamente resistentes. A incorpora¢ao
de resisténcia a doencas tem efeito estabilizador nas cultivares, evitando a oscilacdo de
rendimento de um plantio para outro, ocasionada pelo ataque de patogenos. E, dessa forma,

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

1.3. Resisténcia de plantas a patégenos

Visando a obtencdo de plantas resistentes a patdgenos, esforcos crescentes estdo sendo
empregados para o melhor entendimento dos mecanismos de resisténcia e dos genes que 0s
controlam (LIU et al., 2007, AMELINE-TORREGROSA et. al., 2008). Além das barreiras
fisicas e quimicas contra patégenos, as plantas também possuem um sistema de defesa que lhes
possibilita identificar os microorganismos patogénicos. No entanto, certos patdgenos se tornaram
adaptados a determinadas espécies de plantas e, através de fatores de viruléncia, suprimem parte
dos mecanismos gerais de defesa da planta. Porém, quando a planta hospedeira possui genes
especificos de resisténcia, capazes de detectar a presenga do patégeno e de suprimir seus fatores

de viruléncia, o patégeno nio consegue se estabelecer. Para conseguir vencer os mecanismos de
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resisténcia das plantas hospedeiras, o patdégeno evolui, evitando ser detectado (BENT;
MACKEY, 2007).

Sabe-se, atualmente, que os genes de resisténcia a diversos patégenos apresentam motivos
conservados, os quais fazem parte dos mecanismos de transducdo de sinal. Reconhecendo
moléculas altamente conservadas, o sistema imune basal em plantas interage com uma ampla
gama de agentes patogénicos (MICHELMORE; MEYERS, 1998; BENT; MACKEY, 2007).

De acordo com Michelmore e Meyers (1998), as proteinas codificadas por genes de
resisténcia apresentam diferentes dominios, prevalecendo os que contém regides de ligacdo de
nucleotideos (NBS — Nucleotide Binding Site) e regides repetitivas ricas em leucina (LRR —
Leucine Rich Repeat). H4a, também, dominios compostos por regides LRR e transmembranares
(TM), dominios compostos por regides LRR e proteina quinase, o dominio simples de proteina
quinase (Pto) e o dominio serina-treonina quinase (STK) (HAMMOND-KOSACK; KANYUKA,
2007).

Gragas a existéncia de dominios caracteristicos e de motivos conservados nos genes de
resisténcia, vdrios trabalhos vém sendo desenvolvidos visando identificar essas regidoes. Assim,
primers degenerados, desenhados para se anelarem as sequéncias dos motivos conservados, sao
empregados na busca de polimorfismo por amplificagdo. Isto tem possibilitado o estudo de
heranca de resisténcia e a obtenc@o de marcadores de DNA para uso em selecdo assistida, assim
como o isolamento e a clonagem de alguns genes (GEFFROY et al. 1999; PFLIEGER et al.
2001; VALLAD et al., 2001; LOPEZ et al., 2003; VAN DER LINDEN et al., 2004). A maioria
dos genes de resisténcia clonados codifica proteinas pertencentes aos dominios NBS e LRR
(ELLIS; DODDS; PRYOR, 2000).

Com base no conhecimento atual e nas constantes pesquisas relacionadas a resisténcia de
plantas a patdgenos, a obtencdo de cultivares resistentes tornou-se o processo mais eficaz para o
controle de doengas em plantas cultivadas. Ressalte-se que a resisténcia genética € a tunica
alternativa vidvel de controle de certas doengas, como € caso das viroses de cana-de-acucar,
maracujd e feijao e de algumas doencas flngicas e bacterianas (TREVISAN et al., 2006;
BUENO; MENDES; CARVALHO, 2006).

Vérios programas de melhoramento genético foram desenvolvidos buscando obter

cultivares resistentes a patégenos, em diversas espécies. No entanto, tais pesquisas sao
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dificultadas pelo fato de que os fendtipos de resisténcia nio siao facilmente distinguiveis (BENT;
MACKEY, 2007), o que ocorre, basicamente, em casos de heran¢a quantitativa.

Dessa forma, tornou-se necessdria a utilizacdo de métodos auxiliares na deteccdo de
resisténcia. Uma alternativa amplamente empregada na identificacdo de genes de resisténcia em
plantas € 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 sdo constituidos por regides analogas a genes de resisténcia (RGA - Resistance Gene
Analogs). Estes sdo gerados a partir da amplificacio de DNA gendmico com primers
degenerados, sintetizados a partir dos genes de resisténcia clonados em diferentes espécies
(PFLIEGER et al. 2001; VALLAD et al., 2001; LOPEZ et al., 2003; VAN DER LINDEN et al.,
2004). Os marcadores RGA s3o uma excelente ferramenta para o mapeamento dos genes de

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

1.4. Mapas de ligacao em Phaseolus vulgaris

O mapeamento genético é uma poderosa ferramenta para os geneticistas. No inicio sua
utilizac@o era restrita, pois os mapas eram construidos a partir de marcadores morfolégicos e
citolégicos (CARNEIRO; VIEIRA, 2002).

Em 1961, foi publicado por Lamprecht o primeiro mapa de ligacdo para P. vulgaris,
baseado em marcadores morfoldgicos, apresentando oito grupos de ligagdo (BASSETT, 1988).
Nas décadas seguintes, vdrios pesquisadores se dedicaram a gerar outros marcadores
morfoldgicos e bioquimicos. Utilizando o conjunto de dados gerados até entdo, Bassett (1991)
publicou um mapa de feijdo revisado, contendo 13 grupos de ligagdo. Com o advento dos
marcadores de DNA, houve um expressivo aumento no nimero de marcadores gerados em
diversas espécies, incluindo P. vulgaris, o que possibilitou o adensamento dos mapas de ligacdo
existentes. Logo apds a publicacdo do mapa revisado por Bassett, foi publicado o primeiro mapa
de feijao utilizando marcadores moleculares do tipo RFLP (Restriction Fragment Length
Polymorfism) (VALLEJOS; SAKIYAMA; CHASE, 1992).

Desde entdo, varios mapas de ligacdo formam publicados para P. vulgaris, construidos a
partir de diferentes populacdes 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 ligacdo foram utilizados por Freyre et al. (1998) para a constru¢do do mapa
consenso da espécie, a partir de uma populagcdo oriunda do cruzamento entre ‘Bat 93 e ‘Jalo
EEP558’. O mapa consenso apresentou 563 marcadores, distribuidos em 11 grupos de ligacdo e
seu comprimento total foi de 1226 cM. Esse mapa é tido como referéncia para P. vulgaris e
novos marcadores moleculares continuam sendo mapeados (BLAIR ef al., 2003; GRISI et al.,
2007; HANAI et al., 2009; anexo B).

A contribui¢do dos mapas genéticos para os estudos de filogenia e para o melhoramento
genético € evidente (CARNEIRO; VIEIRA, 2002), no entanto, a maioria dos marcadores
inicialmente utilizados era andnima. Recentemente, com o advento da GenOmica, tornou-se
possivel a obtencdo de marcadores informativos, provenientes de sequéncias caracterizadas.
Esses marcadores sdo importantes ferramentas na obtencdo de mapas genéticos melhor
caracterizados e densos e facilitam a identificacdo de regides associadas a genes de interesse.
Nesse contexto, tém-se os RGA como exemplo de marcadores informativos, importantes na
identificagdo e mapeamento de genes de resisténcia a patdgenos 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 importancia econdmica apresenta heranca poligénica. Para
estes caracteres, a variagdo entre individuos € resultante da atuacdo de multiplos locos, da
interacdo entre eles e dos efeitos ambientais envolvidos na determinacdao dos fendtipos
(FERREIRA; GRATTAPAGLIA, 1995; VARSHNEY; TUBEROSA, 2008). Devido ao grande
nimero de genes controlando tais caracteristicas, os fendtipos resultantes seguem um padrio
continuo de varia¢do, apresentando uma distribuicao normal.

Os locos que controlam esses caracteres quantitativos recebem a designacio QTL
(Quantitative Trait Loci). A detec¢do de ligacdo entre um QTL e marcadores genéticos € uma
importante ferramenta para o estudo da arquitetura das caracteristicas quantitativas (FERREIRA;
GRATTAPAGLIA, 1995; HALEY; ANDERSSON, 2002).

Para o mapeamento de QTL, buscam-se associacdes entre os fendtipos do carater
quantitativo e os alelos dos marcadores que segregam na populacdo. E a determinacdo das
associagdes entre QTL e marcadores depende da existéncia de desequilibrio de liga¢do entre os

alelos do loco marcador e o QTL. Os desvios de segregacdo em relacdo as propor¢des esperadas
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pela hipétese de segregacdo independente € que permitem a detec¢do e o mapeamento do QTL
(FERREIRA; GRATTAPAGLIA, 1995; COELHO, 2000).

O mapeamento de QTL pode ser realizado com base em andlises de marcas tinicas ou com
base em andlises de duas ou mais marcas simultaneamente. Quando se utilizam marcas tnicas,
ndo € necessdria a existéncia de um mapa de ligacdo completo (COELHO, 2000). No entanto,
quanto maior for a distancia entre o loco marcador e o QTL, menor serd a probabilidade de
detectarmos a ligacdo entre eles, devido a possibilidade de recombinacdo. Além disso, esta forma
de mapeamento pode gerar falsos positivos se o nivel de significincia adotado nas andlises for
muito baixo. E como os marcadores de um mesmo cromossomo se mostrardo ligados uns aos
outros, qualquer QTL podera se associar a varios 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 sdo
analisados simultaneamente com respeito aos seus efeitos sobre os caracteres quantitativos. Neste
método, € utilizado o principio de maxima verossimilhanga para a verificacdo da presenga de um
QTL entre um par de marcadores adjacentes. E os resultados dos testes de localizacdo dos QTL
sdo expressos em razdo de probabilidade, indicada pelo indice conhecido como LOD score
(COELHO, 2000; KEARSEY; FARQUHAR, 1998). Porém, como no mapeamento por intervalo
as andlises sdo realizadas para os intervalos considerados isoladamente, podem ocorrer falsos
positivos em regides adjacentes a regides 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 combinacdo entre o método de
mapeamento por intervalo e andlises de regressdo linear multipla (LIU, 1998 apud COELHO,
2000). No CIM ¢ realizada uma andlise prévia para a determinacdo das marcas mais informativas
que serdo utilizadas no mapeamento de um dado intervalo (SILVA; VENCOVSKY, 2002).

Visando aumentar ainda mais o poder da andlise de QTL, Kao, Zeng e Teasdale (1999),
desenvolveram o método de mapeamento por multiplos intervalos (MIM - Multiple Interval
Mapping). Este método aprimora o conceito presente no CIM, incorporando ao modelo a anélise

simultanea de multiplos intervalos, possibilitando estimar efeitos como epistasia entre os QTL e
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interacdo QTL x ambiente. No entanto, mesmo diante da maior precisdo estatistica apresentada

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

1.6. Mapeamento de QTL em feijao

Os objetivos do melhoramento genético do feijoeiro sdo variados, como por exemplo, a
incorporacgdo de resisténcia e tolerancia a estresses abidticos, aumento da produtividade, melhoria
da qualidade dos graos, etc. Como a maioria dessas caracteristicas apresenta heranca quantitativa,
varios trabalhos vém sendo desenvolvidos buscando identificar QTL (FALEIRO et al., 2003;
MAXWELL et al., 2007; MIKLAS et al., 2009).

Como ndo € possivel desenvolver uma unica populagdo segregando para todos os
caracteres de interesse, diferentes populacdes foram utilizadas no mapeamento. No entanto, as
informacdes de muitos QTL mapeados jd foram incluidas no mapa referéncia da espécie ‘Bat 93’
x ‘Jalo EEP558" (BJ) (FREYRE et al., 1998). O mapa BJ atualizado apresenta vérios QTL
mapeados, incluindo QTL de resisténcia a patdgenos, de tolerdncia a insetos praga, de
sensibilidade ao foto-periodo e de coloragdo dos graos. O mapeamento de QTL também consiste
em uma importante ferramenta em programas de melhoramento que buscam a introgressao
génica, a partir de outras espécies ou de germoplasma silvestre (SINGH, 2005).

Especificamente para a identificagdo de genes e mapeamento de QTL de resisténcia a patégenos
em feijado, foram utilizadas populacdes com diferentes estruturas genéticas. Sendo elas: linhagens
quase isogénicas (NILs — Near Isogenic Lines), linhagens isogénicas, F2 segregantes, e linhagens
recombinantes endogamicas (RILs — Recombinant Inbred Lines) (ver GEPTS et al., 2008).
Recentes publicacdes sobre o mapeamento de QTL em feijao mostram grande interesse dos
grupos de pesquisa na identificacdo de clusters de resisténcia a patdgenos e de tolerncia a

estresses abidticos (CICHY et al., 2009; MIKLAS et al., 2009).
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2. MATERIAL E METODOS

2.1. Material vegetal

Neste estudo, foram utilizadas duas populagdes de Phaseolus vulgaris, o feijdo-comum,
compostas por linhagens recombinantes (RILs). Uma delas, a populagdo nicleo de mapeamento,
¢ 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 descri¢do dessas populacoes.

Populacdo BJ: corresponde a populacdo utilizada por FREYRE et al. (1998) para a
integracdo dos mapas de feijao. Essa populacdo € muito utilizada em estudos de mapeamento
pelo fato dos genitores serem provenientes de diferentes centros de origem. ‘Bat 93 € uma
linhagem mesoamericana desenvolvida no CIAT (Centro Internacional de Agricultura
Tropical/Cali, Colombia) e ‘Jalo EEP558’ € uma selecdo da landracea ‘Jalo’, de origem Andina,
obtida na Estacdo Experimental de Patos de Minas. Esta populacdo segrega para diversas
caracteristicas, como para resisténcia ao virus do mosaico comum do feijoeiro, ao crestamento
bacteriano, a mancha-angular, ferrugem e antracnose (NODARI et al., 1993). No
desenvolvimento deste trabalho, foram empregados os genitores do cruzamento e 74 RILs na
geracdo Fg. O material foi gentilmente cedido pela Dra. Siu Mui Tsai (CENA/USP) e pela Dra.

Rosana Pereira Vianello Brondani (Embrapa Arroz e Feijao).

Populacdo CFM: ¢é formada por 196 RILs na geracdo Fs.;, que foi utilizadas no
mapeamento genético realizado por Melo, Santos e Ferreira (2002) e por Hanai (2008). Esta
populacdo também € segregante para diversas caracteristicas, entre elas, para rea¢do ao oidio e a
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 disponiveis.
As sementes dos genitores e das linhagens foram gentilmente cedidas pelo Dr. Joao Bosco dos

Santos (Universidade Federal de Lavras).

2.2. Extracao e quantificacio de DNA

A extragdao de DNA de todos os individuos foi realizada a partir de 300 mg de tecido
foliar fresco jovem, utilizando-se 0 método CTAB (DELLAPORTA; WOOD; KICKS, 1983). A
quantificagio 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 fotodocumentacao Multi Doc-It Digital Imaging System (UVP). A comparacio
entre a fluorescéncia das bandas do DNA extraido e do fago A, de concentracdes conhecidas,

permitiu estimar, visualmente, as concentracdes das amostras. Foi entdo, feita uma aliquota de

trabalho do DNA de cada populagdo e dos respectivos genitores na concentragdo de 20 ng/pL.

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 sequéncias conservadas nos genes de resisténcia a

patégenos em plantas (Tabela 1).

Tabela 1- Primers complementares as sequéncias dos RGA usados no presente estudo

Primer Segiiéncia’ 5" — 3’ Descri¢ao

NBSa-F° GGA ATG GGK GGA CTY GGY AAR AC Dominio NBS/P-loop
NBSa-R® ATC ATA ACT TAT TTT KAG Dominio NBS-LRR/Motivo 2
NBS5! YYTRKRTHGTMITKGATGATGTITGG Dominio NBS/Quinase 2
Kdc-F ATG GGA AGG AAG TAT TCC AA Dominio Quinase

Kdc-R* ARG TTC CAC AGG ACA TCA CC Dominio Quinase

Kde-F AAG AAA TTG CGG TAA AAA GGCTA Dominio Quinase

Kde-R* AAG ATT CTG GCC ATC CCA AAATC Dominio Quinase

RGP-F*? GGN ATG GGY GGB RTH GGY AAR AC Dominio NBS/P-loop
RGHDR2*® CAR MGC YAA WGG YAA DCC Dominio NBS/hidrofébico
P2-R** A CCR AAN GAR TAN ACR TC Dominio STK/subdominio X
P3-F** TNG GNS ANG GNG KNT TYG G Dominio STK/subdominio I
PR5%? AAC AAY TGY CCR TAC ACC GT Proteina de defesa/PR5
PR5-AS*? GGA TCA TCT TGW GGR TAR CTA TA Proteina de defesa/PR5
Glus>? RYN GGN GTW TGY TAY GG Proteina de defesa/PR2
Glu-As>? CAD CCR CTY TCN GAY AC Proteina de defesa/PR2

1Adaptado de van der Linden et al., 2004, 2Adaptado de Lanaud et al., 2004; 3Adaptado de Pflieger et al., 2001;
*Adaptado de Vallad et.al., 2001; *Adaptado de Geffroy et al., 1999; *Adaptado Leister et al., 1996; 'Cédigo para
bases mistas: Y =CouT; R=AouG;,W=AouT;B=C,GouT;H=A,CouT;D=A,GouT;S=CouG;
K=GouT,M=AouC;S=CouG;D=A,GouT; V=A,CouG;N=A, C,GouT;I=inosina

2.3.1. Restricao do DNA

O DNA gendmico dos genitores da populagdo BJ foi digerido com quatro enzimas de
restricdo. As enzimas foram selecionadas com base no tipo de fragmento gerado, optando-se por
aquelas que geram fragmentos abruptos: Alul (New England BioLabs®), Haelll (Fermentas™) e

Rsal (New England BioLabs®), que reconhecem 4 pb e Dral (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 pL, seguindo
as condicdes do fabricante. A reacdo ocorreu em termociclador Gene Amp® PCR System 9700
(Applied Biosystems), durante 4 h a 37°C, com posterior inativa¢do das enzimas a 80°C durante

20 min.

2.3.2. Ligacao dos adaptadores

O adaptador foi preparado pela mistura equimolar dos dois oligonucleotideos (Tabela 2)
para uma concentracdo final de 40 uM. A mistura foi aquecida por 10 min a 65°C e resfriada,
lentamente, a temperatura ambiente.

A seguir, o adaptador foi ligado as extremidades dos fragmentos gerados pela restri¢do. A
mistura de ligacao totalizou 40 puL, contendo 20 pLL do DNA digerido, 1,25 pL de adaptador (40
uM), 2uL de tampao de ligacdo (10X), 1,2 unidades da enzima de ligacdo T4-DNA ligase (New
England BioLabs®) e dgua destilada deionizada para completar o volume. A reacdo de ligagdo
foi realizada em termociclador GeneAmp® PCR System 9700 (Applied Biosystems), tendo

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

Tabela 2 - Oligonucleotideos usados para buscar sequéncias candidatas a RGA em feijao

Oligonucleotideo Sequéncia

Fita longa do adaptador' 5°-ACT CGA TTC TCA ACC CGA AAG TAT AGA TCC CA-3’
Fita curta do adaptador’ 3’-H,N TTC ATA TCT AGG GT-5’
Primer do adaptador' 5’-ACT CGA TTC TCA ACC CGA AAG-3’

' Adaptados de van der Linden e al. (2004)

2.3.3. Amplificacao via PCR dos marcadores RGA putativos

As reacdes foram realizadas no volume de 20 pL, contendo 3 uL. de DNA digerido e
ligado aos adaptadores, 1,5 mM de MgCl,, 0,2 mM de dNTP, 0,25 uM do primer ‘“ancora”
(RGA), 0,25 puM do primer do adaptador, 10X do tampao de PCR, 1U da enzima Taq DNA
polimerase (Promega®) e dgua destilada deionizada para completar o volume.

O adaptador e seu primer foram especificamente desenhados para garantir a amplifica¢do
dos fragmentos desejados, ou seja, aqueles entre o adaptador e uma regido conservada ancorada a
um gene de resisténcia. Utilizou-se para a formagdo do adaptador uma fita curta, sem a regido 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 regido complementar ao sitio de anelamento do primer do adaptador
(Tabela 2). Assim, no primeiro ciclo de amplificagdo, o sitio de anelamento do primer nao existe
no adaptador, o que garante a extensdo da primeira fita apenas a partir do primer ancora (fase
linear da PCR).

Esta primeira extensdo ocorre até o final do fragmento, que termina com a fita longa do
adaptador, o que gera, assim, o sitio de anelamento do primer complementar ao adaptador. Entao,
a partir do segundo ciclo, ocorre a extensdo da segunda fita (fase exponencial da PCR). Um
esquema ilustrativo € apresentado na figura 1.

As reacOes de amplificacdo foram realizadas em dois estidgios. Apds a desnaturacdo inicial
de 5 min a 94°C, ocorreu um primeiro estidgio, composto por 8 ciclos, com desnaturac@o de 45 s a
94°C, anelamento de 50 s com temperatura iniciando em 58°C e tendo uma reducdo de 1°C a
cada ciclo, e extensdao de 1 min a 72°C. Um segundo estigio foi programado, composto por 25
ciclos, com desnaturacdo de 45 s a 94°C, anelamento de 50 s a 50°C e extensdo de 1 min a 72°C,
ao final dos quais ocorreu uma incubagdo adicional de 7 min a 72°C para a extensdo dos

fragmentos.
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5 - oomonooE) Adaptador ligado ao fragmento de
3. lllllllll5’ DNA

P
Extremidade bloqueada

-

5 i el SRR

1° ciclo: PCR linear
Apenas o primer NBS encontra a
regido de anelamento

. 3 Y X soonaoonoE
3 5 1° ciclo: PCR linear
5’ LLLLLEL Y Extensao de apenas uma das fitas
5’ ﬁ 3’
3 2 2° ciclo: PCR exponencial
Ambos os primers se anelam
Extensao de apenas uma das fitas
5! sEsmEEm 3’
3 G 5’
2° ciclo: PCR exponencial
Extensao ambas as fitas
: :

O fragmento amplificado é delimitado pelo
adaptador e pela regiao de ancoramento do primer
RGA (primer ancora).

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

O produto da PCR foi desnaturado pela adicdo de igual volume de tampao 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 95°C por 5 min. Uma aliquota de 3 uL. de cada amostra foi entdo
aplicada em gel de poliacrilamida de 0,4 mm de espessura [acrilamida/bisacrilamida (19:1) 6%,
uréia 7,5 M, tampdo TBE 1X], o qual foi submetido a uma poténcia 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. Coloracao e visualizacio das bandas

A coloragdo foi realizada com nitrato de prata (AgNO3), de acordo com Creste, Tulmann
Neto e Figueira (2001), com algumas modificagdes, como descrito a seguir. A fixagcdo do gel foi
feita por imersdo em solucdo de etanol 10% e 4cido acético 1%, agitando por 10 min, seguida de
uma lavagem com 4gua destilada deionizada, durante 1 min, com agita¢do. O procedimento de
pré-tratamento foi realizado com solu¢do de 4cido nitrico 1,5%, durante 3 min, seguindo-se uma
nova lavagem do gel com dgua destilada deionizada durante 1 min. A impregnacdo do gel foi
realizada com a solucdo AgNO;3; 0,2% durante 20 min, sob agitacdo, seguida de duas novas
lavagens com dgua destilada deionizada, com duracdo de 30 s cada. Para a revelacdo dos géis
foram utilizados 2 L de solug@o contendo 30 g.L'l de Na,COs3 e 1,0 mL.L'! de formaldeido (37%).
Nesta etapa, 1 litro foi aplicado sobre o gel até comecarem a surgir bandas. A solucdo foi entio
substituida pelo outro litro de solucdo reveladora, para finalizar o processo de revelacdo. Apds a
revelacdo das bandas, o gel foi transferido para uma soluc¢do de bloqueio contendo 4cido acético
5%, onde permaneceu durante 5 min. Em seguida, realizou-se uma lavagem com &4gua destilada
deionizada durante 1 min. Apds este passo, para a secagem do gel, a placa foi colocada em
posicdo vertical, em local seco e arejado, sob temperatura ambiente, possibilitando posterior
andlise das bandas presentes. Os géis foram analisados sobre uma fonte de luz branca, e

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

2.4. Validacao dos marcadores RGA

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

700 pb foram extraidos do gel de poliacrilamida para serem clonados e seqiienciados. Os
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fragmentos extraidos foram eluidos em 100 pL de TE 10:01 (10 mM Tris-HCI, pH 8,0; 1 mM
EDTA, pH 8,0) e, posteriormente, transferidos para colunas de filtragem e submetidos a
centrifugacdo a 6000 rpm durante 5 min em centrifuga 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 confirmacdo dos fragmentos, as reagdes foram realizadas de duas formas. Uma
delas, constituindo o controle positivo, contendo tanto os primers ancoras quanto o primer do
adaptador, e outra, correspondente ao controle negativo, contendo somente o primer do
adaptador.

As reagdes realizadas para o controle positivo totalizaram um volume de 50 pL, contendo
10 uLL de DNA, 0,25 uM do primer “ancora”, 0,25 uM do primer do adaptador, 25 pL. de Master
Mix Go Tagq Flexi (Promega®) e 4gua destilada deionizada para completar o volume. Nas reacdes
realizadas para o controle negativo, o volume total foi de 20 pL, contendo 5 puL. de DNA, 0,25
uM do primer do adaptador, 10 pL de Master Mix Go Taq Flexi (Promega®) e dgua destilada
deionizada para completar o volume. As condi¢des de amplificagdo foram as mesmas descritas
no item 4.3.3.

Uma aliquota de 5 pLL das reacdes foi submetida a 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 fotodocumentacdo Multi Doc-It Digital Imaging System (UVP).
O volume restante das reagdes que apresentaram o resultado esperado foi utilizado em uma nova
eletroforese, em gel de agarose 0,8% (p/v), possibilitando a extragdo dos fragmentos desejados do
gel. A purificacio destes fragmentos foi realizada utilizando-se o Pure Link™ Quick Extration
Kit (Invitrogen).

Os fragmentos de interesse foram, entdo, ligados ao vetor de clonagem pGem-T Easy
Vector System (Promega®). A ligag@o foi realizada em volume total de 20 pL, contendo 10 pL de
tampao de ligacdo (2x), 25 ng do vetor, 6 pl. dos fragmentos de DNA, 3 U de enzima T4 DNA
ligase (Promega®) e dgua destilada deionizada para completar o volume. A concentracdo do DNA
utilizado na ligacdo foi definida para garantir a relacdo 6tima entre o tamanho do inserto e a
quantidade de vetor utilizada, conforme as especificacdes do fabricante do vetor. A ligacdo

ocorreu overnight a 4°C.
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O produto da ligacao foi usado para transformar células competentes de Escherichia coli
DH5a (HANAHAN, 1983). A transformacao foi realizada em volume total de 80 UL, contendo
50 uL de células competentes, 24 nL de tamp@o de transformacdo e 6 pL do produto de ligacdo.
A solucdo foi cuidadosamente homogeneizada e deixada no gelo durante 20 min (com
homogeneizacido esporddica). 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. Apds esse periodo,
as amostras foram levadas para cdmara de fluxo laminar, onde 450 uL 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 periodo, centrifugou-se a 1300 rpm por 30 s,
descartaram-se 420 pL do sobrenadante, e ressuspendeu-se o restante. Em seguida, 60 pL do
produto da transformacgdo, 60 uL de IPTG 20% (0,2 g.mL'l de IPTG) e 60 uL XGAL 2% (20
mg.mL'l de X-GAL; 5 mL de formamida), foram plaquedos em meio LB s6lido (SAMBROOK;
RUSSELL, 2001) acrescido de 100 uL.mL" de ampicilina.

As placas foram incubadas em BOD a 37°C por cerca de 18 h para o crescimento das
coldnias e, entdo, armazenadas a 4°C até o dia seguinte, o que possibilitou a diferenciacdo entre
colonias transformadas (coloragdo branca) e ndo transformadas (coloracdo azul). Apds a
identificacdo das coldnias transformadas, estas foram selecionadas e transferidas para placas do
tipo ELISA, contendo 200 uL de meio LB. A incubacdo foi realizada overnight a 37°C.

As minipreps para purificacdo dos fragmentos clonados foram realizadas por lise alcalina
(SAMBROOK; RUSSELL, 2001). Para a verifica¢do dos insertos, foi realizada uma PCR com os
primers pUC/M13 - 40F e pUC/M13 - 46R, complementares a regides do vetor de clonagem
(pGem-T Easy Vector System - Promega®). A verificacdo dos insertos foi realizada com base no
tamanho dos fragmentos gerados pela amplificagdo.

As reacdes foram realizadas em um volume de 25 pL, contendo 2 uL. de DNA, 1,5 mM de
MgCly, 0,2 mM de dNTP, 2 uM de cada primer, 1X do tampao 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 dgua destilada deionizada para completar o volume.

As amplificacdes ocorreram com desnaturacdo inicial de 5 min a 94°C, seguida por 35
ciclos com desnaturagdo de 30 s a 94°C, anelamento de 60 s a 55°C, e extensdo de 90 s a 72°C;

ao final dos ciclos ocorreu uma incubagdo adicional de 10 min a 72°C para a extensdo dos
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fragmentos. A separagdo e verificagdo do tamanho dos fragmentos foi realizada por eletroforese
em gel de agarose a 1% (p/v), utilizando como padrdo 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 seqiienciador ABI PRISM® 3100 Genetic Analyzer
(Applied Biosystems).

A qualidade das sequéncias foi avaliada usando-se o pacote computacional
Phred/Phrap/Consed (EWING et al., 1998), adotando como limiar para a aceitacdo das
sequéncias o valor Phred/Phrap igual a 20.

As sequéncias obtidas foram analisadas através do algoritmo BLAST (Basic Local
Alignment), por comparacdo com as sequéncias existentes no banco de dados do NCBI
(www.ncbi.nlm.nih.gov). As andlises foram feitas por BLASTX e as sequéncias que apresentaram
similaridade com proteinas conhecidas foram analisadas por BLAST especializado de dominios

conservados (BLASTcd).

2.5. Mapeamento dos marcadores RGA

Os mapas de ligagdo de ambas as populacdes foram construidos utilizando-se o programa

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

2.5.1. Populagao BJ

Para as andlises de mapeamento, foram usados os dados de segregacdo de 424
marcadores, sendo 130 marcas do mapa consenso, 203 marcas AFLP, 59 microssatélites e 32
RGA. Os dados de segregacdao 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 constru¢do do mapa BJ, primeiramente, foram escolhidos
trés marcadores de cada grupo de ligacdo do mapa consenso (FREYRE et al., 1998), sendo um
marcador de cada extremidade e um marcador da regido central. Esses marcadores foram usados
para a determinacdo dos 11 grupos de liga¢do de P. vulgaris. Apés a pré-determinacio dos 11
grupos, os demais marcadores foram atribuidos aos grupos de ligacdo 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 ligacdo, os quais foram entdo ordenados pelo
comando “compare”. O restante dos marcadores foi alocado aos grupos de ligagdo utilizando-se o

comando “try” e a ordenagdo das marcas foi entdo verificada pelo comando “ripple”.

2.5.2. Populacdo CFM

O mapa de ligagdo para a populagdo CFM foi construido com base a partir de andlises
realizadas com os dados de segregagdao de 295 locos (225 AFLP, 27 microssatélites e 43 RGA).
Os marcadores AFLP e microssatélites foram obtidos por Hanai (2008).

Para a determinacdo dos grupos de ligacdo foi utilizado o comando “group” com LOD >
7,0. Em cada grupo de ligacdo foram selecionados os 10 marcadores mais informativos, com
menos dados perdidos e que apresentaram a segregacdo esperada para serem ordenados
utilizando o comando “compare”. Os demais marcadores foram adicionados aos grupos de
ligacdo através do comando “try” e posteriormente a ordenacdo dos marcadores foi verificada
pelo comando “ripple”

A correspondéncia entre os grupos de ligacdo de cada populacdo foi determinada pela
existéncia de marcadores comuns aos mapas CFM e BJ.

Na construcdo de ambos os mapas de ligacdo, os marcadores que nao puderam ser
ordenados com LOD maior que 2,0 foram atribuidos aos intervalos mais verossimeis. As
freqiiéncias de recombinacdo foram entdo transformadas em distancia de mapa (cM), utilizando-
se a funcdo de mapeamento de Kosambi (KOSAMBI, 1944). E ap6s a obtencdo das distancias
(em cM) entre os marcadores, o programa MapChart (VOORRIPS, 2002) foi usado para

construir a representacio grafica dos mapas.

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

fingicas

O mapa de ligagdo da populacio CFM foi utilizado para o mapeamento de QTL
associados a resisténcia a mancha-angular (Pseudocercospora griseola) e ao oidio (Erysiphe
polygoni).

Para as andlises de mapeamento de QTL, foram utilizados os dados fenotipicos de reacio
a mancha-angular e ao oidio obtidos por Melo, Santos e Ferreira (2002). As familias dessa

populagdo 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 avaliacdes quanto a
resisténcia ao oidio foram realizadas durante o inverno, em 1996 e 1997. E a resposta da
populacdo a mancha-angular foi avaliada durante a época das secas, em 1997 e 1998. A co-
segregacdo dos marcadores com as os valores fenotipicos foi detectada por “mapeamento por
intervalo composto” (ZENG, 1993, 1994; JANSEN, 1993), usando-se o programa QTL
Cartographer para Windows, versdo 2.5 (WANG; BASTEN; ZENG, 2007). O limiar para se
aceitar um QTL foi obtido através de 1000 permutagdes com 5% de significancia. O pico de LOD

score fo1 adotado como estimativa da posi¢cdo do QTL no mapa de ligagao.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Desenvolvimento e genotipagem dos marcadores RGA

No total, foram testadas 60 combinacgdes de quatro enzimas de restricio com 15 primers
RGA, visando a detec¢do de polimorfismos nas duas populagdes. Os padrdes de amplificagdo
variaram desde quatro locos claramente visiveis a até mais de 50 locos, dependendo da
combinacao enzima/primer.

A selecdo das melhores combinagdes de enzimas de restricio com primers RGA foi
realizada com base no padrio de amplificacdo e no polimorfismo entre os genitores das
populacdes de mapeamento. As combinagdes apresentando os melhores padrdes de amplificacao
e, também, os maiores niveis de polimorfismo, foram usadas para a genotipagem das RILs. Com
relacdo a populagdo BJ, a enzima Rsal foi a que gerou os melhores padrdes de amplificacdo para
a maioria dos primers testados. Quatro primers (NBSa-F, Kdc-F, Kdc-R e RGP-F) foram
selecionados para a genotipagem desta populagdo, apds a restricdo com a enzima Rsal.

Nos testes de combinagdes para a populacdo CFM, foram utilizados os genitores e quatro
linhagens (RILs). Apds os testes, selecionaram-se oito combinacOes enzima/primer para a
genotipagem. Das combinacdes selecionadas, seis correspondem a restricdo com a enzima Dral e
a amplificacdo com os primers Kdc-F, Kdc-R, Kde-F, Kde-R, Glu-As e RGP-F. As outras duas

combinacdes utilizadas foram com Alul e os primers Kdc-F e PRS.

3.1.1. Segregacao dos locos polimérficos

A genotipagem da populagdo BJ foi realizada usando as combinagdes Rsal/NBSa-F,
Rsal/Kdc-F, Rsal/Kdc-R e Rsal/RGP-F, gerando um total de 194 locos, dos quais 32 foram
polimérficos (16,5%). Um gel com as combinacdes Rsal/NBSa-F € mostrado na figura 2 e os
dados coletados estdo nas tabelas 3 e 4. J4 para a genotipagem da populacio CFM foram
utilizadas oito combinag¢des, mostradas na tabela 5, que geraram um total de 387 locos, dos quais
43 (11,1%) foram polimoérficos (Tabela 6).

As taxas de polimorfismo observadas devem-se, em parte, a 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

populagdo BJ, no entanto, utilizaram uma abordagem baseada em PCR com 100 combinagdes
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entre diferentes primers degenerados complementares a genes de resisténcia a patégenos. 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 aderéncia, x2 (a = 0,05), a freqiiéncia de locos apresentando distorcdo de
segregacdo foi relativamente alta (31,2% para BJ e 37,2% para CFM). Estes valores sdo
superiores aos 18% de distor¢cdo de segregacido encontrados por Freyre er al. (1998) para a
populacdo BJ, utilizando marcadores anonimos. Uma possivel explicacdo seria a ligacdo forte
destes locos marcadores com genes de resisténcia, o que pode ter influenciado no processo de
selecdo destas populacdes. Hipdtese esta reforcada pelo fato dos genitores ‘Bat 93° e ‘Jalo
EEP558° serem fenotipicamente contrastantes quanto a suscetibilidade ao virus do mosaico
comum, a antracnose € ao crestamento bacteriano (MUTLU; MIKLAS; COYNE, 2006). E,

também, por ‘Carioca’ e ‘Flor de Mayo’ apresentarem diferencas fenotipicas quanto a

suscetibilidade a mancha-angular e ao oidio (MELO; SANTOS; FERREIRA, 2002).
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M Populacao BJ

Figura 2 - Genotipagem da populacdo BJ, utilizando a combinacdo Rsal/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 estdo os genitores (canaletas 2 e 3: ‘Bat 93’; canaletas 4 e 5: ‘Jalo EEP558’). Na
primeira e sexta canaletas, estdo os marcadores de massa molecular Ladder 25 pb + Ladder 100 pb

i o

Tabela 3 - Dados da genotipagem de marcadores RGA na populagdo BJ. Sdo mostradas as combinacgdes de enzima e
respectivo primer, o nimero de locos amplificados e a frequéncia de polimorfismo encontrada

Combinagao Nudmero Locos Taxa de
enzima / primer de locos polimérficos polimorfismo (%)
Rsal/NBSa-F 55 13 23,64
Rsal/Kdc-F 44 11 25,00
Rsal/Kdc-R 42 4 9,52
Rsal/RGP-F 53 4 7,55

Total 194 32 16,49
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Tabela 4 - Segregacao dos locos polimérficos detectados nas amplificagdes do DNA da populacdo BJ. Combinagdes:
Rsal/NBSa-F , Rsal/RGP-F, Rsal/Kdc-F e Rsal/Kdc-R

Loco Marcador e Loco Marcador 2
Rsal/NBSa-F (90 pb) RNAF90 3,853 Rsal/RGP-F (550 pb)  RRPF550 1,389™
Rsal/NBSa-F (115 pb) RNAF115  3,853°  Rsal/Kdc-F (275pb)  RKCF275 4,813
Rsal/NBSa-F (120 pb) RNAF120 1,080  Rsal/Kdc-F (310 pb) ~ RKCF310 0,493™
Rsal/NBSa-F (180 pb) RNAF180  3,853°  Rsal/Kdc-F (318 pb) ~ RKCF318 0,653™
Rsal/NBSa-F (215 pb) RNAF215 12,813  Rsal/Kdc-F (320 pb) ~ RKCF320 0,333™
Rsal/NBSa-F (225 pb) RNAF225 8,333  Rsal/Kdc-F (348 pb) ~ RKCF348 1,080™
Rsal/NBSa-F (230 pb) RNAF230  4,813°  Rsal/Kdc-F (425 pb) ~ RKCF425 0,067 ™
Rsal/NBSa-F (240 pb) RNAF240  2,253™  Rsal/Kdc-F (430 pb) ~ RKCF430 0,867™
Rsal/NBSa-F (260 pb) RNAF260  1,080™  Rsal/Kdc-F (500 pb) RKCF500 33,347
Rsal/NBSa-F (330 pb) RNAF330  0,013™  Rsal/Kdc-F (510 pb) ~ RKCF510 33,347
Rsal/NBSa-F (356 pb) RNAF356 1,613  Rsal/Kdc-F (610 pb) ~ RKCF610 1,933™
Rsal/NBSa-F (380 pb) RNAF380  2,253™  Rsal/Kdc-F (700 pb) ~ RKCF700 1,080™
Rsal/NBSa-F (470 pb) RNAF470  0,653™  Rsal/Kdc-R (230 pb) ~ RKCR230 0,014™
Rsal/RGP-F (230 pb) RRPF230  5,028°  Rsal/Kdc-R (240 pb) ~ RKCR240 2,315™
Rsal/RGP-F (380 pb) RRPF380  0,028™  Rsal/Kdc-R (385 pb)  RKCR385 0,671™
Rsal/RGP-F (410 pb) RRPF410  0,028™  Rsal/Kdc-R (430 pb) ~ RKCR430 2,315™

"Nio significativo

“Significativo ao nivel de 5%; ~ significativo ao nivel de 1%

Tabela 5 - Dados da genotipagem de marcadores RGA na populagdo CFM. Sdo mostradas as combinagdes de enzima

e respectivo primer, o nimero de locos amplificados e a freqii€éncia de polimorfismo encontrada

Combinacdo Nuimero Locos Taxa de
enzima/primer de locos polimérficos polimorfismo (%)
Dral/Kdc-F 41 7 17,07
Dral/Kdc-R 56 7 12,50
Dral/Kde-F 57 5 8,77
Dral/Kde-R 50 5 10,00
Dral/Glu-As 49 3 6,12
Dral/RGP-F 35 5 14,29
Alul/PR5 52 5 9,62
Alul/Kdc-F 47 6 12,77
Total 387 43 11,11
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Tabela 6 - Segregacdo dos locos polimérficos detectados nas amplificagdes do DNA da populacio CFM.
Combinagdes: Dral/Kdc-F, Dral/Kdc-R, Dral/Kde-F, Dral/Kde-R, Dral/Glu-As, Dral/RGP-F, Alul/PRS e
Alul/Kdc-F

Loco Marcador e Loco Marcador 2

Dral/Kdc-F (233 pb) DKCF233 26,60  Dral/Kde-R (300 pb) DKER300 0,18"™
Dral/Kdc-F (378 pb) DKCF378 0,04™ Dral/Kde-R (1400 pb) DKER1400 2,47™
Dral/Kdc-F (389 pb) DKCF389 10,33"  Dral/Kde-R (2000 pb) DKER2000 3,52"

Dral/Kdc-F (394 pb) ~ DKCF394 9,04"  Dral/Glu-As (213 pb)  DGAS213 1,90™
Dral/Kdc-F (635 pb)  DKCF635 515" Dral/Glu-As (290 pb) ~ DGAS290 0,54"™
Dral/Kdc-F (673 pb) ~ DKCF673 3,45™  Dral/RGP-F (140 pb) ~ DRPF140 13,14™
Dral/Kdc-F (885 pb) ~ DKCF885 2,72  Dral/RGP-F (205pb)  DRPF205 6,26
Dral/Kdc-R (216 pb) ~ DKCR216 0,27  Dral/RGP-F (225pb) ~ DRPF225 0,10™
Dral/Kdc-R (229 pb) ~ DKCR229 2,59™  Dral/RGP-F (230 pb) ~ DRPF230 0,05™
Dral/Kdc-R (232 pb) ~ DKCR232 2,91™  Dral/RGP-F (280 pb) ~ DRPF280 2,47™
Dral/Kdc-R (306 pb) ~ DKCR306 10,89 Alul/PR5 (206 pb) APR5206 1,11
Dral/Kde-R (332 pb)  DKCR332 9,24™  AlIul/PRS5 (273 pb) APR5273 4,74"
Dral/Kdc-R (355 pb)  DKCR355 1,30 Alul/PR5 (288 pb) APR5288 3,11
Dral/Kdc-R (358 pb) ~ DKCR358 4,74" Alul/PR5 (370 pb) APR5370 16,35"
Dral/Kde-F (138 pb) ~ DKEF138 0,17  Alul/PR5 (415 pb) APR5415 8,52"
Dral/Kde-F (140 pb) ~ DKEF140 3,11™  Alul/Kdc-F (178 pb) AKCF178 2,42
Dral/Kde-F (185pb) ~ DKEFI185 4,35" Alul/Kdc-F (320 pb) AKCF320 10,33
Dral/Kde-F (360 pb) ~ DKEF360 5,69" Alul/Kdc-F (338 pb) AKCF338 526"
Dral/Kde-F (400 pb) ~ DKEF400 0,17"  Alul/Kdc-F (400 pb) AKCF400 2,84"™
Dral/Kde-R (185pb) ~ DKERI85 0,18"  Alul/Kdc-F (880 pb) AKCF880 1,57
Dral/Kde-R (272 pb) ~ DKER272 3,77 Alul/Kdc-F (900 pb) AKCF900 0,53"

Dral/Kde-R (273 pb) DKER273 3,68™

"Nio significativo
Significativo ao nivel de 5%; significativo ao nivel de 1%

3.2. Validacao dos marcadores RGA

Os fragmentos RGA selecionados para a validacdo 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
eficiéncia da técnica empregada, pois ndo houve amplificacdo quando se utilizou somente o
primer do adaptador (Figura 3), ou seja, todos os fragmentos selecionados apresentam regides

complementares aos primers ancoras (RGA).
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9 10 11 12 13

Figura 3 - Gel de agarose (1%) mostrando o padrido de amplificacio das bandas extraidas do gel de poliacrilamida e
reamplificadas. Nas canaletas 2 a 9 estdo os produtos das reacdes com o primer do adaptador e com o
primer especifico ao dominio 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 reacdes apenas com o primer do adaptador. O marcador de massa molecular Ladder 100 pb é
mostrado na primeira e dltima canaletas

Todas as 32 sequéncias obtidas foram analisadas por BLASTx e sete delas apresentaram
similaridade com proteinas de resisténcia (Tabela 7) quando alinhadas com as sequéncias
depositadas no banco de dados do NCBI. Cinco dessas sequéncias foram isoladas da populagcio
BJ e as demais da populagdo CFM. O marcador RNF330 foi similar a uma proteina de resisténcia
de Medicago truncatula, os marcadores RNF356, RRF380, DRPF205 e DRPF280 apresentaram
similaridade com proteinas de resisténcia de soja (Glycine Max) e as sequéncias RNF475 e
RRF410 foram similares a proteinas de resisténcia de feijdo-comum. O marcador DKEF360
apresentou similaridade com uma proteina tirosina quinase de M. truncatula, que também atua na
defesa das plantas a patégenos. Além disso, em cada uma das populacdes estudadas foi
encontrado um marcador similar a uma mesma proteina, a poliproteina gag-pol, caracteristica de
retrotransposons.

Nossos resultados sd@o condizentes com os obtidos por van der Linden et al. (2004) que,
ao analisarem as sequéncias dos marcadores RGA obtidos por NBS-profiling, encontraram
andlogos a genes de resisténcia, a uma proteina quinase e um a retrotransposon.

Interessante dizer que o marcador DRPF280, mapeado na populacio CFM, e o marcador
RNF356, mapeado na populacdo BJ, apresentaram similaridade com uma mesma proteina de
resisténcia de soja. Frente a esse resultado, tais sequéncias de nucleotideos foram alinhadas

utilizando-se o programa Clustal X para Windows, versdo 1.8 (THOMPSON et al., 1997). O
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alinhamento dessas sequéncias confirmou a existéncia de uma regido conservada (Figura 4).
Além disso, como serd discutido posteriormente, ambos os marcadores foram mapeados no grupo
de ligacdo 10. Isso indica que um mesmo gene pode ter sido identificado em ambas as

populacdes, mesmo utilizando diferentes combinagdes de enzima/primer.
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DRPF280
RNF356
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AACTTATTCCCATTGCAATGCTATGTATCTTGACCCTTGTTTTTAGGACATCTGAAAGAAGTTTTTCTTGCAAATCAATACAT]

AACTTATTTTCATTGCAATGCTATGTATCTTGACCCTTGTTTTTAGGGCATCTGAAAGAAGTTTTTCTTGCAAATCAATACAT]
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CCTCIGTTATTCGTTTCAATGAAACTTCTACGGGTGAATCCCTTGGCCAAATTGATTGTAGATTACTTTGGCCAAGGTTG
CCTCIGTTATTCGTTTCAATGAAATTTCTACGGGTGAAT CCCTTGECCAATTTGATTGTAGATTACTTTGGCCAAGGTTGTTT,

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

Para complementar as andlises, todas as 11 sequencias similares as proteinas conhecidas
(ver anexo A) foram analisadas por BLAST especializado em dominios conservados (BLASTcd).
As andlises resultaram no alinhamento de oito sequéncias com dominios conservados conhecidos.
Seis destas sequéncias apresentaram um bom alinhamento com a regido P-loop do dominio NB-
ARC (Tabela 8). O alinhamento das sequéncias com o dominio NB-ARC ¢ mais um forte indicio
de que estas fazem parte de genes de resisténcia de plantas a patdgenos. Isso porque, estdo
incluidas neste dominio as proteinas responsdveis por morte celular programada, ativadas via
regides de reconhecimento a patdgenos, como as regides ricas em leucina (LRR) (VAN DER
BIEZEN; JONES, 1998; BENT; MACKEY, 2007). J4 a seqiiéncia DKEF360 alinhou-se com o
dominio catalitico da proteina tirosina quinase, o qual possui uma regido de ligacdo a ATP. E o
marcador AKCF320, que havia apresentado similaridade com um retrotransposon, alinhou-se ao

dominio RnaseH, confirmando tratar-se de uma regido sujeita a transposi¢ao.



Tabela 7 - Andlise das sequéncias por BLAST tomando por base o banco de dados do NCBI
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Seqiiéncia Busca Proteina Descricio Organismo Identidade Score E value Populagdo de
(%) (bits) mapeamento
RNF330  BLASTX ABN09142.1  Proteina de resisténcia Medicago 62 1090  6.10% BJ
(nr) truncatula
RNF356 BL(ﬁrS)TX AAC49509.1 Proteina de resisténcia Glycine max 53 55,8 9.101° BJ
RNF475 BL(‘?ISTX AAC33296.1  Protefna de resisténcia  Phaseolus vulgaris 97 1890  6.10 BJ
RRF380 BL(‘?ISTX AAF44094.1  Proteina de resisténcia Glycine max 89 89,4 4.10%° BJ
RRF410 BL(‘ESTX ABN42886.1  Proteina de resisténcia  Phaseolus vulgaris 73 114,0 3.10% BJ
RKF310 BLASTXx ABD28710.1 Polinucleotidil Medicago 39 58.5 2107 BJ
(nr) transferase truncatula
BLASTx . . . 7
RKR?240 (nr) AARI13317.1 Poliproteina gag-pol Phaseolus vulgaris 53 58,2 3.10 BJ
AKCF320 BL(‘ESTX AAR13317.1 Poliproteina gag-pol Phaseolus vulgaris 59 73,9 5.10™" CFM
DKEF360  BEASTX ABE88079.1  Protefna tirosina quinase Medicago 77 1070  3.10% CFM
(nr) truncatula
BLASTXx Proteina de resisténcia do . -10
DRPF205 (nr) ACMR9623.1 tipo TIR-NBS-LRR Glycine max 72 55,8 4.10 CFM
BLASTx . oA . 7
DRPF280 AAC49509.1 Proteina de resisténcia Glycine max 50 59,3 1.10 CFM

(nr)
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Tabela 8 - Andlise das sequéncias por BLASTcd tomando por base o banco de dados do NCBI

Fragmento Dominio Score (bits) E value Populagdo de
mapeamento
RNF330 NB-ARC/P-loop 46,95 1.10° BJ
RNF356 NB-ARC/P-loop 36,16 0,001 BJ
RNF475 NB-ARC/P-loop 102,42 3.10% BJ
RRF380 NB-ARC/P-loop 47,72 6.107 BJ
RRF410 NB-ARC/P-loop 82,39 2.10" BJ
AKCF320 RnaseH 43,48 1.10° CFM
DKEF360 Proteina tirosina quinase 42,89 2.10° CFM
DRPF205 NB-ARC/P-loop 40,78 6.10° CFM

3.3. Mapeamento dos marcadores RGA
3.3.1. Populagdo BJ

Todos os 32 marcadores RGA gerados foram alocados no mapa nucleo de feijao
(FREYRE et al., 1998; HANAI et al., 2009) em 10 dos 11 grupos de ligacdo. Apenas ao grupo de
ligacdo 6 ndo se atribuiu marcador RGA. Os grupos de ligacdo 2, 7, 8, 10 e 11 foram os que
tiveram o maior nimero de marcadores alocados, com quatro e cinco locos RGA (Tabela 9 e
Figura 5).

A segregacdo de dez dos marcadores RGA desviou da esperada (1:1). Os locos com
distorcdo de segregacdo mapeados localizaram-se em quatro grupos de ligacdo. As marcas
RKF275 e RNF230 estdao no grupo de ligacdo 1, as marcas RRF230, RNF90, RNF115 e RNF180
estdo 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
andnimos para o mapeamento da populag¢do BJ, encontrou-se, no grupo de ligagdo 1, “excesso” de
alelos de origem andina e, nos grupos 2 e 7, houve predominio de alelos mesoamericanos.
Entretanto, Blair et al. (2003) encontraram um excesso de alelos andinos no grupo de ligagao 2,
porém foi estudada uma populacdo derivada do cruzamento entre DOR364 (de origem
mesoamericana) e G19833 (de origem andina), utilizando marcadores SSR. As diferengas

encontradas quanto a origem dos alelos em excesso, em cada populagdo estudada, podem ser
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explicadas pela ocorréncia de pressdo de selecdo ao longo das geracdes, refor¢ada pelo fato das

populagdes terem se desenvolvido em diferentes locais.

Tabela 9 - Lista dos marcadores RGA detectados na populag@o BJ e seus respectivos grupos de ligacdo

(Continua)
Marcador Combinacao Enzima / Primer Tamanho (pb) GL
1 RKF275 Rsal/Kdc-F 275 1
2 RNF230 Rsal/NBSa-F 230 1
3 RNF120! Rsal/NBSa-F 120 1
4 RNF115 Rsal/NBSa-F 115 2
5 RNF180 Rsal/NBSa-F 180 2
6 RNF90 Rsal/NBSa-F 90 2
7 RRF230! Rsal/RGP-F 230 2
8 RNF240 Rsal/NBSa-F 240 3
9 RKF610 Rsal/Kdc-F 610 3
10 RNF225 Rsal/NBSa-F 225 4
11 RKF700 Rsal/Kdc-F 700 4
12 RKF310! Rsal/Kdc-F 310 4
13 RKR230 Rsal/Kdc-R 230 5
14  RKR385 Rsal/Kdc-R 385 7
15 RNF215 Rsal/NBSa-F 215 7
16  RKF510! Rsal/Kdc-F 510 7
17 RKF500! Rsal/Kdc-F 500 7
18  RKF318 Rsal/Kdc-F 318 8
19  RKF320 Rsal/Kdc-F 320 8
20  RKF348! Rsal/Kdc-F 348 8
21  RKR240 Rsal/Kdc-R 240 8
22 RKR430 Rsal/Kdc-R 430 9
23 RRF380 Rsal/RGP-F 380 10
24 RRF550 Rsal/RGP-F 550 10
25  RNF380 Rsal/NBSa-F 380 10
26  RNF356 Rsal/NBSa-F 356 10
27  RNF260 Rsal/NBSa-F 260 10
28  RKF425 Rsal/Kdc-F 425 11

1 Marcadores acessorios



45

Tabela 9 - Lista dos marcadores RGA detectados na populagdo BJ e seus respectivos grupos de ligagdo

(Conclusao)
Marcador Combinagao Enzima / Primer Tamanho (pb) GL
29 RKF430 Rsal/Kdc-F 430 11
30 RNF330! Rsal/NBSa-F 330 11
31 RRF410! Rsal/RGP-F 410 11
32 RNF475 Rsal/NBSa-F 475 11

1 Marcadores acessorios

Em quatro grupos de ligacdo, foram alocados dois ou mais marcadores RGA em uma
mesma posi¢do, sendo RKF275 e RNF230 no grupo de ligagdo 1, RNF115, RNF180 e RNF90 no
grupo de ligacdo 2, RKF318 e RKF320 no grupo 8 e RKF425 e RKF430, no grupo 11. Também,
foram co-localizados os marcadores RKF510 e RKF500 como acessérios no grupo de ligagdo 7 e
os marcadores RNF330 e RRF410 no grupo 11. A co-localizacdo destes marcadores pode ser
explicada pela existéncia de genes em cluster, por se tratarem de alelos de um mesmo loco, ou
simplesmente, porque a populacdo estudada ndo foi suficientemente grande para permitir a
detec¢do de individuos recombinantes para essas regides 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 regides contendo genes de resisténcia a patégenos. No
presente estudo, encontrou-se um total de cinco marcadores RGA em proximidade a genes de
resisténcia a doengas bacterianas e flingicas, nos grupos de ligagdo 1, 7 e 11. O marcador RNF120
foi alocado ao grupo de ligacdo 1, em uma regido contendo genes de resisténcia a antracnose (Co-
1, Co-x, Co-w) e a ferrugem (Ur-9). No grupo de ligacdao 7, o marcador RKR385 se posicionou
em proximidade ao gene de resisténcia a antracnose (Co-6). Também no grupo de ligacdo 11,
foram mapeados trés RGA em uma regido contendo genes controladores de resisténcia a ferrugem
(Ur-3, Ur-11 e Ur-Dourado) e a antracnose (Co-2), sendo eles, os marcadores RNF330, RRF410
e RNF475. Além disso, 14 marcadores RGA foram mapeados em regides contendo QTL de
resisténcia a diversos patégenos, apresentadas por Kelly er al. (2003) e Miklas et al. (2006). Estes
pesquisadores relataram a existéncia de QTL de resisténcia a patogenos nos 11 grupos de ligacao

de P. vulgaris. Na regidao do grupo de ligacao 1, onde foram mapeados os marcadores RKF275 e
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RNF230, ha QTL de resisténcia ao crestamento bacteriano e ao mofo-branco. No grupo de ligagao
2, o marcador RRF230 se alocou a uma regido contendo QTL de resisténcia ao crestamento
bacteriano e a antracnose, ja os marcadores RNF115, RNF180 e RNF90 co-localizaram com um
QTL de resisténcia ao mofo branco. O marcador RNF240 foi mapeado em uma regido do grupo
de ligacdo 3 onde foi identificado um QTL de resisténcia a podridao radicular. Ainda no grupo 3,
o marcador RKF610 foi mapeado proximo a um QTL de resisténcia ao crestamento bacteriano,
identificado pelo marcador D1377 (KELLY et al., 2003). No grupo de ligagcdo 5 foi relatado um
QTL contra crestamento bacteriano ligado ao marcador Bngl62. Interessante dizer que o
marcador RKR230 foi alocado a menos de 4 cM do marcador Bng162. Os marcadores RKF500 e
RKF510 mapearam em uma regido do grupo de ligacdo 7 que também apresenta um QTL para
resisténcia ao crestamento bacteriano. J4 no grupo de ligacdo 11 foi identificado um QTL de
resisténcia ao crestamento bacteriano ligado ao marcador D1512, préximo ao qual estio os
marcadores RGA RNF330, RRF410 e RNF475.

A consisténcia dos dados aqui obtidos pode ser constatada uma vez que dos cinco
marcadores que apresentaram similaridade a genes de resisténcia, trés foram alocados no mapa de
P. vulgaris em proximidade a um QTL de resisténcia ao crestamento bacteriano e a genes de

resisténcia a antracnose e a ferrugem, presentes no grupo de ligagdo 11.
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Figura 5 - Mapa genético da populagdo BJ, contendo os marcadores provenientes do mapa consenso de Freyre et al.
(1998), marcadores SSR-EST e AFLP (HANALI, 2008) e os marcadores RGA. Os marcadores provenientes
do mapa consenso apresentam coloragdo preta, os SSR-EST vermelha, os marcadores AFLP azul e os RGA
verde. Os marcadores atribuidos a intervalos estdo representados em retangulos acinzentados. Os locos que
apresentaram distor¢do de segregacdo estdo representados por * (quando houve excesso de alelos
mesoamericanos) ou por ° (excesso de alelos andinos). Niveis de significancia: 5% (* ou °); 1% (** ou °°);
e 0,1% (*** ou °°°). A distancia entre os marcadores € apresentada em cM
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Figura 5 - Mapa genético da populagdo BJ, contendo os marcadores provenientes do mapa consenso de Freyre et al.
(1998), marcadores SSR-EST e AFLP (HANALI, 2008) e os marcadores RGA. Os marcadores provenientes
do mapa consenso apresentam coloragdo preta, os SSR-EST vermelha, os marcadores AFLP azul e os RGA
verde. Os marcadores atribuidos a intervalos estdo representados em retangulos acinzentados. Os locos que
apresentaram distorcdo de segregacdo estdo representados por * (quando houve excesso de alelos andinos)
ou por ° (excesso de alelos mesoamericanos). Niveis de significancia: 5% (* ou °); 1% (¥* ou °°); e 0,1%
(*¥** ou °°°). A distancia entre os marcadores ¢ apresentada em cM

3.3.2. Populagdo CFM

As andlises de mapeamento foram realizadas com os dados de segregacao de 295 locos,
sendo 27 microssatélites e 225 AFLP (HANAI, 2008) e 43 RGA. A distor¢do de segregacdo
apresentada por essa populacdo foi relativamente alta, cerca 42% dos locos desviaram da
segregacdo esperada (1:1), quando aplicado o teste de y? (a = 0,05). Os testes de y? foram
realizados para cada loco, como se fossem testes tnicos. No entanto, como se utilizam muitos
marcadores, dentre os quais, varios sdo independentes, t€ém-se multiplos testes independentes, o
que permite a utilizacdo de uma correcdo. Isso resulta na elevac@o do valor de significancia para o
teste de 2. Diante desse fato, mesmo sem realizar a corre¢@o, optou-se por ndo descartar, no inicio
das andlises de mapeamento, os marcadores que apresentaram distor¢do na segregacdo. Apos
realizar andlises preliminares, foram retirados das andlises de mapeamento aqueles marcadores
que apresentaram elevada distor¢do de segregacdo e ocasionaram a alteracdo na ordem dos

marcadores adjacentes no grupo de ligagao.
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Dessa forma, o mapa de ligacdo gerado para a populacio CFM apresentou 12 grupos de
ligacdo (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 (HANAIL 2008) e 19 marcadores RGA. Outros 21 RGA
foram alocados ao mapa como marcadores acessorios nos intervalos mais verossimeis. O mapa
totalizou 923,6 cM de comprimento, com uma distincia média de 6,9 cM entre marcas € uma
cobertura de aproximadamente 77% do genoma da espécie.

A numeracdo dos grupos de ligacdo para a populacio CFM foi baseada na designacdo dos
grupos de ligacdo da populagdo BJ. A correspondéncia entre os grupos de ligacdo foi determinada
com base em marcadores comuns aos dois mapas. Trés grupos de ligacio do mapa CFM nao
apresentaram marcadores comuns ao mapa BJ, o que impossibilitou a determinacdo exata de seus
correspondentes na populacdo de referéncia. Tais grupos devem corresponder aos grupos 3,4 e 9
de BJ, mas como essa correspondéncia ndo pdde ser comprovada, foram arbitrariamente
designados como CFM12, CEM13 e CFM 14.

Com relacdo aos marcadores RGA, 16 deles tiveram segregacdo desviada da esperada, ou
seja, 1:1. E dentre eles, dois ndo foram alocados ao mapa de ligacdo. Os locos apresentando
distor¢do de segregacdo foram observados em 4 grupos, sendo eles, CFM1, CFM2, CFM8.1 e
CFM11.

Quanto a localizacdo dos marcadores RGA, dos 43 locos analisados, 40 estdo distribuidos
em nove grupos de ligacdo. Somente nos grupos de ligacio CFM5 e CFM6 nao foram mapeados
RGA. O grupos de ligagao CFM2 e CFM8.1 foram aqueles com maior nimero de RGA alocados,
9 em cada grupo. Interessante ressaltar que os grupos de ligagdo 2 e 8 de BJ também apresentaram
elevado nimero de RGA mapeados. Esses dados, aliados as informacdes que se t€m a respeito da
identificacdo de QTL de resisténcia a patégenos nos grupos de ligagdo 2 e 8 (KELLY et al., 2003;
MIKLAS et al., 2006), corroboram a existéncia de regides controladoras de resisténcia nesses

grupos de ligacdo.
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Tabela 10 - Lista dos marcadores RGA obtidos na populacdo CFM e seus respectivos grupos de ligacio

(Continua)
Marcador Combinacao Enzima / Primer ~ Tamanho (pb) GL

1 APRS5415 Alul/PRS 415 CFM1

2 DKEF360 Dral/Kde-F 360 CFM1

3 APRS5206! Alul/PRS 206 CFM1

4 DKCR229! Dral/Kdc-R 229 CFM1

5 DKCR232! Dral/Kdc-R 232 CFM1

6 DKCR216 Dral/Kdc-R 216 CFM2

7 DKEF138! Dral/Kde-F 138 CFM2

8 DKEF140! Dral/Kde-F 140 CFM2
9 DKCR332! Dral/Kdc-R 332 CFM2
10 DKCF389! Dral/Kdc-F 389 CFM2
11 DKCF39%4 Dral/Kdc-F 394 CFM2
12 DKCF306! Dral/Kdc-F 306 CFM2
13 DKCF2000! Dral/Kdc-F 2000 CFM2
14 DRPF225! Dral/RGP-F 225 CFM7
15 DRPF230 Dral/RGP-F 230 CFM7
16 AKCF880 Alul/Kdc-F 880 CFM7
17 AKCF900 Alul/Kdc-F 900 CFM7
18 DKCF233 Dral/Kcd-F 233 CFMS.1
19 AKCF338! Alul/Kdc-F 338 CFMS.1
20 DKCF6731 Dral/Kcd-F 673 CFMS.1
21 APRS5370! Alul/PRS 370 CFMS.1
22 DGAS213 Dral/Glu-As 213 CFMS.1
23 DGASI185 Dral/Glu-As 185 CFMS.1
24 DGAS290! Dral/Glu-As 290 CFMS.1
25 DKCR358 Dral/Kdc-R 358 CFMS.1
26 AKCF320! Alul/Kdc-F 320 CFMS.1
27 DKPF280! Dral/Kcd-F 280 CFM10
28 DKPF205! Dral/Kcd-F 205 CFM10
29 AKCF400! Alul/Kdc-F 400 CFM11
30 DKCR355! Dral/Kdc-R 355 CFM11
31 APRS5273! Alul/PRS 273 CFM11
32 DKCF635! Dral/Kdc-F 635 CFM11
33 DKCF8851 Dral/Kdc-F 885 CFM11

1 Marcadores acessOrios



Tabela 10 - Lista dos marcadores RGA obtidos na populagcdo CFM e seus respectivos grupos de ligacdo

(Conclusao)
Marcador Combinacao Enzima / Primer Tamanho (pb) GL
34 DKER272 Dral/Kde-R 272 CEM12
35 DKER273 Dral/Kde-R 273 CEM12
36 DKER300 Dral/Kde-R 300 CFM13
37 DKER1400 Dral/Kde-R 1400 CFM13
38 AKCF178 Alul/Kdc-F 178 CFM14
39 DKCF378 Dral/Kdc-F 378 CFM14
40 DKEF400 Dral/Kde-F 400 CFM14

I Marcadores acessorios
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Figura 6 - Mapa de ligacdo da populagdo CFM e sua correspondéncia com o mapa de ligacdo da populacdo BJ. Os
grupos de ligacdo obtidos para a populagdo CFM estdo identificados pelas letras CFM e os grupos de BJ
sdo identificados somente por nimeros. Os locos realcados em azul sdo microssatélites (HANAI, 2008), os
locos em vermelho s@o RGA (os marcadores acessorios estdo entre parénteses e em itdlico) e os demais
sdo marcadores AFLP (HANALI, 2008)
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Figura 6 - Mapa de ligacdo da populacdo CFM e sua correspondéncia com o mapa de ligagcdo da populacdo BJ. Os
grupos de ligacdo obtidos para a populacdo CFM estao identificados pelas letras CFM e os grupos de BJ
sdo identificados somente por nimeros. Os locos real¢gados em azul sd@o microssatélites (HANAI, 2008), os
locos em vermelho sdo RGA (os marcadores acessérios estdo entre parénteses e em itdlico) e os demais
sdo marcadores AFLP (HANAI, 2008)

3.4. Mapeamento de QTL associados ao controle de doencas fiingicas

Os dados fenotipicos quanto a resisténcia ao oidio e a mancha-angular obtidos por Melo,
Santos e Ferreira (2002), foram utilizados no presente trabalho com o intuito de identificar
possiveis QTL. Os referidos pesquisadores avaliaram os individuos da populagio CFM em
diferentes locais e épocas de plantio (Tabela 11). A avaliacdo da reacdo das plantas ao ataque dos
patégenos foi realizada de acordo com uma nota média atribuida por quatro avaliadores, no
periodo de maior incidéncia e severidade das doencas. A escala de notas utilizada para a

classificagdo dos genétipos € descrita na tabela 12.
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Tabela 11 - Epocas de avaliacio da popula¢io “Carioca” x “Flor de Mayo” quanto 2 resisténcia & mancha-angular e

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

Doencga avaliada Local Ano  Epoca de avaliagdio Ambiente
Oidio Lavras 1996 Inverno OIL1
Oidio Lavras 1997 Inverno OIL2
Oidio Patos de Minas 1997  Inverno OIPM
Mancha-angular  Lavras 1997  Secas MALI
Mancha-angular ~ Patos de Minas 1997  Secas MAPM
Mancha-angular  Lavras 1998  Secas MAL?2

Tabela 12 - Escala notas utilizadas na classificagdo dos gendtipos de P. vulgaris quanto a reagdo a mancha-angular e
ao oidio (REZENDE; RAMALHO; CORTE, 1999 apud MELO; SANTOS; FERREIRA, 2002)

Nota

Area foliar afetada (%)

[S—

O 01O\ U K~ Wi

0
1
las
5al0
10a20
20 a40
40 a 60
60 a 80
80 a 100

As andlises de QTL foram realizadas para reacdo a ambas as doencas 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 aceitacdo de um QTL foi obtido apds 1000

permutacdes, ao nivel de 5% de significancia. E o critério adotado para o posicionamento dos

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

Como pode ser observado na figura 7, foram identificados cinco QTL para reacdo a

mancha-angular e sete para oidio (Tabela 13). QTL associados ao controle da resisténcia a

mancha-angular estdo presentes nos grupos de ligacio CFM2, CFMS8.1, CFM12 e CFM13,

enquanto QTL para a reacdo ao oidio foram identificados nos grupos de ligacio CFM2, CFM7,

CFMS.1 e CFM13.
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Tabela 13 - Marcadores associados a rea¢do a mancha-angular e ao oidio na populagdo de mapeamento derivada do
cruzamento entre “Carioca” e “Flor de Mayo”. As andlises foram realizadas utilizando-se o programa
QTL Cartographer para Windows (versao 2.5)

Ambiente Marcador Pé)fl}ﬁa((::f\l/gl G?;;;gg LOD R? (%) at
Mancha-angular
MALI1 E31M502107? 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 CFMB&.1 3,90 15,04 -0,3004
MAPM P38M483002 11,0 CFM12 4,38 27,02 -0,3243
Oidio
OIL2 E31M502107? 0,8 CFM2 8,11 21,71 -0,7761
OIL2 P39M483252 11,0 CEM7 5,51 13,51 0,6875
OIL2 E31M60275?2 0,3 CFM7 2,82 7,44 0,5073
OIPM PvM213 0,8 CFM2 6,09 8,94 -0,5439
OIPM P39M483252 0,9 CEM7 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

! Distancia do pico do QTL ao marcador mais préximo; marcador AFLP; 3microssatélite; defeitos de substitui¢do
alélica (os valores positivos indicam a contribui¢do alélica do genitor “Carioca”, enquanto os valores negativos
correspondem a contribuicao do genitor “Flor de Mayo”)

No grupo CFM2, foram mapeados em uma mesma regido, QTL para reacdo a mancha-
angular e QTL para reacdo ao oidio, em Lavras e em Patos de Minas. Todos os QTL mapeados
para mancha-angular estdo em repulsdo, ou seja, denotam a superioridade do genitor “Flor de
Mayo”. Foi possivel detectar no grupo de ligacdio CFM2, QTL para reacdo a mancha-angular em
Lavras (MALTI) e em Patos de Minas (MAPM), respondendo respectivamente por 22,67 e 10,60%
da variacd@o fenotipica. O mesmo pode ser dito a respeito do QTL mapeado no grupo CFM13, no
ambiente MAL2 que responde por 29,24% da variacdo fenotipica e para os QTL mapeados nos
grupos de ligacdo CFM8.1 e CFM12 em Patos de Minas, que representam respectivamente 15,04
e 27,02% da variagdo fenotipica.

Quanto aos QTL para reacdo ao oidio, foram mapeados dois no grupo CFM2, também em
repulsdo, enquanto nos grupos de ligacio CFM7, CFM8.1 e CFM13 os QTL estdo em associacio,
demonstrando a superioridade do genitor “Carioca”. Os QTL com maior efeito quanto a
susceptibilidade ao oidio foram identificados em Lavras (OIL2) e mapeados nos grupos CFM2 e

CFM7, representando respectivamente 21,71 e 13,51% da variagao fenotipica.
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Alguns QTL foram mapeados em proximidade as regides contendo marcadores RGA, nos
grupos CFM2, CFM7 e CFMS.1 os quais, no entanto, foram alocados no mapa de liga¢do como
acessorios.

O grande nimero de marcadores RGA e de QTL de resisténcia mapeados nos grupos
CFM2, CEM7 e CFMS8.1 sdo fortes indicios da presenca de clusters de resisténcia nesses grupos
de ligacdo. Os QTL para resposta ao oidio em Lavras e em Patos de Minas presentes em uma
mesma regido do grupo CFM7, assim como o mapeamento de QTL para mancha-angular e oidio
em diferentes ambientes no grupo CFM2, sugerem estabilidade.

Os QTL mapeados sdo potencialmente explordveis em programas de sele¢do assistida
(YOUNG, 1996). Com destaque para os QTL co-localizados nos grupos de ligacio CFM?2 e
CFM8.1. Um estudo mais aprofundado dessas regides pode confirmar a estabilidade desses QTL e
determinar os efeitos de um mesmo QTL para a reacdo a ambas as doencas. No entanto, com
dados apresentados na tabela 13, ja é possivel identificar os marcadores mais apropriados para
serem empregados na selecdo assistida para cada local avaliado. Além disso, os QTL mapeados
indicam quais sdo as regides mais importantes dos grupos de ligacdo CFM12 e CFM13 para

serem saturadas, visando a identificacio de marcadores para a selecdo assistida.
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Figura 7 - Mapa de ligacdo da populacdo CFM com a representacdo grafica dos QTL de resisténcia flingica
mapeados. Os locos realgados em azul sdo microssatélites (HANAI, 2008), os locos em vermelho sdo
RGA (os marcadores acessdrios estdo entre parénteses e em itdlico) e os demais sdo marcadores AFLP
(HANALI, 2008). Ao lado do mapa sdo mostrados os QTL detectados em suas posi¢des mais provaveis
(em verde: oidio e em preto: mancha-angular)
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4. CONCLUSOES

A metodologia NBS-profiling foi eficiente para a obtencio e o mapeamento de marcadores
RGA nas populagdes de Phaseolus vulgaris, originadas dos cruzamentos entre ‘Bat 93’ e ‘Jalo
EEP558’ (BJ) e entre ‘Carioca’ e ‘Flor de Mayo’ (CEM), constituindo uma importante ferramenta
para ser empregada em estudos genéticos e em programas de selec@o assistida por marcadores. As
sequéncias de DNA dos RGA que mostraram similaridade com proteinas de resisténcia podem ser

utilizadas para o desenvolvimento de marcadores PCR especificos.
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ANEXO A

>RNF 330

ACATCTICTGG
AACTGTTTAA
CAAACTTATT
CTTGCAAATC
TGATTGTAGA
GCCGCCTGCA

>RNF 356

ACTCGATTCT
ACCAAACCAT
ACANATCAGA
TCTTGACCCT
GTTTCAATGA
TTTACCAACT

>RNF475

GAATTCGATT
GGATGAGGCT
CTAGAGCAAT
AGAATGAAAG
ACCTAAATGG
CACGTAGTAA
GATTGTTGGA

>RRF 380
AATCGCAGCT
TGGTCGACCT
GCAAGAAGTA
TCGGGAAGAC
GAAAATTGAC
TCATTCTTGA
TCAGGTAGCA
CGAGT

>RRF410

ATCAAGCTAT
TCGACCTECA
CATETATACK
ATTTGATGTT
ACCTAGAAAT
GATGTTTGGA
AAGTAAAATT
TCTATACTTT

>RKF310

GCATATGTTT
AAAGTCTTGG
TATGTGTTTC
GGAAGGTATG
CCATAATCAC
GCATAGCTTG

>RKR240

CCCGACGTCG
CGATCTAGAG
TAAAGGTGGA
AAGTGTGCGA

TTGAAATAAT
ACTCGGTCAC
CCCATTGCAA
AATACATCCT
TTACTTTGGC
GGTCGACCAT

CAACCCGAAA
TTGCGATTTC
ACCTTTTCTC
TGTTTTTAGG
AATTTCTACG
CCACCCATTC

GGAATGGGGG
AAATTTGATG
TCTTGAGGCA
AAGAATTGAC
GAGGAAGTGC
GGAAGTTGCT
AGTTGTTTGC

ATNAGGTGAC
GCAGGCGGCC
TATAATAAGT
TTGGAATGAT
ACACCCAATG
TGATGTCAAT
GAATCATCAT

TAGGTGAATA
GGCGGCGCGA
ACAACCCAAT
TTCATGTTAA
GGTTCAGGGA
ACGAAGATCA
CTAGTGACAA
CGGGTTGAGA

CTATTTATGA
CTGATAGGTT
TTGTGCAGGG
GAGTTTGTGC
TAGTGAATTC
A

CATGCTCCCG
GAGCTATTCA
AGCAGGAAAG
CGATCATAGC

TATCACRCTT
ATCATCAAGC
TGCTATGTAT
CTGTTATTCG
CAAGGTTGTC
ATGGGAGAGC

GTATAGATCC
CAAATTAGGG
CATAAAGTCT
GCATCTGAAA
GGTGAATCCC
C

AGTTGGTAAA
TTAAAGTTTG
GTTACTAAAT
GGGAAAGAAA
AGAAGCCCCT
TCTACCATGC
TAAACATGCA

ACTATAGAAT
GCGAATCACT
TGTGTTTTGA
CTCTCTGAAG
GATTGCCTCA.
GATTCAGATC
AACAACCAGA

TAGAATAGTC
ATTCACTAGT
GATAGAGGGT
CCAGAGCAAT
CGATTGAAAG
AAACCAATGG
CACGCAGTAA
ATCGAGT

GGCTTTTGGA
ACCAACACAT
AAGAGAAGGA
AGTAAGTGGG
GCGCCGCCTG

GCCGCCATGG
CCACAATAGC
ITTTTRCGET
CATGAGATGC

CCTTCACCAR
ACAATCAGAA
CTTGACCCTT
TTTCAATGAA
TTGCCAACTC
TCCCAACGCG

CABCATCTCT
CTTTCANACT
GTTCTCAATC
GAAGTTTTTC
TTGCCAATTT

ACCACTCTCG
GGTTTGTGTT
CAACCGATGA
TTTCTTCTGG
TGTTTTAGGA
GTTCAGAAGA
TTTCGAGGTG

ACTCAAGCTA
AGTGATGGCA
ATATGAAGGT
AAGAAGCTTT
ATATATTGAG
AACTGGAAAT
GATAAGCAGG

AGCTATGCAT
GATGGAATGG
ATATTTGCTA
TCTTGAGTCA
AAAAATTGAA
AAATCATTGA
CAAAGTTGCT

GTCTTAAGGT
GTGAACTTGG
ATTTGGGAGT
TTGGGGAGGC
CAGGTCGACC

CGGCCGCGGG
CAAGTATAAA
TICECCTCAL,
CAGACCGAGG

ACCATTGCGA
CCTTTTCTCE
GTTTTTAGGA
ATTTCTACGG
CCCCCATTCC
TTGGATGCAT

GNGTTGAAAT
GTTTAAAACT
AAACTTATTT
TTGCAAATCA
GATTGTAGAT

CTCAACATGT
TCAGATGAAT
TAGTAGAGGT
TTTTGGATGA
GTCCAAGGGA
ATACTCCCTA
ATTGT

TGCATCCAAC
TGGGTGGTGT
TGTTTTTTTG
TCTCAACATT
AGAAGGCTTC
TTTAGCTGGA
TTGGGATCTA

CCAACGCGTT
GTGGGATCGG
TCAAAGCCTG
ATCCGTAAGG
TGGAATGAGG
AAACTCCTCT
TCTACCTTAG

GTTACCCTCG
AGAAAAGAGG
CATATTTTTT
CTTCGTATAC
ATATGGGAGA

AATTCGATTA
TTGAAGCTCA
CGACCGAGGA
TGAAAGAGGT

TTTCCAAATA
ATAAAGTICTG
CATCTGAAAG
GTGAATCCCT
AATCACTAGT
AGCTTGA

AATTATCACA
CGGTCACATC
TCATTGCAAT
ATACATCCTC
TACTTTGGCC

ATTCAATGAC
TTGATGTTTT
CTGGAGATGG
CGTTTGGAAC
GTAAGGTTCT
CAACAATTAC

GCGTGGGAGC
AGGTAAAACA
GCTAACATAA
ATTAGGAGGA
GTCGTATGAA
ACATATGATT
TACTTTCGGG

GGGAGCTCTC
TAAGACCACA
CETTTGETGTT
AAACTGATAA
TTTCTTCT GG
TAAATATGGG
AGTCAAACAA

TCAATGACTA
GATTGATCTG
TCAAATGCAA
CATTGGAATA
GCTCCCAACG

GTTTCCACAG
ATCTCAAAAA
ATAGAGGCAA

GEECTITC
TTCTCAAT
AAGTTTTT
TGCCAATT
GAATTCGC

CTTEECTTC
ATCAANGC
GCTATGTA
TGTTATTC
AAGGTTGT

CTGAGGGT
CAAGATAT
TCCATAGA
GAAAACCA
TGTGACCA
AAGAAGAT

CTCCCATA
ACCATTGC
GAGAAGAA
GAAGATTT
ZGTTCICK
GGTTTGGA
TTGAGAAT

CCATATGG
CTGCTCAA
TCTGATGA
TAGCAGAA
TTCTGGAT
GTTAAGGG
TGTTAGGA

CTGTTTGG
GAAAGCAG
GGTAGCTT
CTTGCTTC
CGTTGGAT

CACATCAC
ATGCGTAT
ACCGCGAG

Figura A1 - Seqiiéncias dos marcadores RGA detectados na populacdo BJ
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>AKCF320

GACGTATAGT
CCTTAACAGC
CAACAAGGTA
ATTCACTTTC

>DKEF360

TAGGAAACAC
TAACACTTCT
TACTCGTATA
CCTCAATTTA
GCCTTTTTAC

>DRPF205

TTTPTCTCAT
TTTTGGTTAC
GCAAGAGTTG

>DRF 280

GAACCTTTTC
CTTGTTTTTA
GAAACTTCTA

ATGACTCCTA
CGCACACCAA
GTGGGGCTGG
AAGGCCAACA

GCCAAATAGT
ACAGGAGTTA
CAAGTATCTT
GCTATAAACA
CGCA

TCAGACACTG
ATCATCAATA
TTTTGCCTAT

TCCATAAAGT
GGACATCTGA
CGGGTGAATC

GAGGCCCCAT
GAAGGAACAG
TGTCATCATG
ACAACCAAGC

ATACTATTTT
TGTGAAAACA
TTCATTTTCC
TTACTTCATT

TGCTATTAGC
AAACAATGAA
ACCACCCATT

CTGTTCTGAA
AAGAAGTTTT
CCTTGCCAAA

TACAGGCCAG
GTTTCANATG
GAAGGACCGG
AAAATATGAG

TGTTCTTGAG
TACCAAATAG
TCTAAGCAAC
ATTGAACTCC

TGTTTCTGTA
AATCATATTG
ccC

TCAAACTTAT
TCTTGCAAAT
TTGATTGTAG

GTTTACGCTG
GATGCTCTCT
ATGGGTTGTT
GCCTTGATCG

ATTGCTGAAG
GTGAAAGTCG
ATGCCAAAAG
TCTGAGCCTT

CACCTAATGA
ATGATAGATT

TCCCATTGCA
CAATACATCC
ATTACTTTGG

ACTTCGTAGT
GTAGATGGTT
GAT TGAGCAG
TTGGAATACT

AACAAATTGC
AGACTTTTAT
TCTTACAAGG
GACCAGAAAA

TCTAGAATCT
CTTTCATATA

ATGCTATGTA
TCTGTTATTC
CCAAGGTTGT

AGAACTCT
CCTCAAAC
GCCCTACG
TG

AGAAAAAG
TCGGCAAA
TTGCGATG
TTTTGATA

CGATAAGT
AAGCCTGA

TCTTGACC
GTTTCAAT

Figura A2 - Seqiiéncias dos marcadores RGA detectados na populacio CFM
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Abstract Microsatellites and gene-derived markers
are still underrepresented in the core molecular
linkage map of common bean compared to other
types of markers. In order to increase the density of
the core map, a set of new markers were developed
and mapped onto the RIL population derived from
the *‘BAT93" x ‘Jalo EEP558" cross. The EST-SSR
markers were first characterized using a set of 24
bean inbred lines. On average, the polymorphism
information content was 0.40 and the mean number
of alleles per locus was 2.7. In addition, AFLP and
RGA markers based on the NBS-profiling method
were developed and a subset of the mapped RGA was
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sequenced. With the integration of 282 new markers
into the common bean core map, we were able to
place markers with putative known function in some
existing gaps including regions with QTL for resis-
tance to anthracnose and rust. The distribution of the
markers over 11 linkage groups is discussed and a
newer version of the common bean core linkage map
is proposed.

Keywords Phaseolus vulgaris - Core linkage map -
EST-SSR - AFLP - NBS-profiling method -
Resistance gene analogs

Introduction

Common bean (Phaseolus vulgaris L.) is the most
important legume for direct human consumption in
the developing world (Broughton et al. 2003).
Production is especially important in Eastern and
Southern Africa and Latin America where, in partic-
ular, rice and beans are an inseparable pair of staple
foods for millions of people, representing a major
source of dietary protein. Therefore, an increased
effort has been devoted to improving bean varieties
and expanding the area under bean cultivation.
However, the productivity of most bean varieties
grown in developing countries is still low.
Molecular markers have been used to assist
common bean breeding programs in various ways
(Jarne and Lagoda 1996), including studies on the
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origin and diversity of current cultivars (Gepts 1998),
the domestication of P. vulgaris (Koinange et al.
1996), and the genetic control of resistance to
important diseases (Miklas et al. 2003; Miklas et al.
2006a; Nodari et al. 1993b; Yu et al. 1998). The first
molecular linkage maps of common bean were
developed by means of restriction fragment length
polymorphism (RFLP) markers (Adam-Blondon et al.
1994; Nodari et al. 1993a; Vallejos et al. 1992).
Subsequently, common markers were used to inte-
grate these maps by establishing the correspondence
of their linkage groups (Freyre et al. 1998). For
instance, a population of RILs derived from a cross
between ‘BAT93" and ‘Jalo EEP558" was used as a
core mapping population to construct an integrated
linkage map. Although RFLP markers have been
important to establish a genome-wide framework for
anchoring and cross-referencing plant linkage maps,
their widespread use in common bean was restricted
by the lack of probes and the low-throughput nature
of RFLP markers. Different types of markers, mainly
random amplified polymorphic DNA (RAPD) were
then used to increase the density of the common bean
molecular linkage map (Freyre et al. 1998). More
recently, single sequence repeats (SSR), also called
microsatellites, have been developed and used to
increase the density of existing maps, especially the
core ‘BAT93" x ‘Jalo EEP558" linkage map (Blair
et al. 2003; Grisi et al. 2007; Yu et al. 2000).
Currently, high-throughput markers, such as AFLP,
are preferred for map saturation purposes. Putative
functional markers are still underrepresented in the
common bean molecular linkage map compared to
other types of markers (Lopez et al. 2003; Miklas et al.
2006b; Mutlu et al. 2006; Rivkin et al. 1999). Among
these are resistance gene analogs (RGA), which are
associated with a number of known R-genes (Brug-
mans et al. 2008; Ferrier-Cana et al. 2003; Kanazin
et al. 1996; Mutlu et al. 2006) and quantitative
resistance loci (Flandez-Galvez et al. 2003; Mutlu
et al. 2006; Timmerman-Vaughan et al. 2002). In
addition, microsatellites represent a limited propor-
tion of the markers on the bean core map (Blair et al.
2003; Grisi et al. 2007; Yu et al. 2000), in spite of their
many desirable attributes, including their presence in
both non-genic and genic regions of plant genomes
(reviewed by Li et al. 2004; Oliveira et al. 2006). A
large number of unmapped microsatellite markers
have been reported in the literature (Benchimol et al.
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2007; Buso et al. 2006; Caixeta et al. 2005; Campos
et al. 2007; Cardoso et al. 2008; Gaitdn-Solis et al.
2002; Guerra-Sanz 2004; Hanai et al. 2007; Métais
et al. 2002; Murray et al. 2002; Yaish and Pérez de la
Vega 2003). In addition, the density of the common
bean core map is still low for purposes of marker-
assisted selection and map-based cloning.

The objectives of the present work were to test new
SSR  markers developed from common bean
expressed sequence tags (EST) in a set of P. vulgaris
genotypes, assess their capacity to render SSR poly-
morphisms and to map them and other markers such
as RGA and AFLP onto the common bean core map.

Materials and methods
Plant material and DNA extraction

A set of 23 common bean inbred lines and one
accession of P. acutifolius were used to evaluate
allelic variation at EST-SSR loci. Among P. vulgaris
accessions, 17 genotypes belonged to the Mesoamer-
ican gene pool (*Apetito Blanco’, *Baetdo’, ‘Barbu-
nya’, ‘BAT93", ‘Brasil2’, ‘Carioca Comum’, ‘Flor de
Mayo’, ‘Garbancillo’, *Great Northern’, ‘TAC-UNA’,
*Jamapa’, ‘Mulatinho’, *Porrillo’, ‘Pueblal52’, ‘Rio
Tibagi’, *Sanilac’ and ‘Tu’), and six to the Andean
gene pool (‘Antioquia 8", *CAL 143’, “Jabola’, ‘Jalo
EEP558°, ‘Pompadour” and ‘Red Kidney’). For map
construction the inter-gene pool ‘BAT93 x ‘Jalo
EEP558™ population (Freyre et al. 1998; Nodari et al.
1993a) consisting of 74 Fg RILs was used.

Total genomic DNA was extracted from young leaf
tissue using the CTAB extraction method as described
by Doyle and Doyle (1987). DNA concentrations were
estimated by electrophoresis on ethidium bromide-
stained agarose gels using appropriate molecular
weight standards. From this quantification, aliquots at
10 and 50 ng/pl were prepared for EST-SSR amplifi-
cations and enzymatic digestions, respectively.

Development and amplification of EST-SSR
markers

As reported previously (Hanai et al. 2007), a total of
3,126 bean EST sequences were obtained from the
bean EST project homepage (http://lgm.esalq.usp.br/
BEST/). EST-containing SSR exhibiting at least five
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repeat units of di-, tri-, and tetranucleotide motifs
were analyzed and 156 primer pairs were designed.
PCR reactions were performed in a final volume of
16 ul in 96-well plates using a Gen Amp® PCR
System 9700 thermocycler (Applied Biosystems).
Approximately 20 ng of template DNA were mixed
in a solution containing 0.2 pM of both forward and
reverse  primers, 0.2mM of each dNTP,
1.5 mM MgCl,, 10mM  Tris-HCI (pH 8.3),
50 mM KCI1 and 0.4 units Tag DNA polymerase
(Promega). Four PCR program profiles were used to
amplify EST-SSR loci. All four profiles started with a
preliminary denaturation step at 94°C for 2 min fol-
lowed by two stages. In both stages, denaturing and
elongation conditions were held constant at 94°C for
30 s and 72°C for 60 s, respectively. The duration of
primer annealing was 45 s, but the temperature varied
in stage 1, decreasing 1°C per cycle during 12 cycles
(65-53°C), 0.5°C per cycle during 10 cycles (55—
50°C) or 1°C per cycle during 10 cycles (55-45°C) in
programs 1, 2 and 3, respectively. In program 4, the
initial annealing temperature was 45°C and increased
1°C per cycle during 10 cycles (45-55°C). Stage 2
comprised 25 cycles of amplification. In all programs,
the annealing temperature of stage 2 was the one
reached at the end of the first PCR stage. Final
elongation was performed at 72°C for 7 min.

Development and sequencing of RGA markers

RGA markers were amplified based on the NBS-
profiling methodology (van der Linden et al. 2004).
This methodology is based on the digestion of DNA,
ligation with adapters, and a PCR reaction where one
primer targets the adapter while the other, which is
degeneralte, targets the conserved nucleotide binding
site (NBS) domain of plant disease resistance genes.

This amplification results in several fragments per
reaction due to the abundance of resistance gene-like
sequences in plant genomes.

About 200 ng of genomic DNA from the parental
line ‘BAT93" and ‘Jalo EEP558" were digested with
Rsal (New England BioLabs). Digestions were per-
formed in a final volume of 20 pl using 6 U of the
enzyme according to the manufacturer’s recommen-
dations, during 4 hat 37°C. Reactions were terminated
by heat inactivation (20 min at 65°C). An adapter
previously prepared from an equimolar mixture of LA
(long arm) oligonucleotide (5'-ACTCGATTCTCAA
CCCGAAAGTATAGATCCCA-3") and SA (short
arm) oligonucleotide (5-TGGGATCTATACTT*-3')
was ligated to the restriction fragment ends. The 3’ end
of the SA oligonucleotide was blocked for Tag DNA
polymerase extension by the addition of an amino
group (*). Ligation was performed by adding 20 plofa
mixture containing 1.25 pM adapter, 1x ligation
buffer (New England BioLabs), 80 units T4 DNA
ligase (400 units/pul; New England BioLabs) to 20 plof
digested DNA. The reaction was incubated at 16°C
overnight and terminated by heat inactivation (65°C
for 10 min). As template DNA 3 pl of ligation
products were used for the amplification of selected
fragments anchored to the NBS-domain. For this, an
AP (adapter primer) complementary to the adaptor (5'-
ACTCGATTCTCAACCCGAAAG-3') and one of
four NBS-primer were used in distinct reactions
(Table 1). The amplification was performed in a final
volume of 20 pl containing 0.25 pM of both primers,
0.2 mM of each dNTP, 1.5 mM MgCl,, 10 mM Tris—
HCI (pH 8.3), 50 mM KCI and 1.0 unit Tag DNA
polymerase (Promega). The amplification was carried
out in a Gen Amp® PCR System 9700 thermocycler
(Applied Biosystems). A two-stage PCR was used after
an initial denaturing step at 94°C for 5 min. The first

Table 1 Designation and sequence of primers used to generate RGA markers based on the NBS-profiling method

Primer designation” Sequence 5'-3'

Protein domain/motif

AP ACTCGATTCTCAACCCGAAAG Adapter”

NBSa-F GGAATGGGKGGACTYGGYAARAC NBS/kinase
Kde-F ATGGGAAGGAAGTATTCCAA NBS/kinase
Kde-R ARGTTCCACAGGACATCACC NBS/kinase
RGP-F GGNATGGGYGGBRTHGGY AARAC NBS/hydrophobic

* F for forward and R for reverse

b Primer specific to the adapter sequence used in combination with RGA specific primers

@ Springer
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stage consisted of 8 cycles at 94°C for 45 s, at 58°C (—
1°C per cycle) for 1 min, and at 72°C for 1 min,
whereas the second stage consisted of 25 cycles at 94°C
for 45 s, 50°C for 1 min and 72°C for 1 min. A final
extension of 7 min at 72°C was conducted. The
amplification of fragments anchored to NBS-domain
was assured by designing an adapter that does not have
an AP-primer annealing site in the SA oligonucleotide.
This annealing site is constructed after elongation of
the NBS-primer, when the end of LA oligonucleotide is
used as template for AP-primer annealing (for details
see van der Linden et al. 2004).

RGA markers of interest were excised from
polyacrylamide gels and reamplified following the
same PCR conditions initially used. Fragments were
resolved on agarose gels, purified (PCR purification
kit, Qiagen), and cloned into pGEM®-T Easy vector
(Promega) for sequencing. Inserts were sequenced in
the forward and reverse directions. The sequencing
reaction was performed as described by Sanger et al.
(1977) using DYEnamic™ ET dye Terminator Cycle
Sequencing Kit (Amersham Pharmacia Biotech, Inc.)
on MegaBACE 1000 (Amersham Biosciences).
Sequences were assembled using the Phred/Phrap/
Consed package using a phred score =20 as the
threshold for base quality. Nucleotide sequences were
compared to sequences deposited in the Genbank
database (http://ncbi.nlm.nih.gov/BLAST) using the
BLAST tool (Altschul et al. 1990).

Generation of AFLP markers

AFLP markers were amplified based on the protocol
described by Vos et al. (1995) with modifications.
Restriction and ligation enzymes required for AFLP
analysis were obtained from the New England Biolabs
Company. Briefly, 200 ng of genomic DNA from
each of the parents and the 74 Fg RILs were double
digested with EcoRl and Msel or Pstl and Msel
enzymes (5 U of each) in a 25 pl reaction mixture
(10 mM Tris—acetate, pH 7.5; 10 mM Mg-acetate,
50 mM K-acetate) during 4 h at 37°C. All resulting
fragments were ligated to adapter sequences by
adding an equal volume of a ligation solution i.e.
30 mM of Tris=HCl (pH 7.5), 10 mM of MgCl,,
10 mM of DTT, 1.0 mM of ATP, 0.25 uM of EcoRI
or Pstl adapter, 2.5 uM of Msel adapter, and 80 units
of T4 DNA ligase (400 units/pl). These reactions were
incubated at 16°C overnight and terminated by heat

a Springer

inactivation (65°C for 10 min). The adapter-ligated
DNA (3 pl) was used for the pre-selective amplifica-
tion using AFLP primers based on the sequence of the
EcoRI or Pstl and Msel adapters, with one selective
nucleotide at the 3’ end. The pre-selective reaction
was amplified using the following conditions: 94°C
for 2 min; 26 cycles of 94°C for 60 s, 56°C for 60 s,
72°C for 60 s; and a final elongation at 72°C for
5 min. Five microliters of a 10-fold diluted pre-
selected PCR product were used as DNA template for
the selective amplification using AFLP primers with
three additional selective nucleotides at the 3’ end.
The following cycling parameters were used for
selective amplification: 94°C for 2 min; 12 cycles of
94°C for 30 s, 65°C for 30 s, 72°C for 60 s; 23 cycles
of 94°C for 30 s, 65°C for 30 s, 72°C for 60 s; and a
final elongation at 72°C for 5 min.

Genotyping

All markers were resolved in 6% w/v denaturing
polyacrylamide gels (19:1; acrylamide:bis-acrylam-
ide) using the electrophoresis apparatus Sequi-Gen®
GT (Bio-Rad). Samples (3 pl) of amplified products
were denatured with 1x loading buffer (0.2% each
bromophenol blue and xylene cyanol, 10 mM EDTA,
pH 8.0, and 95% formamide) at 95°C for 5 min before
they were loaded onto the gels. The EST-SSR markers
were electrophoresed for 2 h 30 min at 70 W, and
AFLP and RGA markers for 4 h 30 min at 80 W. The
loci were visualized by silver staining according to
Creste et al. (2001). AFLP loci were coded using the
name of the primer pair followed by the fragment size
(bp). RGA loci were coded using the initials of the
enzyme and NBS primer names followed by the
fragment size (bp). The codes for EST-SSR markers
are shown in Table 2.

Map construction

The segregation of each AFLP and RGA locus was
scored by the presence or absence of the fragment.
EST-SSR as well as rare codominant AFLP loci were
scored by identifying the parental fragments in the
segregating population. Goodness-of-fit tests for 1:1
segregation ratio were performed for all makers
segregating in the 74 Fg RILs.

For the construction of the map, we adopted the
following approach using the software MAPMAKER
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v. 3.0 (Lander et al. 1987). Segregation data here
obtained (EST-SSR, RGA and AFLP markers) were
merged with available data of markers placed on the
framework of the core map (Freyre et al. 1998).
Initially, three RFLP markers equally distant were
anchored to their respective linkage group using the
‘anchor’ command. The ‘assign”™ command
(LOD > 3) was used to assign all other markers to
the linkage groups. In ecach linkage group, the order
of 10 highly informative markers was defined using
the ‘order’ command. Then, the other markers were
added to the map using the ‘build® command
(LOD > 2.0). Loci that could not be ordered with
the default log-likelihood threshold value were
referred to as accessory markers and placed in the
most likely interval. The Kosambi mapping function
was used for the calculation of map distances
(Kosambi 1944). Map drawings were generated using
MapChart (Voorrips 2002). The nomenclature and
orientation of linkage groups followed the recent
changes adopted by the Genetics Committee of the
Bean Improvement Committee (Pedrosa-Harand
et al. 2008).

Results and discussion
Allelic variation at EST-SSR loci

Out of 156 primer pairs designed initially, 139
amplified 140 loci of which 40 were analyzed
previously (Hanai et al. 2007). The remaining 100
loci were evaluated in the present study using a set of
bean genotypes (Table 2). About 13 amplicons were
larger than expected, probably due to the presence of
introns between primer sites. Nevertheless, only 11
EST-SSR loci presented a non-optimal amplification
pattern and were not analyzed. A total of 89 pairs of
primers amplified fragments that were easy to score,
54 of which revealed polymorphisms among the 24
bean genotypes. The number of alleles per polymor-
phic locus varied from 2 to 13 with an average of 2.7.
The polymorphic information content (PIC) of the 54
loci ranged between 0.08 and 0.89, with a mean PIC
of 0.40.

Our data agree with previous findings that reported
an average of 2.9 (Yu et al. 1999) and 3.1 alleles per
locus (Guerra-Sanz 2004) as both studies analyzed
genic SSR in bean accessions. Generally, SSRs from
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anonymous sequences are regarded as more informa-
tive than SSRs of genic origin. For example, average
values of six and seven alleles per locus were
described by Gaitdn-Solis et al. (2002) and Buso
et al. (2006), respectively. The fact that expressed
sequences are associated with biological processes
and therefore are more conserved than anonymous
ones could explain these differences; however, when
the same set of bean genotypes were analyzed using
SSR loci developed from genic and genomic sources,
the results showed similar average values for PIC and
number of alleles per locus between genic and
genomic SSRs (Hanai et al. 2007).

A considerable number of polymorphic SSR loci is
generally required for variety identification or even
for pedigree analysis when polymorphisms are used
for tracing parentage (Guerra-Sanz 2004). The locus
PvMI115 containing a CT motif repeated 25 times
showed both higher PIC (0.89) and number of alleles
(13) in the 24 genotypes analyzed (Fig. 1). In our
previous study, 12 alleles were detected at the PvM21
locus (Hanai et al. 2007). Thus, these two EST-SSR
loci are very informative and may be useful in both
types of analyses.

. - B
g wod E2 . « & = ég
- o= (=1 vy = e =
S.B BER.2To887 29 .54 B _.S8%
$REa5222589335 288232853
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- 8
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-
— _—
- - 100bp

Fig. 1 Electrophoretic pattern at PvM115 locus (EST-SSR) in
24 Phaseolus genotypes detected in 6% silver-stained poly-
acrylamide gel. 10-bp DNA ladder (Invitrogen) are in first and
last lane
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An updated common bean core map

We screened ‘BAT93" and ‘Jalo EEP558" for poly-
morphisms using 156 EST-SSR primer pairs of the
PvM series, 16 combinations of restriction enzymes
(Rsal, Hindlll, Alul and Dral) and NBS primers
(Table 1) through the NBS-profiling methodology
and 28 combinations of AFLP selective primers. A
total of 140 EST-SSR primer pairs amplified scorable
loci, of which 50 were polymorphic. Regarding the
NBS-profiling method, the restriction enzyme Rsal
was chosen because it generated better amplification
profiles and more polymorphic RGA loci (data not
shown). The four NBS primers in combination with
Rsal produced 194 loci, of which 32 were polymor-
phic (Fig. 2). In addition, the AFLP selective primer
combinations (12 from EcoRI/Msel and 16 from Pstl/
Msel digestions) amplified 1,252 loci, 29% of them
being polymorphic. From these, 15 combinations
producing 203 polymorphic loci were selected for
genotyping the mapping population (Table 3).

Fig. 2 Amplification
pattern of RGA markers in
6% silver-stained
polyacrylamide gel. The
DNA was digested with
Rsal and amplified using
the primers AP and NBSa-
F. The parental lines are
represented in duplicate
(‘BAT 93°, lanes 1 and 2,
and ‘Jalo EEP558’, lanes 3
and 4); lanes 6 through 35
correspond to Fg RILs.
Arrows indicate
polymorphic loci. Lane 5
shows the 25-pb DNA
ladder (Invitrogen)

The merging of the data of the 285 loci developed
in this study (50 EST-SSR, 32 RGA and 203 AFLP)
with the data of 143 markers previously mapped into
the core common bean linkage map (Freyre et al.
1998) resulted in a map comprised of 413 DNA
markers (Table 4) distributed in 11 linkage groups
(LG). About 15 markers remained unlinked. The
length of the new linkage map was estimated at
1,259 ¢M, corresponding to an average of one marker
per 3.0 cM. The number of markers per LG ranged
from 32 (10) to 50 (8) while the LG lengths varied
from 75 (5) to 147 c¢M (2).

The levels of efficiency of both QTL mapping and
selection based on DNA markers is enhanced when
regularly spaced markers are available throughout the
linkage groups (Lander and Botstein 1989). If the
number of markers allocated to map positions is high,
existing gaps are more likely to be saturated. With the
integration of 282 new markers (50 EST-SSR, 32
RGA and 200 AFLP) into the common bean core
map, we were able to place new markers in some
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Table 3 Number of polymorphic loci per combination of
AFLP primers

Primer Selective nucleotides Number of
combination polymorphic loci
P31M64 P + AAA, M + GCT 18
P32M63 P + AAC, M + GCA 19
P37M64 P+ ACG, M + GCT 5

P39M65 P + AGA, M + GGA 8

P39M63 P + AGA, M + GCA 11
P38M65 P + ACT, M + GGA 4

P32M64 P+ AAC, M + GCT 6

E31M48 E + AAA, M + CAC 20
E39M49 E + AGA, M + CAG 10
E40M56 E + AGC, M + CGC 23
E37TM60 E + ACG. M + CTC 23
E31M60 E + AAAM + CTC 18
E40M49 E + AGC, M + CAG 8

E31M49 E + AAA. M + CAG 18
E39M48 E + AGA, M + CAC 12

Total 203

E EcoRI complementary primer, P Pstl complementary primer,
M Msel complementary primer

existing gaps. In LG 3, for instance, five AFLP, one
RGA, and one EST-SSR markers were positioned
between markers Bngl2 and D1151 and in LG 6 three
AFLP and one EST-SSR markers were positioned
between markers ROF7a and DI086. Similarly,
additional markers were placed in two linkage groups
within regions where QTL for resistance to

anthracnose were mapped before (Miklas et al.
2006b): the QTL interval (40-75 cM) in LG 1 was
saturated with seven AFLP and two EST-SSR
markers whereas the QTL interval in LG 2 (65—
95 ¢M) was saturated with 14 new markers, including
4 RGA (Fig. 3).

Slight discrepancies were observed between the
present map and the previous one (Freyre et al. 1998).
Linkage groups 2, 6 and 11 became shorter while LG
1, 3, 8, 9 and 10 became longer. These discrepancies
are probably due to the size of the mapping popu-
lation and the kind of markers used. In order to
develop a core linkage map and align the existing
RFLP maps, Freyre et al. (1998) used a number of
markers with more missing data and a smaller
population. For instance, the LG 2 of the Freyre’s
map had 175 ¢M while the corresponding groups in
the Florida and Davis’ maps had 128 and 107 cM,
respectively (Nodari et al. 1993a; Vallejos et al.
1992). In addition, the present map is about 30 ¢cM
longer than the one reported by Freyre et al. (1998),
because new markers were positioned at the end of
the groups, e.g., LG 10 had eight new loci mapped as
terminal markers, expanding its size to more than
36 cM (Fig. 3).

Segregation features
Most of the markers (82.5%) showed a 1:1 segrega-

tion ratio of the parental alleles (P <0.05), as
expected in a RIL population. Among the newly

Table 4 Distribution of

i LG No. of markers No. of novel markers Total Length (cM)
different types of marker % a
; previously mapped

over the linkage groups EST-SSR RGA AFLP

(LG) of the novel common

bean core map, and their 1 14 6 3 21 e 129.0

lengths in centimorgans 2 15 & 4 14 39 146.7

M

baie' 3 12 7 2 21 ) 143.0
4 | 3 23 35 99.6

" Mark — ) 15 5 | 18 39 75.2

arkers previously

assigned to the framework 6 15 2 0 16 3 97.1

of the common bean 7 14 2 4 14 34 105.4

integrated map (Freyre et al. 8 11 74 4 28 50 146.1

o R B et 9 7 7 1 1 26 123.1

sequence tag derived single

sequence repeats, RGA 10 9 4 3 14 R 108.4

resistance gene analog 11 11 3 5 20 39 852

markers based on NBS- Total 131 50 32 200 413 1258.8

profiling method
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Fig. 3 An updated common bean molecular linkage map
based on the *“BAT93" x ‘Jalo EEP558" RIL population. The
revised orientation and nomenclature of linkage groups follows
that of the Bean Improvement Cooperative (http://www.css.
msu.edubic/Genetics.cfm). About 261 markers were ordered
with LOD > 2.0 and their distances (cM) from top to bottom
are indicated to the left of linkage groups (LG). About 152
markers were assigned to linkage groups but not ordered in

positioned markers, 13 EST-SSR (26%), 7 RGA
(22%) and 28 AFLP (14%) showed segregation
distortion. Gametes in direct competition, meiotic

multipoint analyses (LOD > 2

.0) and were placed in the most

likely interval (gray boxes) without changing the map dis-
tances. Loci with distorted segregation ratios are indicated by
asterisks (*P < 0.05; #**P < 0.01; ***P < 0.001 for markers
skewed toward ‘BAT93’) or degree symbols (°P < 0.05;

%P < 0.01; °°°P < 0.001 for
EEE558")

markers skewed toward ‘Jalo

drive, and genes controlling pollen lethality are
factors that affect allele segregation during meiosis

and can produce distorted

ratios (Moyle and Graham
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Fig. 3 continued

2006). Among the 28 AFLP loci with distorted
segregation, similar numbers were found skewed
towards ‘BATO3" alleles (15) and ‘Jalo EEP558°
alleles (13). In contrast, segregation distortion affect-
ing EST-SSR and RGA loci favored ‘BAT93" alleles.
Nine EST-SSR and five RGA loci showed an excess
of ‘BATO93" alleles, while four EST-SSR and two
RGA loci showed an excess of ‘Jalo EEP558" alleles.
This could be explained by the higher adaptability of
lines carrying ‘BAT93" alleles. Since we used SSR
markers that are within genes it is possible that their
products were affected by natural selection leading to
the observed bias in the segregation ratios. Following
allelic frequencies of SSR loci in 24 generations,
Rodrigues and dos Santos (2006) reported that all loci
were affected by natural selection, which favored one
of the parental common bean accessions (‘Carioca
MG’) at 29 out of 30 loci.

Interestingly, markers showing distorted segrega-
tion were mainly located in six linkage groups. An
excess of ‘Jalo EEP558" alleles were positioned in
two regions located on LG 1 and 6, while an excess of
‘BAT93" alleles were mapped in four regions located
in LG 2, 7, 8 and 9. The clustering of markers with
segregation distortion possibly reflects the location of
genes that were favored by either meiotic selection or
inadvertent selection in BJ population.
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Marker distribution

Table 4 shows the distribution of marker types in the
common bean linkage groups together with group
lengths (in ¢cM). Non-anonymous EST-SSR and RGA
markers were mapped to all linkage groups, exclud-
ing LG 6. About 50 EST-SSR markers were ordered
with LOD > 2.0 into 40 distinct positions of the 11
linkage groups of the BJ map. Although EST-SSR
were positioned on all LGs, their distribution was not
uniform and varied from one in LG 4 to seven
markers in LG 3, LG 8 and LG 9 (Table 4).
Interestingly, LG 4 is the group in which most of
the microsatellites studied by Yu and coauthors were
mapped (Yu et al. 2000). This illustrates the
complementariness of both studies regarding the
saturation of the core map with SSR markers.

In general, we did not observe a direct relation
between number of markers and length of the LGs.
The shortest linkage group (75 ¢cM) had as many
markers (39) as the largest one (123 cM), which
contained 26 markers (Table 4). This could be
explained by the clustering pattern in some regions
of the bean genome. Using absolute co-segregation of
three or more markers as a criterion for defining a
cluster we inferred clustering in seven LGs: 1, 2, 3, 4,
6, 8 and 11, with large clusters (>8 markers) in



Mol Breeding

groups 4, 8 and 11 (Fig. 3). AFLP markers formed
the majority of the clusters. The uneven distribution
of AFLP markers derived from double digestion with
EcoRI and Msel was previously reported in other
legume species such as soybean (Young et al. 1999)
and adzuki bean (Vigna angularis; Han et al. 2005)
but also in the yellow passion fruit (Lopes et al.
2006). The preferential localization of AFLP loci in
DNA regions of recombination suppression may be
associated with the restriction enzymes used, which
may favor the finding of these markers in centromeric
regions, for example (Troggio et al. 2007), as they
may require methylation to maintain their specialized
functions. Here, we used the combinations PstI with
Msel and EcoRI with Msel, as suggested by Young
et al. (1999). These authors proposed that Pst1, which
is blocked by methylation would be more efficient
than EcoRI in producing AFLP markers placed at
random on linkage maps. In fact, out of 51 Pstl/Msel-
derived markers, only five were found completely
linked, two being located in the cluster of LG 4 and
three in the cluster of LG 8.

Mapping markers with putative known function

Several EST-SSR showing similarities with known
and unknown proteins were mapped in several
linkage groups. These include markers with highly
significant e-values (<e ™) such as PvM61 (LG 9)
from a sequence similar to members of the stress-
related NAC transcription factor family (Fang et al.
2008); PvM18 (LG 5) from a sequence similar to the
leucine-rich repeat (LRR) domain of plant disease
resistance genes (Ryan et al. 2007); and PvM87 (LG
3) from an EST similar to subtilisin-like proteases, a
class of enzymes involved in recognition of patho-
gens and activation of defense responses (van der
Hoorn and Jones 2004). A complete list of the
putative function of ESTs from which SSR markers
were developed in this work is presented in Table 5.

Mapping of RGA markers

About 32 RGA loci generated with the NBS-profiling
method using four degenerated primers that target the
NBS domain were mapped at 26 positions on 10
linkage groups (Fig. 3). The remaining six mapped at
exactly the same loci (RKF275 and RNF230 on LG 1;
RNF90, RNF115 and RNF180 on LG 2; RKF500 and

RKF510 on LG 7; RKF318 and RKF320 on LG 8;
and RNF330 and RNF475 on LG 11). This was
expecled, as many disease resistance genes occur in
clusters as complex loci in many plant species,
including common bean. The anthracnose resistance
locus Co-4 is such an example as it contains five
copies of the COK-4 gene (Melotto et al. 2004).
Vallejos et al. (2006) showed that multiple copies of a
gene member of the TIR-NBS-LRR family were
present within the / locus, which confers resistance to
Bean common mosaic virus.

At least five RGA markers mapped to regions
containing resistance genes for anthracnose and rust
diseases. In LG 1 the marker RNF120 co-located with
Co-1, Co-x, Co-w and Ur-9 genes; in LG 7 the marker
RKR385 was mapped near to Co-6 gene; and in LG
11 three markers (RNF330, RRF410 and RNF475)
were positioned in the region containing the Co-2
gene against anthracnose and Ur-3, Ur-11 and Ur-
Dorado genes against rust (Miklas et al. 2006a). The
RGA markers were also positioned in the vicinity of
QTLs located on the core map (Miklas et al. 2006a).
For instance, markers RKF275 and RNF230 (LG 1)
were mapped near to QTLs for resistance to common
bacterial blight and white mold. In LG 2, the marker
RRF230 was positioned in a region containing QTLs
for resistance to common bacterial blight and
anthracnose as well as RNF115, RNFI80 and
RNF90 co-located with a QTL for resistance to white
mold. The RGA RNF240 mapped to a region that a
QTL for resistance to Fusarium root rot was located
in LG 3. The marker RKR230 (LG 5) was mapped
together a QTL for resistance to white mold, and
markers RKF500 and RKF510 (LG 7) co-positioned
with a QTL conditioning common bacterial blight.
The marker RRF550 (LG 10) was mapped near a
QTL for resistance to angular leaf spot, and the
markers RNF330, RRF410 and RNF475 (LG 11)
were mapped near a QTL region for resistance to
anthracnose (Miklas et al. 2006a).

About 16 RGA fragments were sequenced, and
five sequences showed high similarity with plant
resistance proteins (Table 5). The BLASTx analyses
showed that RNF356 and RRF380 sequences are
similar to resistance proteins from Glycine max.
Similarly, sequences of RNF475 and RRF410 were
highly similar to resistance proteins from P. vulgaris
as well as the RNF330 sequence has similarity with a
resistance protein from Medicago truncatula. Several
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Table 5 continued

Organism matched

E-

Linkage group GenBank access number Homology

Marker code (Sequence name)

value

A. thaliana

3e-47
Se-13

(RNA-binding region domain-containing protein

NP _191557.1
AALS0980

11
PvMI153 (PVEPSE3002B08) 2

PvM150 (PVEPSE2030D10)
RGA

Brassica oleracea

Bax inhibitor-like protein

Medicago truncatula

9e-25

Disease resistance protein

ABE86051.1
AAC49509

11

RNF330 (RNBSaF330)
RNF356 (RNBSal-356)
RNF475 (RNBSaF475)

Glycine max

e-16

3e-T4
9¢-45

Lo

Disease resistance protein homolog

10

Phaseolus vulgaris

NBS type putative resistance protein

AAC33296.1

Glycine max

Disease resistance-like protein

AAF44094.1

10
11
4
8

RRE380 (RRGPE380)
RRE410 (RRGPF410)

RKF310 (RKDCF310)
RKR240 (RKDCR240)

Phaseolus vulgaris

le-42
2e-7

Resistance protein

ABN42886.1
ABD28710
AARI3317

Medicago truncatula

Polynucleotidyl transferase, Ribonuclease H fold

gag-pol polyprotein

Phaseolus vulgaris

2e-7

tagging approaches in candidate genes have been
used for analyzing resistance genes in crop species,
including common bean (Lopez et al. 2003; Miklas
et al. 2006b; Rivkin et al. 1999). Here we demon-
strate the feasibility of NBS-profiling methodology
for generating RGA loci as well as a complementary
tool for tagging RGA that were not yet mapped in the
common bean genome.
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