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RESUMO

CAPITULO-1. VIEIRA, Gismar Silva, Heran¢a Genética do Feijoeiro (Phaseolus
vulgaris L.) a Mancha Angular (Phaeoisariopsis griseola Sacc).
Uberlandia: UFU, 1997, 1-23p (Tese de Mestrado em Genética e

Bioquimica)

A mancha angular acomete o feijoeiro e sua importancia esta sendo aumentada devido a
diminui¢do do intervalo entre plantios, com uso de irrigagdes ou plantio de terceira época. O
controle desta doenga de forma mais eficaz ¢ por meio da resisténcia genética. A literatura
tem sido muito controvertida quanto ao controle genético desta doenca, variando de um a trés
genes envolvidos, com alguns casos apresentando domindncia completa e outros sendo

controlada por genes recessivos ou por ambos. Este trabalho teve a finalidade de esclarecer o

tipo de heranga, bem como quantificar o nimero de genes envolvidos no controle genético do

feijoeiro a um isolado patogénico de P. griseola Sacc. Obteve-se a populagéo segregante F, a

partir do cruzamento do progenitor resistente de origem andina, AND 277 e de uma cultivar

mesoamericana, Rosinha G2 de alta suscetibilidade. As caracteristicas dos progenitores em

relagio 4 mancha angular, bem como a patogenicidade do isolado e sua origem evolutiva

foram confirmadas, inoculando 46 cultivares, entre estas estavam algumas das diferenciadoras

. . . ~ ~ 4 ,qe
universais de mancha angular. As inoculagdes na concentragdo de 2 x 10" conidios por ml,

foram realizadas ao entardecer e incubou-se as plantas por 48 horas com auséncia de luz e alta

umidade. O patégeno comportou-se Como caracteristico de mesoamericano de acordo com a

infecdio observada em algumas diferenciadoras universais e demais cultivares. Confirmou sua

patogenicidade em populagdes segregantes F, bem como analise de chi-quadrado apresentou

a resisténcia do feijoeiro como MONOZENIC
idos, apresentam a cultivar AND 277 como uma 6tima

a e domindncia completa, sem efeitos

citoplasmaticos. Os resultados obt

fonte de resisténcia 4 mancha angular. Uma vez que esta cultivar nfo apresenta genes de
incompatibilidade genética, tem-se um gen6tipo em condigdes de ser utilizado em programas
de melhoramento do feijoeiro, restando avaliar outras caracteristicas agrondmicas.
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ABSTRACT

CAPITULO-1. Inheritance of Resistance Genetic in Common Bean (Phaseolus vulgaris L))
to Angular Leaf Spot (Phaeoisariopsis griseola Sacc.)

Angular leaf spot (Phaeoisariopsis griseola Sacc.) is a serious disease of common bean
and its importance is increasing due to the short periods between cultivations. Resistance is
the only practical mean for controlling this disease; however, the genetic control of the
resistance reported in the literature has been fairly controversial, showing one to three genes,
both dominant and/or recessive, conditioning this resistance. The objective of this
investigation was to establish the genetic control of resistance to angular leaf spot in common
bean. An F, segregating population was obtained from a cross between a resisant Andean
cultivar, AND 277, and a susceptible Middle American cultivar, Rosinha G2. The plant
symptom severity as well as the pathogenecity and the pathogen origin were evaluated
through the analysis of symptoms of 46 inoculated cultivars. Inoculations consisted of 2x10*
spores/ml and were applied in the evening. Inoculated plants remained in the dark for 48
hours with high humidity (>90%). The pathogen was classified as of Middle American origin.
Chi-square data of symptom severity in the F, population demonstrated that resistancee is
conditioned by one gene with complete dominance and no maternal effects. The cv. AND 277

is completely resistant to the angular leaf spot Middle American strain, and also does not

present genetic incompatibility in crosses with Middle American cultivars.



1.1 INTRODUCAO

A mancha angular do feijoeiro causada pelo fungo imperfeito Phaeoisariopsis griseola
Sacc. ¢ uma das principais doengas do feijoeiro. Embora alguns autores consideram-na como
doenga de final de ciclo ¢ de importéncia secunddria, para os plantios de “seca” e das “4guas”
(Vieira, 1994; Galli er al., 1980). Provavelmente esta consideragiio no passado levou a
maioria dos programas de melhoramento a nfo coloca-la em primeiro plano. Desta forma,
ndo existem cultivares no mercado que apresentem resisténcia a este patdgeno.

A medida que aumentam os prejuizos causados por esta doenga, maior € o interesse, no
methoramento genético do feijoeiro para a resisténcia a este patdgeno. Embora virios
trabalhos tenham mostrado que o controle genético desta caracteristica é monogénico, a
quebra da resisténcia no campo é observada facilmente, o que implica dizer a existéncia de
ragas fisiologicas. De uma forma geral as cultivares andinas apresentam resisténcia aos
isolados mesoamericanos e vice-versa (Guzman ef al., 1995; Pastor-Corrales, 1995; Otoya et
al., 1995).

No Brasil, a grande maioria da area plantada € com cultivares mesoamericanas, e de
acordo com trabalhos que mostram a co-evolugdo deste patdgeno com as cultivares, devemos
ter uma maior presenga de ragas mesoamericanas. Uma op¢do que estd sendo seguida por
véarios locais ¢ a introdugdio de genes de resisténcia a partir de cultivares resistentes de origem
andina (Paula Janior, 1995). Neste ponto, deve-se levar em conta o fato da incompatibilidade
existente no cruzamento entre cultivares andinas com mesoamericanas, devido a possibilidade
do encontro de dois genes dominantes € complementares, um de origem andina e outro de

origem mesoamericana, os quais levam a letalidade total ou parcial dos descendentes (Singh

& Gutierrez, 1984; Gepts & Bliss, 1985; Vieira et al., 1989).



Botelho et al. (1993) e Sartorato et al. (1995) testaram a cultivar AND 277,
respectivamente com 96 e 106 diferentes isolados, a qual apresentou resisténcia vertical
completa a uma grande parte dos isolados, sendo portanto uma dtima candidata, tanto para
estudos de heranca como para a transferéncia de genes de resisténcia a Phaeoisariopsis
griseola Sacc., desde que ndio apresente genes de incompatibilidade genética. Esta cultivar
além de apresentar resisténcia vertical, também apresenta contrastes morfoldgicos,
bioquimicos e moleculares em relago a cultivares mesoamericanas.

Este trabalho tem por objetivo estudar a resisténcia & mancha angular, frente a um
isolado patogénico de Phaeoisariopsis griseola Sacc., esclarecer o tipo de heranga e

quantificar o nimero de genes envolvidos no controle genético da resisténcia desta importante

doenga do feijoeiro. ‘



1.2 REVISAO DE LITERATURA

1.2.1 A Doenga

A mancha angular é uma doenga que apresenta uma distribui¢fo generalizada em todos
0s locais onde se cultiva o feijoeiro. Os prejuizos causados por esta doenga sdo influenciados
por varios fatores, tanto ambientais, como culturais, genéticos e suas interagdes. De uma
forma geral sdio mais prejudiciais para a cultura de acordo com o estddio em que inicia a
infegdo, sendo que quanto mais precoce a partir das duas primeira semanas e quanto mais
suscetiveis o hospedeiro, maior serd o prejuizo (Santos Filho ef al., 1978; Sindhan & Bose,
1980; Brenes et al., 1984; Sartorato, 1989 ). Anteriormente foi considerada uma doenga de
final de ciclo, tanto no Brasil quanto em outros paises, o que nos wltimos anos vem sendo
mudado, pois os prejuizos com este patégeno vem aumentando tanto nos plantios tradicionais,
quanto nos de inverno, ou terceira época (Galli ef al., 1980; Campos & Zak 1980, Sartorato &
Rava, 1992; Vieira, 1994). Em 1995 foi realizado no CIAT, Colémbia, um Workshop cujo
tema vinico foi a mancha angular do fefjoeiro, onde foi discutido de uma forma geral esta
doenga, que a cada dia aumenta sua importéncia.

No Brasil a mancha angular estd sendo um problema em vdrias regides onde se cultiva o
feijoeiro. Atualmente, segundo um questiondrio respondido por diversos produtores
brasileiros, tem-se nogio da importincia desta doenga, onde 87% das respostas, mencionaram
a mancha angular como a mais importante, sendo superior até a antracnose com 70% e

crestamento bacteriano com 63%, doengas importantes como ferrugem, fusariose ¢ mesmo



virose como mosaico comum do feijoeiro foram classificadas como secunddrias. A mancha
angular foi reportada como a mais severa, com 93% das respostas, e antracnose com 78%
(Thung, 1995). Em Santa Catarina, devido a grande variacdo climatica, a mancha angular tem
apresentado um comportamento irregular, de uma forma geral afeta todas as cultivares
recomendadas a este Estado, porém tem aparecido no final do ciclo o que ndo tem causado
grandes prejuizos (Hemp & Massignma, 1995). Em Séo Paulo, Minas Gerais, Pernambuco,
Parand e Goias, esta doenga, estd sendo nas suas devidas proporgdes, um problema para a
cultura do feijoeiro, o que tem estimulado os érgdos de pesquisas a buscarem em programas
de melhoramento cultivares resistentes a mancha angular (Ito et al., 1995; Paula Jinior, 1995;
Sartorato & Caprio da Costa, 1995, Miranda et al., 1995, Moda-Cirino & Oliari, 1995).

Em outros paises esta doenca também tem sido problemética. Na Coloémbia foi
observado que em regides favoraveis ao desenvolvimento do fungo, os prejuizos podem
chegar a 75%. Observou-se que quanto maior a densidade de plantio maior a intensidade de
infecgfio, devido ao microclima nestas condigdes (Michel, 1995). O autor acredita que se deve
buscar variedades resistentes ¢ implementar um manejo integrado a fim se ter maior sucesso
na cultura do feijoeiro. Na Costa Rica estd entre as principais doengas e, provavelmente, ¢ a

mais importante na Africa (Araya & Mora, 1995; Buruchara et al., 1995)

1.2.2 O Patégeno e sua multiplicagéo In vitro
S#o vérios fatores que influenciam na sobrevivéncia de P. griseola, tais como: meios de

cultura, temperatura, auséncia ou presenca de luz, umidade € interagdes entre estes. O tempo
de incubaciio é definido como o tempo médio entre a inoculagdo e o aparecimentos dos
primeiros sintomas da doenga na planta. Para P. griseola, foi observada, em condiges de
campo, uma variagio média de 7a 11 dias, de acordo com os grupos de isolados utilizados e a
cultivar (Sartorato, 1989).

O perfodo de laténcia compreende o tempo decorrido entre a inoculagéo e a esporulagdo
do patégeno, segundo Parlevit (1979), citado por Sartorato (1989). Quanto ao tempo de
esporulagdo, a literatura ¢ mais abrangente em experiéncias em laboratérios, com os mais
diversos meios de cultura. Entre seis meios de cultura testados por Campos & Zak (1980), os
meios TA (Tomate-Agar) e V-8-a (conjunto de verduras mais agar) foram os que

demonstraram maior crescimento micelial e esporulagéo. O que ndo foi observado por outros

autores que obtiveram melhores resultados com um conjunto de verduras cozidas e CaCOs;,



apos 20 dias de incubagfo (Santos Filho, 1976) ou com meio preparado com de folhas de
feijo-dextrose-agar (Silveira, 1967; Sartorato, 1989). Juliatti et al. (1995) avaliaram um total
de 9 meios de cultura para induzirem o crescimento micelial e esporulagfio “in vitro” de P.
griseola, demonstrando que o melhor meio foi a base de carne, legumes, CaCOs, juntamente
com o complexo vitaminico Panvit, que teve um efeito positivo tanto no crescimento micelial
quanto na esporulagdo do isolado utilizado. Outros meios tradicionalmente utilizados por
outros pesquisadores ndo foram eficientemente produtivos. De certa forma, os dados
apresentados na literatura mostram que o meio a base de folhas de feijdo permite um menor
periodo para a esporulagdo. J& o meio a base de legumes ¢ CaCO3 aparentemente oferece um
maior nimero de esporos, embora demore mais tempo para obté-los (Silveira, 1967;
Sartorato, 1989; Santos Filho et al., 1976, Juliatti ef al., 1995).

Diante das varias opgdes em meios, deve-se lembrar a possibilidade de existir interagdes
entre estes e os isolados, sugerindo que ndo se deve generalizar qual deve ser utilizado e sim

buscar informagdes sobre estas interagdes (Sato & Piza, 1993).

1.2.2.1 Co-evolucio patogeno-hospedeiro

A Biologia Molecular associada a outras informag¢des envolvendo patdgeno e
hospedeiro pode ser utilizada tanto para caracterizar a variabilidade genética de fitopatégenos,
como para mostrar a co-evolugéo entre patogeno e hospedeiro. A implicagdo deste trabalho
esta no auxilio as estratégias a serem utilizadas no melhoramento visando resisténcia a este
fitopatogeno (Guzman et al. 1995; Pastor-Corrales, 1995). Guzman et al. (1995) estudaram a
co-evolugdo entre 62 isolados de Phaeoisariopsis griseola originados de trés regides (Malawi,
Estados Unidos e Brasil), e diversos genotipos do feijoeiro de diferentes grupos de origem.
Do lado do hospedeiro trabalhou-se com base na classificagfio por isoenzima e faseolinas com
dois grupos; grupo 1 (andino) e 2 (mesoamericano). Inoculando-se hospedeiros com isolados
de mesma origem ou grupo, observou-se que eram mais patogénicos a cultivares do mesmo
grupo. Quando analisou-se estes isolados por meio de marcadores de RAPDs (Random
Amplified Polymorphic DNA) percebeu-se que 0s 62 isolados poderiam ser divididos em dois
grupos, que vem de encontro com a co-evolugdo patogeno hospedeiro. A grande variabilidade
deste fungo é um fator limitante na obtengdo de cultivares resistentes.

A utilizacdio de técnicas moleculares permite 0 monitoramento da ocorréncia das ragas,

verificando sua prevaléncia em regibes especificas, o que € uma informagdo essencial para o



direcionamento das cultivares a serem plantadas. Recomenda-se cultivares mesoamericanas
ou que possuam genes de resisténcia desta origem, em locais onde prevalecem racas
patogénicas andinas, e vice-versa nos locais que prevalegam ragas patogénicas
mesoamericanas (Guzmdn ef al., 1995; Pastor-Corrales, 1995; Otoya et al., 1995).

Uma aplicagdo pratica, em parte, do uso das informag¢des de co-evolu¢do no controle da
mancha angular é utilizada no continente Africano, que € a mistura de cultivares, o que ainda
ndo € convencional em relagdo ao agricultor brasileiro (Trutmann & Pyndii, 1994). Desta
forma os autores observaram que quando se utilizam substitui¢des de uma variedade local,
por uma resistente, ha um controle na doenga sem o uso de fungicidas, porém ressaltam que a
cultivar a ser utilizada deve variar de local a local, uma vez que nfio obtiveram os mesmos
resultados em diferentes locais com a mesma cultivar resistente. A escolha das cultivares pode
ser feita com informag¢des obtidas no monitoramento das ragas, juntamente com a

caracterizagio genética das cultivares, frente a diferentes isolados quanto a esta doenga,

completando assim a aplicago prética dos estudos de co-evolugéo.

1.2.3 Heranga da resisténcia 4 mancha angular

Informagbes sobre a heranga da resisténcia @ mancha angular e o niimero de genes
envolvidos sdo relativamente abundantes na literatura. Talvez pela falta de informagdes sobre
a variabilidade genética do fungo ou pela variabilidade dos progenitores envolvidos nas
avaliagbes feitas, observa-se divergéncias quanto a uma precisa determinagdo dos
componentes genéticos do feijoeiro que lhe conferem resisténcia, bem como no nimero de
genes envolvidos. Barros et al. (1957), com base em varios cruzamentos realizados na
Coldombia, demonstraram que a resisténcia a esta doenga era controlada diferentemente, ora
por dois genes ou trés genes recessivos e independentes em sua maioria, € em poucos casos
dominante. Santos Filho ef al. (1976) utilizando a cultivar resistente Caraota A-260,
determinaram que a resisténcia era controlada por um gene recessivo. Singh & Saini, (1980),
utilizando como fonte de resisténcia o P. coccineus cruzado com uma cultivar suscetivel de P.
vulgaris, verificaram que a heranga a P. griseola é monogeénica e recessiva. Sartorato ef al.,
(1993) determinaram em diversos cruzamentos simples, que a heranga variou desde um gene

dominante a dois genes independentes € complementares. Carvalho et al. (1996), em trabalho



preliminar, feito a partir do cruzamento da cultivar resistente AND 277 e a cultivar suscetivel

Carioca A285, determinou que a heranga era monogénica e dominante.

Sartorato (1989) ressalta que para se ter um bom programa de melhoramento

sustentavel quanto a busca de genotipos resistentes 8 mancha angular deve buscar o méaximo

de informacdes na interagdo patogeno-hospedeiro bem como nas condigdes ambientais que
influenciam nesta interagfo. Além do conhecimento na interagdo patégeno hospedeiro, deve

se buscar esclarecer os componentes de resisténcia parcial, tais como periodo latente,

{ frequéncia de infecgfo e periodo de infe¢do. Para uma aplicagdo prética, deve-se conhecer um

ou dois componentes de resisténcia parcial de maior importéancia e utiliza-los para selecionar

| gendtipos superiores (Habtu & Zadoks, 1995).



1.3 MATERIAL E METODOS

Parte desta investigacdo foi realizada em Casa de Vegetagdo e no Laboratorio de
Genética Molecular pertencentes ao Departamento de Genética e Bioquimica, € parte em Casa
de Vegetaglo, Cimara de inoculagiio e no Laboratério de Fitopatologia pertencente ao

Departamento de Agronomia da Universidade Federal de Uberlandia.

1.3.1 Material Biolégico

1.3.1.1 Cultivares, diferenciadoras, progenitores e populacdes segregantes

Os cruzamentos envolveram a cultivar Rosinha G2 como progenitor suscetivel de
acordo com vérias publicagdes (Sartorato, 1989; Sartorato ef al., 1991; Sartorato & Rava,
1992; Sartorato et al., 1993). Com excegdo dos resultados apresentados por Otoya et al.,
(1995), onde apresentam uma co-evolugdo deste patogeno com o feijoeiro, esta cultivar
apresentou resisténcia genética a alguns isolados de origem andina. A cultivar AND 277 foi
escolhida previamente como progenitor resistente, de acordo com a literatura, a qual a
colocava como Gtima fonte de resisténcia vertical a mancha angular (Botelho et al., 1993;
Sartorato & Caprio da Costa, 1995).

Paula Janior (1995) discute o fato de que em Minas Gerais praticamente toda area ¢é
plantada com cultivares de origem mesoamericana, € portanto uma boa fonte de resisténcia se
encontra nas cultivares de origem andinas e que a cultivar AND 277 estd entre a principais
fontes utilizadas no Programa Estadual de Melhoramento do Feijoeiro de Minas Gerais.
hibridas, parentais ¢ populagdes segregantes, foram plantadas em sacos

As sementes

plédsticos escuros. Cada saco com capacidade para 3 litros de substrato, era composto de 3

partes de terra para 1 de esterco de galinha. A cada 30 kg da mistura do substrato foram

acrescidos 70 gramas de calcario, ¢ 80
300 sacos com uma semente em cada. Deste total 252 eram individuos da geracéio F2, 15 de

cada progenitor e 18 hibridos F1 sendo 10 F; (Rosinha G2xAND 277) e 8 F; (AND 277x

gramas de adubo 4-30-16. No total foram plantados

Rosinha G2)
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1.3.1.2 Isolamento, multiplicacio e determinagio da patogenicidade do isolado de

Phaeoisariopsis griseola Sacc.

Foi obtido um isolado patogénico de P. griseola, junto ao CNPAF, porém nio
monospoérico. O isolado foi repicado para multiplicacdo e esporulagdo, no Laboratério de
Fitopatologia da UFU, em meio alimento infantil Nestlé com carnes e legumes, mais o
complexo vitaminico Panvit preparado de acordo com Juliatti et al. (1995). O primeiro passo
foi conseguir uma cultura monospoérica deste isolado. Apoés 28 dias o isolado estava em plena
esporulaco. Colocou-se 10 ml de 4gua ultrapura e autoclavada nos tubos para suspensdo dos
conidios, os quais eram diluidos posteriormente de acordo com a contagem em
hemacitémetro. Retirou-se aliquotas da suspensdo diluidas, contendo alguns esporos, os quais
foram colocados em uma Jamina coberta com uma camada aproximadamente 2 mm de 4gar-
dgar 3% e levados a estereomicroscopio para separar conidios isolados. Isolou-se pequenos
cubos da cobertura de agar, contendo esporos isolados, e estes foram “semeados” no meio
alimento infantil, a onde observou-se o desenvolvimento de colonias monospoéricas.

O teste de patogenicidade do isolado foi feito frente aos progenitores, e diferenciadoras
¢ demais cultivares, perfazendo um total de 46, representando os dois grandes centros de
origem do feijoeiro, andino e mesoamericano. O ensaio foi em delineamento inteiramente
casualizado, com trés repetigdes, com uma semente por recipiente.

Uma vez obtido o isolado monospdrico, este foi repicado, tanto em placas de petri,

quanto em tubos de ensaio. Em alguns tubos o complexo vitaminico Panvit foi substituido por

Suplevit-EMS e Protovit-Roche, na mesma propor¢éo, para crescimento e esporulagdo. O
atorio de Genética Molecular e mantido em cdmara de

fungo foi transferido para Labor

crescimento B.0.D a temperatura de =24 °C por aproximadamente 28 dias.

1.3.2 Inoculacdes e avaliagdes
s. acrescentou-se 10 ml de dgua desionizada em cada tubo de

Para retirar os esporo

ensaio, passava-se um pincel suavemente sobre as
os por meio de uma camada de gaze. Homogeneizava

colonias para retirada de uma suspenséo de

esporos, sem os danificarem, filtrava-
m dos esporos com auxilio de um

este filtrado agitando-o suavemente, pard a contage
hemacitdmetro (cAmara de Neubaer) € microscopio. A concentragfo do indculo utilizada foi
de 2x10* esporos por ml de acordo com diversos autores ( Santos Filho et al., 1976;

Buruchara e al., 1988; Sartorato, 1989; Lacerda et al., 1994).
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Uma vez homogeneizado o indculo contendo os esporos, acrescentou-se 200 ul de
Tween 20 (Polyoxyethileno monoolato de sorbitan) a cada 500 ml da mistura de conidios em
dgua, para se ter maior aderéncia dos esporos as folhas. Neste momento as plantas
apresentavam o inicio do 22 par de folhas trifolioladas, as quais recebiam por meio de um
pulverizador manual, uma névoa do inéculo, em ambas faces da folha, tomando-se cuidado
para ndo aplicar em excesso.

As plantas foram inoculadas ao entardecer, quando apresentavam a primeira ou a
segunda folha trifoliolada completamente expandida, irrigadas com aspersdo e cobertas com
plastico escuro para manutengfo da alta umidade e auséncia de luz por 48 horas. Durante este
tempo as temperaturas maximas e minimas foram registradas apds serem conferidas em um
termdmetro de maxima e minima, o qual permaneceu junto as plantas neste periodo. A média
das méximas temperaturas foi de 25 °C e a das minimas de 21 °C.

Apés 15 a 20 dias ap6s as inoculagdes iniciou-se as primeiras avalia¢Ges, que foram
realizadas de acordo com escalas diagraméticas de avaliagdes, com base no tamanho de lesdes

e area foliar (%) infectada com mancha angular, utilizadas por Sartorato (1989).

1.3.3.1 Anilises estatisticas para avaliacoes das cultivares e para determinacio do

controle genético da resisténcia ao fungo P. griseola.
As 46 cultivares inoculadas foram avaliadas por meio de andlise de varidncia e suas

médias foram comparadas pelo teste de Tukey ao nivel de 1 € 5% de probabilidade. Todas

andlises foram processadas pelo software SAS.

1.3.3.2 Origem evolutiva do isolado monospoérico

Apesar de nfo incluir todas as cultivares diferenciadoras da mancha angular,

determinadas pelo CIAT, entre as
diferenciadoras de ambos centros de origem. O que permite determinar a sua origem

rmite dar um numero ao isolado monosporico obtido e

46 cultivares avaliadas estavam algumas que sdo

evolutiva, no entanto ndo pe

denominado como Pg-UFU1.
terminada de acordo com sua interago com 12 cultivares

A origem do isolado € de
(Tabela 1). A forma de avaliagdo

diferenciadoras, sendo 6 andinas € 6 mesoamericanas
4 apresentada por Habgood (1970), onde de acordo com uma

apresentada pelo CIAT ¢é similar
iniciando-se de 1 para primeira cultivar e 32

numeragéio em progressdo geométrica de razio 2,
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para a ultima numa ordem fixa. Inicia-se com as 6 cultivares andinas, e depois as 6
mesoamericanas. A progressdo € interrompida quando muda o grupo de diferenciadoras. A
cada cultivar diferenciadora que um determinado isolado colonizou adiciona-se o niimero da
mesma, de forma que o mimero da raga ¢ obtido pelo somatério dos nimeros das cultivares
infectadas por ele. A defini¢dio da origem é dada de acordo com o somatério obtido em cada
grupo de diferenciadoras, em comparagdo entre os resultados obtidos, de forma que o maior
determina a origem. O niimero méaximo que pode ser obtido em cada centro de origem é 63.
Como exemplo e orietando-se pela Tabela 1, um isolado que receber o ntimero 31-15 infectou
as cultivares andinas; A, B, C, D e E, (1, 2, 4, 8 e 16) e mesoamericanas; G, H,I1eJ (1,2, 4 ¢
8). Como 31 é maior que 15 o isolado ¢ determinado como andino.

Tabela 1. Esquema de cultivares diferenciadoras universais para determinagfo da

origem do isolado, proposta pelo CIAT (1995).

Isolado
reRm - ; *  andino *  mesoamericano
pos Cultivares N~
Timoteo Al | x 1 -
| G 11796 B (2 |x 2 -
andino Bolon Bayo Cij4 | x 4 -
' Montcalm D |8 | x 8 X 8
Amendoin E |16 | x 16 -
G 5686 F |32] x 32 -
Pan 72 G |1
: G 2858 H |2 - X 2
mesoamericano |Flor de Mayo | 1 [4 - X 4
Mexico 54 J |8 - X 8
BAT 332 K |16 - -
Comnell 49242 | L |32 - -
ZA-TM** N 63-0 8-15

representam as cultivares diferenciadoras infectadas.

*

As colunas marcadas com “X”
* « 7 r r ,
*Cada isolado ou raga recebe um numero, o qual ¢ a somatdria dos numeros na

respectiva ordem das diferenciadoras andinas (A) e mesoamericana (M), para os dois
exemplos tedricos nesta tabela a Raca andina seria Rac¢a 63-0 e a mesoamericana seria

Raga 8-15



7 AR

| E

1.4 RESULTADOS E DISCUSSAO

1.4.1 Patogenicidade e origem evolutiva do isolado Pg-UFU1 e avaliacdes de 46

cultivares
A metodologia descrita para obter o isolado monosporico, embora mais trabalhosa do

que a descrita por Sartorato (1989), possibilitou obter um isolado monospérico de alta
confiabilidade o que deu suporte para estudos de patogenicidade e heranga da resisténcia. Em
relagio aos isolados monospdricos obtidos posteriormente junto ao CNPAF, nido
apresentaram um bom desempenho no meio alimento infantil, tendo um bom crescimento
micelial, porém observou-se uma insignificante produgdio de esporos. Uma possivel
explicagdio para este mal desempenho talvez seja o fato de que o meio de cultura anterior
(composto de folhas de feijoeiro) foi substituido por meio alimento infantil, uma vez que ha
interacdo entre o meio de cultura e o isolado (Sato & Pizza, 1993)

Os resultados obtidos com a inoculagdo de P. griseola nas 46 cultivares de acordo com
analise de varincia foram significativos. A comparagdo entre médias pelo teste de Tukey,
detectou diferencas significativas entre as cultivares (Tabela 2). Em relagio ao isolado, sua
patogenicidade e sua capacidade de separar as cultivares em resistentes e suscetiveis, ficou
evidente, onde algumas demonstraram uma resisténcia vertical completa, incluindo entre estas
a cultivar AND 277, e outras foram extremamente suscetiveis, destacando-se a cultivar
Rosinha G2 com maior nota média (Tabela 2). Os resultados obtidos com o isolado Pg-UFU],
em relagdo aos progenitores confirmam 0 que foram determinados por diversos autores que
mostram a alta suscetibilidade da cultivar Rosinha G2 (Sartorato, 1989; Sartorato et al., 1991:

Sartorato & Rava. 1992: Sartorato et al,. 1993), assim como a Otima resisténcia vertical da

cultivar AND 277 (Botelho et al., 1993; Sartorato & Caprio da Costa, 1995; Paula Jinior,

1995). Portanto este isolado se mostra ideal, para a determina¢do da heranga da mancha

angular a partir dos progenitores escolhidos.

Tt el reiorad o Therdin
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Tabela-2. Resposta de 46 cultivares de feijoeiro inoculadas com o isolado monospdrico

de P. griseola. UFU-Uberlandia MG, 1996.

CULTIVARES CENTRO DE NOTA MEDIA VARIACAO Tukey
ORIGEM DA NOTA 5% 1%
Rosinha G2 mesoamericano 3,67 3-4 a A
IPA 10 mesoamericano 3,33 3-4 ab AB
Mulatinho mesoamericano 2,67 2-3 be ABC
Onix mesoamericano 2,67 2-3 be CDE
Ipanema mesoamericano 2,00 2-2 cde CDE
Cornell 49242* mesoamericano 2,00 2-2 cde CDE
Ouro Negro mesoamericano 2,00 2-2 cde CDE
Diamante Negro mesoamericano 2,00 2-2 cde CDE
Rio Tibagi mesoamericano 2,00 2-2 cde CDE
Jalo EEP558 andino 2,00 2-2 cde CDE
S#o José mesoamericano 2,00 2-2 cde CDE
Bico de Ouro mesoamericano 2,00 2-2 cde CDE
Goiano Precoce andino 2,00 2-2 cde CDE
EMGOPA 201-Ouro mesoamericano 2,00 2-2 cde CDE
Vitéria mesoamericano 2,00 2-2 cde CDE
IPA-6 mesoamericano 2,00 2-2 cde CDE
Grande Rio mesoamericano 2,00 2-2 cde CDE
Xamego mesoamericano 2,00 2-2 cde CDE
Enxofte mesoamericano 2,00 2-2 cde CDE
Aporé mesoamericano 2,00 2-2 cde CDE
Carioca mesoamericano 2,00 2-2 cde CDE
JIAPAR 31 mesoamericano 2,00 2-2 cde CDE
IRAI andino 2,00 2-2 cde CDE
JAPAR 14 mesoamericano 2,00 2-2 cde CDE
Carioca MG mesoamericano 2,00 2-2 cde CDE
MD 820 mesoamericano 2,00 2-2 cde CDE
IAPAR 57 mesoamericano 2,00 2-2 cde CDE
Corrente mesoamericano 2,00 2-2 cde CDE
Emgopa Rubi mesoamericano 2,00 2-2 cde CDE
Roxo 90 andino 2,00 2-2 cde CDE
Bagajo andino 1,67 1-2 def CDE
RG1342CH60 mesoamericano 1,67 1-2 def CDE
Ouro Branco andino 1,67 1-2 def CDE
Mex 279 mesoamericano 1,33 1-2 ef DE
Safira mesoamericano 1,33 1-2 ef DE
C.C2 mesoamericano 1,33 1-2 ef DE
Novo Jalo andino 1,00 1-1 f E
Amarelinho andino 1,00 I-1 f E
Jalo Precoce andino 1,00 1-1 f E
Roxo RG andino 1,00 1-1 f E
BAT 93 mesoamericano 1,00 1-1 f E
MEX 54* mesoamericano 1,00 1-1 f E
G5686* andino 1,00 1-1 f E
AND 277 andino 1,00 — -l f E
entre si ao nivel de significancia indicado

5 distintas diferem

Médias seguidas por letra

D.M.S. 5% = 0.98187 -
*Diferenciadoras Universais da Man
Notas: 1= sem lesfes. 2= lesbes angi
de area infectada. 3= lesoes angulares ou
cobrindo 10 a 20% de area infectada. 4=
60% de area infectada

D.M.S. 1% = 1,09935

cha Angular do Feijoeiro
Jares e/ou irregulares, necroticas, até 2,0mm, de 1 a 5%

irregulares, necroticas, até 2,10 a 3,00mm, ou
lesdes angulares, necréticas, > 3,1mm, ou de 40 a
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Quanto ao isolado Pg-UFU1, a Figura 1 nos mostra a distribui¢do das cultivares de

ambos os centros de origem quanto & reagdo ao P. griseola, suscetiveis e resistentes. No

entanto, as cultivares mesoamericanas tiveram notas média maiores, € poucas apresentaram

resisténcia vertical completa (5.88%), enquanto que as andinas na sua maioria foram
resistentes, algumas apresentando resisténcia vertical completa (50%), nos periodos avaliados.

Apesar de ndo ter sido inoculado todas diferenciadoras, existem basicamente 3 fatos que

apontam este isolado como mesoamericano uma vez que: a) foi coletado no Brasil e de acordo

com Paula Janior (1995), ha neste pais uma prevaléncia de cultivares mesoamericanas, b) de

acordo com a Tabela-2 e Figura-1 o isolado foi mais patogénico as cultivares

mesosamericanas, c¢) dentre as cultivares diferenciadoras universais utilizadas, foi capaz de

infectar a cultivar Cornell-49242 o que lhe da no minimo na determina¢do de raga o niimero

32, mas néio infectou a cultivar G5686. Mesmo que seja patogénico as demais diferenciadoras

andinas, a somatéria dos niimeros s6 serd 31, o que lhe caracterizaria como mesoamericano.

Para determinagfo do nimero da raga do isolado Pg-UFU1 é necessria a inoculagdo deste em

todas diferenciadoras.
n et al. (1995); Pastor-Corrales, (1995); e Otoya et al., (1995),

De acordo com Guzma
ste infectar cultivares andinas € esperado,

no entanto, o fato de

este isolado é mesoamericano,
rcialmente no Brasil cultivares de ambos centros e de acordo

uma vez que sdo plantadas come

com a co-evolugdo descrita pelos autores acima, isto é esperado.
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Figura-1. Distribui¢do da frequéncia de reagdo nas cultivares de ambos “pools”

génicos de Phaseolus vulgaris ao isolado monosporico de P. griseola Pg-

UFUL. Uberlandia, MG. 1996.

1.4.2 Heranga do feijoeiro 2 mancha angular
Nao existe incompatibilidade genética entre o cruzamento de AND 277 e Rosinha G2, o

que informa que a cultivar AND 277 apresenta o genotipo quanto a letalidade dlidlidhdl, o

que a coloca como uma 6tima fonte para transferéncia de genes de resisténcia (Singh &

Gutierrez, 1984; Gepts & Bliss, 1985; Vieira ef al., 1989).
Os hibridos foram confirmados com base em caracteres contrastanies entre os

Progenitores, morfologicos (habito de crescimento, cor de flor, cor de vagem) e bioquimicos

(faseolinas S e T). Estes individuos manifestaram as caracteristicas dominantes de ambos os
1 eletroforético, neste

Progenitores ou codominantes no caso das proteinas de reserva. O perfi
e reserva, permite descobrir se

Caso em que ocorreu um contraste a nivel de proteina d
isto mesmo antes da germinagdo. A

Talmente h4 uma hibridagdo ou uma autofecundagdo,
uma vez que as caracteristicas

Confirmagio da hibridagio ¢ um ponto importante,
relacionadas com a semente sdo na maioria maternais, 0 que implica dizer que dependendo
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das caracteristicas dos progenitores, ¢ quem foi utilizado como parental receptora, a
segregacdo so sera observada na geragdo Fs.

As condi¢des ambientais tanto internamente, quanto externamente, foram favordveis
para o aparecimento de sintomas em diferentes fases do desenvolvimento (Figura-2 ), que
foram observados aproximadamente duas semanas ap6s a inoculagfio. Verificou-se entre os
individuos inoculados que, dos 185 F,, 140 foram resistentes e 45 suscetiveis, segregando
huma proporgéo fenotipica proxima a 3:1, apresentando um chi-quadrado nfo significativo,
Com uma probabilidade entre 0,20 e 0,30. O fato de apresentar uma probabilidade
relativamente baixa, nfio deprecia o resultado obtido, uma vez que para estas analises foram
utilizadas apenas duas classes (resistentes ¢ suscetiveis), portanto apenas um grau de
liberdade. O gene dominante que controla esta resisténcia foi pouco influenciado pelo
ambiente como evedenciada pela no variagio da reagdio dos progenitores e geragio F.
Quanto ao caracter da resisténcia, de acordo com as inoculagdes nos hibridos, afirma-se que €
dominante, ¢ que ndo houve variagdes entre os hibridos, o que mostra que ndo existe
influéncia de efeitos citoplasmaticos (Tabela 3).

Os resultados demonstram que a heranga da resisténcia 2 mancha angular é monogénica
¢ dominante, o que corrobora alguns resultados j& descritos (Cardona-Alvarez, 1962,
Carvalho, 1995). A cultivar AND 277, entre outras caracteristica, apresenta-se como Otimo

Material genético para estudos com marcadores moleculares associados a resisténcia.

Tabela-3. Teste do chi-quadrado para avaliagio da resisténcia 4 mancha angular do
feijoeiro. UFU-Uberlandia, 1996.

Nlde  freq Obs Freq. Obs Freq. Esp Freq. Esp o2 P
POpula(;Ges Plantas Resistentes Suscetiveis Resistentes Suscetiveis
inoculadas
AND 277 8 8 0 8 0
Rosinha G2 11 0 11 0 11
Fi (anp 2775 RG2) 7 7 0 7 0
Fy (Ra2 x anp 277) 7 7 0 7 0

F2 (Re2 x anp 277) 185 145 40 138,75 46,25 1.126 0,30-0,20
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Figura-2. Folhas inoculadas dos descendentes do cruzamento AND 277xRosinha G2.
A) Folha F, apresentando-se sadia 20 dias ap6s a inoculagdo com P. griseola
B) Folha F, no inicio da infe¢do por P. griseola, 12 dias apos a inoculagdo.
C) Folha F, aos 20 dias pos inoculagdo com P. griseola.



1.5 CONCLUSOES

O isolado monospérico de Phaeoisariopsis griseola Sacc., obtido nesta institui¢do e
denominado neste trabalho Pg-UFUl, foi caracterizado dentro do contexto de co-evolugdo
COmo mesoamericano.

A cultivar AND 277 apresenta uma boa resisténcia vertical ao isolado Pg-UFU1 de P.
griseola estudado. Nzo apresenta gene de incompatibilidade genética, uma vez que a cultivar
Rosinha G2 o apresenta, sendo uma 6tima fonte de resisténcia & mancha angular, tornando-se
assim, um 6timo material genético para programa de melhoramento, com a finalidade de
incorporar genes de resisténcia andinos a cultivares mesoamericanas, no entanto, € necessario
avaliar outras caracteristicas agronOmicas.

A cultivar Rosinha G2 mostrou-se muito suscetivel, & mancha angular, embora passou
Outras caracteristicas de interesse agronémica.

A heranga da resisténcia @ mancha angular do feijoeiro, ao isolado Pg-UFU1, tendo
como fonte de resisténcia da cultivar AND 277, é monogeénica e de dominancia completa, ndo

apresentando efeitos citoplasmaticos.
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RESUMO

CAPITULO-2 VIEIRA, Gismar Silva. Mapeamento de Caracteres Importantes
para o Melhoramento Genético do Feijoeiro. Uberlandia: UFU, 1997,
24-67p (Tese de Mestrado em Genética e Bioquimica)

A aplicagio de técnicas de Melhoramento Genético depende entre outras, de
informagges basicas da Genética. Estudos de ligagdo sdo importantes, na escolha da melhor
metodologia a ser utilizada em um processo de sele¢io ou melhoramento. Com a finalidade
de realizar uma analise genética ¢ mapeamento de caracteres importantes para o
melhoramento do feijoeiro procedeu-se esta investigagdo. A partir do cruzamento entre a
cultivar AND 277 de origem andina ¢ Rosinha G2 de origem mesoamericana, obteve-se as
Progénies F; ¢ F, para estudos: a) agrondmicos, (gene de resisténcia 2 mancha angular - Als),
b) morfolégicos, (habito de crescimento, cor de semente, flor e vagem, escurecimento da
Corona, peso, largura e comprimento da semente), ¢) bioquimicos, (faseolina, e Spa e Spb) e
d) moleculares (marcadores de RAPD). Para peso, comprimento e largura, verificou uma alta
herdabilide, com 4,98, 2,89, e 1,46 genes, respectivamente. As demais informagdes genéticas
foram mapeadas pelo programa “Software” Mapmaker 3b, e a estrutura do grupos foi
Mmontada de acordo com LOD score 3.0-0.3 ¢M, o qual as dividiu em trés grupos de ligagdes.
O grupo I apresentou uma extensio mapeada de 95,9 cM incluindo duas marcas moleculares
(RAPDs) ligados ao Als e ao gene C, que determina coloraca(; na semente. No grupo II
Mapeou-se 57,06 ¢M o que compreendeu um RAPD mais os genes V, que determina cor de
flor mais o gene Cor que é responsavel pela coloragdo escura na corona. O grupo III ficou
restrito as caracteristicas bioquimicas estudas, porém foi determinado uma distancia de 1,7
¢M entre Spa e Spb o que nfio havia sido relatado. O habito de crescimento (HC) ¢ demais

locos, de acordo com 0 nimero de marcadores estudados, nfio correlacionaram com nenhuma

Caracteristica estudada.
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ABSTRACT

CAPITULO-2 Genetic Mapping of Important characterses for the Genetic
Improvement of Common bean.

The application of techniques of molecular Genetic Improvement depends on basic
information in Genetics. Connection studies are important, in the choice of the best
methodology to be used in a selection process or improvement. With the purpose of
accomplishing a genetic analysis and mapping important characteres in the improvement of
the common bean genome this investigation was proceeded. F, and F, gerations of the cross
between cv. AND 277 (Andean origin) and Rosinha G2 (Middle American), was obtained to
investigate the follwing characters: a) agronomic, (resistance gene to the angular leaf spot -
Als), b) morphologic, (growth habit, seed color, flower and bean, darkness of the corona,
weight, width and length of the seed), ¢) biochemical, (phaseolina, Spa and Spb) and d)
molecular (RAPD markers). For seed weight, length and width, it was verified a high broad
Sense, heritability, with 0.48, 0.47 and 0.60, respectivaly, It was estimated 4.98, 2.89 and
146 genes, controlling thes seed characters, respectively. The other genetic information were
Mapped using the Mapmaker 3b software, and the structure of the groups was set up in
agreement with LOD score 3.0-0.3 cM, which divided them in three groups. The group I
Presented a region of 95.9 ¢cM mapped including two molecular markers (RAPDs) linked to
Als and the C gene, that determines color seed. In the group II, 57.06 ¢M was mapped
inClllding one RAPD marker and the ¥, and Cor genes, conditionig respectively flower and
Corona color. The group I1I was restricted to the biochemical markers, Phs, Spa and Spb, with
a distance of 31.0 ¢cM betwwen Phs and Spa, and a distance of 1.7 ¢M between Spa and Spb,
Which had not been determined in the literature. The growth habit and other locis, in

agreement with a number of studied markers, did not correlate with any studied character.
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2.1 INTRODUCAO

O feijio (Phaseolus vulgaris 1) é uma espécie importante na alimentagdo humana.
Cultivado em praticamente todo o mundo, tem sido utilizado como fonte protéica e
ehergética. E consumido das mais diversas formas e partes da planta, principalmente em
Paises subdesenvolvidos. De forma geral, o grande consumo do feijoeiro € para complementar
alimentag:ées a base de arroz, milho, trigo, banana, mandioca e outros (Singh, 1986).

Doengas, pragas ¢ deficiéncias nutricionais limitam fortemente a estabilizacdo e a
Produtividade das variedades de feijdo existentes. Com plantios de terceira época nos quais o
Produtores utilizam mais tecnologia, e as condigdes climéticas sdo desfavoraveis a doengas
importantes como, algumas viroses, um progresso substancial tem sido observado. Existem
dificuldades impostas as pesquisas que limitam a habilidade de resolver alguns dos principais
problemas na producgdo de feijdo. Dentre eles, um dos principais problemas é a quebra da
resisténeia § doengas € 0 uso inadequado de fontes de tolerdncia e ou resisténcia (CIAT, 1990;
Vieira, 1994),

No Brasil se cultiva feijoeiro tanto de origem andina (grupo manteiga), quanto de
Origem mesoamericana (carioca, jalinho, preto e outros de sementes pequenas). Em Minas
Gerais, ¢ possivelmente em todo o pais, ha uma predomindncia de cultivares mesoamericanas
(Paula Junior, 1995).

Os cruzamentos entre cultivares andinas com mesoamericanas, apresentam resultados
ricos em informagdes genéticas, tanto a niveis morfologicos, bioquimicos, moleculares como
agrondmicos. Do ponto de vista bésico estas informagdes tém sido utilizadas para gerarem
Mapas de ligagdes saturados de marcadores, especulagdes da origem, isolamento geografico e
Outros. Estes mapas sdo aplicados diretamente na orientagdo em programas de melhoramento,
assim como os pontos de referéncias neles obtidos podem identificar genes de resisténcia a
Patogenos, alteragBes em caracteristicas quantitativas, como peso e tamanho de semente,
hodulagdo e outras (Zimmermann et al., 1988; CIAT, 1990; Vallejos et al., 1992; Nodari et
al., 1993a; Nodari er al. 1993b; Jung ef al., 1996).

Até o momento a biologia molecular tem sido uma 6tima ferramenta para estudos de
diversidade genctica, marcadores moleculares associados a genes de segregagéio Mendeliana e
Atualmente esta sendo empregada para estudos de loco de caracteristicas quantitativas (QTLs)

assistindo o melhoramento genético de varias espécies vegetais (Nodari ef al. 1993b; Edwards
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& Page, 1994; Miklas et al., 1996). O estudos destes locos partem do principio que, embora a
Caracteristica seja quantitativa, mas geralmente ha um gene principal que é responsavel pela
maior manifestagdo da caracteristica, e neste caso, o que se busca € associar um marcador
molecular a este gene maior e, em conseqiiéncia, tratar uma caracteristica quantitativa como
uma qualitativa embora ndio tenha herdabilidade igual a 1, pois este gene representa a maior
Parte e ndo todo loco.

E importante enfatizar que o feijio por ser uma espécie diploide, com reprodugio por
autogamia, presenga de diversas espécies silvestres, e uma ampla distribuigiio geografica,
satisfaz condi¢des que o torna uma planta modelo para estudos de transferéncia genética, bem
Como expressdo génica, comportamento do genoma, evolugdo e mapeamento genetico.

A finalidade desta investigagio foi obter uma popula¢do contrastante oriunda de
cultivares dos dois grandes “pools” génicos do feijoeiro, a qual permitisse realizar uma
andlise genética envolvendo caracteres: morfologicos, bioquimicos, moleculares e
agronbmicos, associando-os a grupos de ligagdo em um mapa genético. Estas informagdes

Podem ser vteis no methoramento do feijoeiro, facilitando a selegdo assistida por marcadores

moleculares,
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2.2.1 Morfolégicos

2.2.1.1 Habito de crescimento

Basicamente o hébito de crescimento do feijoeiro ¢ dividido em dois grupos;
indeterminado e determinado. Aparentemente o tipo determinado nfio apresenta variagdes,
mas com um pouco de cuidado nas observagdes percebe-se que existem plantas com habito
determinado apresentando poucas ramificagdes ou vérias, Evans, (1973) citada por Debouck,
(1991). Quanto ao tipo indeterminado tem-se uma divisdo que agrupa o tipo prostrado com
Um grande nimero de ramificagdes e o tipo trepador com poucas ramificagdes, acredita-se
que ao longo de milhares de anos os agricultores primitivos selecionaram estes diferentes
habitos, principalmente de acordo com a forma de plantio; em monocultura ou consorciada.
Um terceiro grupo dentro do tipo indeterminado e raro entre as cole¢des mundiais € o tipo
arbusto com poucos ramos e eretos (Debouck, 1991). A nomenclatura usual é a classificagdo
em tipos; I, II, IIT e IV, onde o tipo I é determinado e os demais sdo indeterminados,
correspondendo respectivamente ao que foi descrito acima (Zimmermann et al., 1988).

Embora tenham variagdes quanto ao habito de crescimento, a diferenga entre
indeterminado e determinado é controlodada geneticamente por apenas um gene dominante

bara o tipo indeterminado (Norton, 1915, citado por Debouck, 1991).

2.2.1.2 Cor no Feijoeiro

Cor da flor, hipocétilo, talo e sementes tém sido estudadas por muitos pesquisadores
alguns dos genes que controlam estas caracteristicas tém efeito pleiotropico ou estéo
intimamente ligados. Cardenas R. (1963, 1964) citado por Debouck (1991), descreve que a
Cor rosa das flores é determinada pela presenga do gene R e a cor branca ¢ pelo alelo recessivo
7. Quando o gene / esta presente com o gene R a cor passa para violeta. Provavelmente, de
acordo com as publicagdes de diversos autores, o gene R que o autor se refere ¢ 0 mesmo 8
que outros atribuem a cor rosa e o gene I deve ser o gene P, porém a cor ndo passa de rosa
para violeta com a presenca do gene / (P) e sim com a presenga gene P mais o gene V
(Debouck, 1991 ). A cor do hipocétilo & controlada por dois genes complementares ¢

dominantes (3 ¢ N). Entretanto o gene r quando presente teve efeito em um gene M ou N,
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fesponsaveis pela cor do hipocétilo e nenhuma planta de flor branca produziu hipocétilo
escuro( Debouck, 1991).

Estudos de Moraes & Vieira (1968) e Vieira (1969) sobre a heranca de cor de flor,
Smentes e vagens, mostram que o gene ¢ determina flor branca e colora¢do parcial nas
Sementes (café). O gene 7 e alelos " e v produzem flor rosa e branca, respectivamente.

Vieira & Shands (1965) obtiveram uma mancha violeta acastanhada na base do
estandarte na cultivar Rico 23, esta mancha é controlada geneticamente por um simples gene
dominante (M), independentemente da cor da flor. Esta expressdo no entanto foi suprimida
pelo alelo recessivo p na cultivar White Kidney. Mais uma vez percebe-se que apesar de
algumas caracteristicas separadamente sejam monogénicas, quando se refere a cor no feijoeiro
0 loco P esta sempre presente, onde na presenca e auséncia de cor seja qual for a parte
estudada,

Nodari ef al., (1993a), a partir do cruzamento entre duas cultivares, uma andina com
flor rosa e outra mesoamericana com flor branca, apresentaram dados que comprovam que a
cor da flor é monogénica ou pelo menos controlada geneticamente por um loco dominante,
que embora apresentasse uma distancia de aproximadamente 45 cM, estava no mesmo grupo
de ligagdo que o loco Cor o qual controla escurecimento da corona da semente no feijoeiro.
Cor de flor pode ser estudada como uma caracteristica monogénica, porém ¢ influenciada por
trés diferentes genes P, T, e V. Nodari et al. (1993a), a partir dos resultados obtidos afirmaram
qUe 0s genes P e T devem ser excluidos, uma vez que quando presentes induzem
simultaneamente uma completa ou parcial ausénecia de pigmentagdo nas sementes
Tespectivamente, o que ndo foi observado. Quanto ao gene V, também ndo foi possivel
associd-lo ao gene FC, pois este ndo esta ligado ao loco Cor (Lamprecth, 1961, citado por
Nodarj e al., 1993a). Neste caso, resta apenas o loco C. Porém a populagdo estudada mostra
que as Caracteristicas cor de flor (#C) e Cor estdo distantes 45 cM, neste caso, foi sugerido
que se faca cruzamentos testes para que se possa descobrir qual o gene que realmente
controla, nesta populagdo, a cor da flor.

Bassett (1995) em dois cruzamentos envolvendo linhagens com o mesmo “background”
genético porém com uma diferenca, onde uma apresentava flor rosa e corona escura € outra
flor branca e corona clara. No primeiro cruzamento encontrou apenas duas classes; flores rosa
© corona escura e flor branca e corona clara, numa segregagdo de 3:1 respectivamente com

Probabilidade de 0,12. O que lhe permitiu dizer que existe uma forte ligagéo entre estes dois
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genes ou efeito pleiotrépico. Quanto ao segundo cruzamento também foi encontrado as
Mesmas duas classes, porém a segregacdo 3:1 ndo foi aceita p< 0.001. O autor concluiu que a
SCgregacdio destes genes ndo & independente, havendo ligagdo ou os dois caracteres sofrem
efeitos de um simples loco V. A presenga de “background” genético de P. coccineus nos
Progenitores ¢ a justificativa de Bassett (1995) pela segregagdo ndo esperada. Finalmente, o
autor com sua vasta experiéncia afirma que entre os diversos gendtipos por ele estudados
unca foi encontrado um que apresentasse flor branca e corona escura, ou flor rosa e corona

clara,

2.2.1.3 Tamanho de sementes

O tamanho de semente, assim como a faseolina, € uma caracteristica altamente
associada com a origem do feijoeiro (Gepts et al., 1986a). As isoenzimas Adh-1 e Got-2
€stdo ligadas a regides gendmicas responsdveis por varios fatores do tamanho da semente
(peso, Comprimento e largura), por outro lado estas proteinas ndo estdo ligadas ao grupo de
ligagtio da faseolina (Vallejos & Chase, 1991a). Estas informagdes basicas permitem
®Specular quanto a base genética do feijoeiro, uma vez que caracteristicas independentes
conseguiram permanecer juntas durante sua evolugdo, se dividindo em dois grandes centros
de origem, a partir de estudos tanto de faseolina quanto de tamanho de semente.

Produtividade ¢ o objetivo final de todo programa de melhoramento, apesar do tamanho
de semente ser um componente, nem sempre € possivel seleciond-lo positivamente, pois esta
Caracteristicq apresenta correlagio negativa com alguns componentes primarios de
Produtividade do feijoeiro. Sabe-se que é um caracter de alta herdabilidade, no entanto,

Uanto ao nimero de genes envolvidos hd variadas informagdes (Santos, ef al., 1985; Gepts

eal., 1986a; Reis et al., 1981; Mesquita et al., 1990).

2.2.2 Bioquimicos

Os marcadores obtidos sejam por uma reagdo enzimatica diferenciada entre individuos,
OU por uma proteina constitutiva polimérfica, sdo caracteres de interesse em estudos de
8enética e evolugéio como: estudos de diversidade genética, estudos de ligagSes associadas a
Caracteristicag importantes e outros. Desta forma os marcadores bioquimicos, juntamente com

‘s 147 ijoeiro muito se
outros, tém contribuido para elucidagdo de vérios estudos genéticos. No feijoe
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tem estudado em relagdio a isoenzimas e proteinas de reserva, com enfoque maior para a
faseolina (Gepts et al., 1986a; Vallejos et al., 1991).

A origem do feijoeiro e centro de domesticagfio ainda nfio tem um ponto final quanto ao
local exato de inicio. A teoria mais aceita, visto estudos morfologicos, bioquimicos e
arqueologicos, é que existam dois grandes centros de origem, um andino, o qual apresenta
cultivares com sementes médias e grandes e faseolina “T”, “C”, “H”, abrangendo desde o
norte da Argentina até o norte da Colémbia, e 0 centro mesoamericano caracterizado por
cultivares de sementes mitdas (<25 mg) e faseolina tipo “S”, “Sb”, “M”, e tem como &rea
geografica a América Central até o sul dos Estados Unidos. Esta divisdo nio é fixa, onde
Chcontram tanto cultivares com faseolina ou mesmo com tamanho de sementes variados
dentro do mesmo centro (Gentry 1969; Berglund-Briicher & Briicher, 1976; Gepts et al.,
1986a; Gepts, 1990; Koenig et al., 1990; Kaplan, 1981; Singh ef al., 1991).

Gepts & Bliss (1986), estudando feijio silvestre exclusivamente da Colombia,
Sugeriram que este pais é o encontro dos dois grande centros de origem de domesticagio do
fejjoeiro. Debouck er al., (1993), extenderam as pesquisas feitas anteriormente até o Equador
€ norte do Peru, pois estes paises ainda ndo tinham sidos descritos. Os resultados foram
similares aos de Gepts & Bliss (1986), acrescentando a estes uma extensdo do ponto de
€ncontro para mais estes dois paises, uma vez que nestes também encontrou-se formas
intermedidrias de ambos o0s centros, sugerindo estudar mais regides. No entanto, Tohme ef al.
(1996) utilizaram a técnica de AF LP, para estudarem gendtipos silvestres de todas as regides
de domesticacio do feijoeiro, ¢ foi observado que realmente os genétipos Colombianos
apresentaram maior variabilidade genética, a ponto de apresentarem uma distancia genética
Superior & observada entre linhagens andinas e mesoamericanas, € ndo observou uma divisdo
clara em apenas dois grandes grupos de domesticagdo, como nos trabalhos com dados
morfoldgicos, bioquimicos e até mesmo por moleculares (Gepts et al., 1986a; Gepts, 1990;
Singh et al., 1991b; Singh ef al., 1991c; Becerra Velasquez & Gepts, 1994).

A faseolina além de sua grande importéncia nos estudos de origem e evolugdo, ¢ um
Ponto bastante relatado nos estudos de ligagdes e mapeamento. Existem varios motivos que
fazem com que esta proteina seja tdo estudada, tais como: ¢ um ponto de referéncia entre
varios estudos de ligagdes, & a proteina de reserva mais importante (30-50%), esta
intimamente associada a origem do feijoeiro, estd associada a incompatibilidade genética do

feijoeiro quando se intercruza genétipos dos dois centros, tem sido padronizado por diferentes
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brocedimentos tanto a extragdio quanto a eletroforese, sendo um bloco génico pode ser
estudada como um cardter de heranga simples, nfio tem sua expressdo influenciada pelo
ambiente, esta ligada a varios caracteres agrondmicos, morfolégicos importantes no feijoeiro,
4 outras proteinas de reserva e a isoenzimas (Gentry, 1969; Berglund-Briicher & Briicher,
1976; Ma & Bliss, 1978; Singh & Gutierrez, 1984; Gepts & Bliss, 1985; Gepts et al. 1986a;
Kaplan, 1981; Brow er al. 1981a; Koenig er al. 1990; Gepts, 1990; Singh et al., 1991;
Vallejos & Chase, 1991a; Chase et al., 1991; Koeng & Gepts, 1992; Vallejos et al., 1992).

2.2.3 Marcadores Moleculares

Os marcadores moleculares sdo aplicados em programas de melhoramento para
reduzitem o nimero de retrocruzamentos, e/ou cruzamentos dialélicos, ligagdes a genes de
resisténcia, controle de qualidade por “fingerprinting”, incorporagdes de genes e monitorar
introdugdes de genes de plantas silvestres. A utilizagdo de marcadores moleculares apresenta
varias vantagens sobre marcadores morfolégicos convencionais tais como: exibem
Deutralidade fenotipica sem influéncia ambiental, sdo herdados em domindncia ou
codomindncia, raramente exibem interagdes epistaticas ou pleiotropicas, podendo ser
detectados tanto em tecidos jovens como adultos, apresentam resultados positivos quanto ao
melhoramento de caracteristicas quantitativas (Beckmam & Soller, 1983; Tanksley & Hewitt,
1988; Tanksley er al., 1989; Lander & Botstein, 1989: Haley, 1994b). Estas opgdes permitem
teoricamente um niimero infinito de marcadores a serem analisados em uma populagdo.
Existem trés métodos basicos de marca¢do molecular: RFLP, RAPD, ¢ AFLP, ambos
detectam polimorfismos em seqliéncias especificas do DNA, empregando técnicas

dlferenciadas, mas utilizando das variagOes gendmicas existentes entre individuos.

2231 Marcadores Moleculares RFLP (Restriction Fragment Length
Polymorphism) e RAPD (Random Amplified Polymorphism DNA).

O polimorfismo ou contraste genético gerado nos marcadores tipo RFLPs, esta
Cspecificamente em regides com variagOes na seqiiéncia de nucleotideos de uma espécie, €
Cstas variagdes coincidem com uma regifio especifica de reconhecimento por uma
endonuclease. Ao colocar 0 DNA gendmico de diferentes individuos, na presenga de uma
determinada enzima, ocorre a restrigio de ambos, no entanto na regifio que diferencia

1 7yt by 1 i i (0]
geneticamente os individuos, que é o sitio de restrigdo, ocorrem cortes diferenciados devid



AT e B S B T P R A T £ T T T T S i sy 0 ot N AN ST W VS e vereyg e s o

33

as perdas dos sitios por inser¢des ou delegdes de regides gendmicas relacionadas aos sitios de
restrigdo, que ¢ percebido quando este DNA fragmentado ¢ passado para uma membrana, por
um processo descrito por Southern (1975), e hibridizado com um fragmento gendémico
(sonda), previamente clonado em bactéria, ¢ marcado. Obtém-se o material para a revelagéo
com autoradiografia, ¢ de acordo com a restricio e homologia entre a sonda ¢ 0 DNA na
membrana observa-se marcas genéticas, iguais ou diferentes, de um individuo para outro, o
que quando diferente, ¢ um RFLP, o qual pode conter ou nio uma informagfio genética
importante ou simplesmente um ponto para ser mapeado.

No inicio da década de 90 surgiu independentemente e simultaneamente duas
publicagdes do uso da Reacdio em Cadeia da Polimerase (PCR), gerando fragmentos
polimérficos. Interessante que mesmo partindo de uma literatura bésica diferenciada os dois
8upos conseguiram demonstrar a sintese de DNA in vitro gerando polimorfismo sem
nenhum  conhecimento prévio da seqiiéncia de nucleotideos, utilizando genomas
completamente diferentes (Welsh & McClelland, 1990: Williams et al., 1990). Com o tampéo
© 0s compostos béasicos para a reagio enzimitica da Taq DNA polimerase mais
oligonucleiotideos iniciadores (“primers”), os quais tém homologia parcial ou total com
regides gendmicas, consegue-se um padrdo polimorfico de acordo com o reconhecimento de
Parte do genoma pelo “primers”. Neste caso o resultado é uma amplificagiio casual de uma
determinada seqliéncia de nucleotideos, isto ocorre de forma dominante, ou seja sdo
amplificadas seqiiéncias de individuos tanto homozigotos quanto heterozigotos, € o
Polimorfismo ¢ observado ao comparar amplificacdes de diferentes individuos. Um ponto
basico que separa as duas técnicas é a quantidade de nucleotideos de cada “primer”, onde
Welsh & McClelland (1990) utilizaram acima de 20 nucleotideos e Williams et al., (1990)
com “primers” menores (10 nucleotideos). As técnicas receberam denominagdes diferentes,
sendo AP-PCR (Arbitrary Primers Po’lymerase Chain Reaction) e RAPD (Randon Amplified
Polymorphims DNA), respectivamente.

Em pouco tempo esta técnica se difundiu em todo o mundo, ganhando informagGes
importantes quanto a estudos de otimizagdo das reagdes, sequenciamento de DNA de regides
importantes das mais diversas espécies, 0 que permitiu direcionar as amplificagdes obtendo os
mais diversos diagnésticos e marcadores associados a genes de interesse. |

A Biologia Molecular se constitui hoje numa das mais importantes ferramentas para se

1 . . eyge .
Integrar aog programas de melhoramentos das mais diversas culturas. Utilizando desta
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técnicas pode-se: entender melhor a interagdo patogeno hospedeiro, mapear genes de
resisténcia, obter marcadores moleculares que segreguem associados a genes de resisténcia ou
suscetibilidade, estudar a diversidade genética de patogenos € hospedeiros e retirar
importantes informag¢Oes para o programa de melhoramento, estudos de coevolugdo entre

patdgeno e hospedeiros, outras informagdes de grande importancia. (Michelmore et al. 1991;

Guzmén ef al., 1993, Neema ef al., 1993)
Adam-Blondon et al. (1994) utilizando tanto marcadores de RAPD e RFLP ligados ao

gene dominante (Are), responsavel pela resisténcia do feijoeiro a antracnose (Colletotrichum

lindemuthianum) em linhagens isogénicas e sua progénies com diferente “backgrounds”

genéticos, conseguiram identificar gendtipos resistentes © suscetiveis. Os marcadores RAPD

mais proximos aos gene Are foram melhor estudados por meio de “primers” especificos

amplificando uma regifio denominada SCAR (“Sequence characterized amplified region”).

Outros resultados utilizando RFLP ¢ RAPD também foram encontrados por (Chunwongse ef

al., 1994) na localizagdo cromossomal de marcadores moleculares ligados ao gene (Lv), que

confere resisténcia ao tomateiro ao mildio.
Michelmore ef al. (1991) apresentaram uma metodologia que utiliza marcadores

moleculares, RAPD e RFLP, de forma eficiente e rapida na identificacdo de caracteristicas

genéticas de alta herdabilidade, dominante ou recessiva, trabalhando com analise de “bulks”

de populagdes segregantes (BSA). Os autores aplicaram esta

¢ conseguiram demonstrar polimorfismo associados aos alelos de resisténcia em “bulks”

metodologia na cultura da alface

segregantes resistentes e suscetiveis. Carvalho (1995) :dentificou marcadores RAPD ligados a

genes de resisténcia ao cancro da haste em soja, utilizando também o método BSA. Outros

resultados foram obtidos por Miklas ef al. (1993) e Haley, et al. (1994a) em feijdo em relagéo

aresisténcia a ferrugem do feijoeiro.

Uma outra fungfio na utilizagdo Je marcadores moleculares ¢ facilitar a investigagdo na

resposta do hospedeiro em relagdo a0s componentes de resisténcia. Freymark et al. (1994),

Conseguiram demonstrar que 2 resisténcia genética estava associada a um loco de

Caracteristica quantitativa (QTLs), e que @ severidade e numero de lesGes envolvem genes de

agd0 aditiva, domindncia parcial © sobredomindncia e que O tamanho das lesdes estao

associados a QTLs nos cromossomos 71, e 5L € que Do Cromossomo 7L o gene € recessivo.
Quando o caréter ligado a resisténcia envolve difere
arcadores moleculares tipo RAPD ligado a cada gene

ntes genes, € entre estes ocorrem

I ~ o Ly L] ~
elagdes epistaticas, a utilizagao de m
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Pode auxiliar na piramidizagéo de genes e desta forma ter uma maior eficiéncia no programa
de melhoramento (Haley, er al. 1994b).

Os RAPD:s sio casuais e processados de maneira rapida, o que permite utilizar o mesmo
“primer” em diferentes espécies e em menos tempo, no entanto os RFLPs sdio mais
eSpecificos, pois sdo obtidos do proprio genoma estudado, o que lhes garantem maior

repetibilidade.

2233 Marcadores Molecurares tipo AFLP (Amplified Fragment Length
Polymorphism)

O polimorfismo obtido a partir de fragmentos cortados com enzimas de restri¢do e
amplificados (AFLP) ¢ a tecnologia mais recente para se estudar genomas de procariotos e
€ucariotos. Esta técnica consiste em agrupar a praticidade e velocidade do RAPD com o uso
de enzimas especificas de restrigdo, o que a torna mais confidvel e rapida (Lin & Kuo, 1995).

Para obter polimorfismo parte-se de um de DNA de altissima qualidade, o qual sera
digerido por duas enzimas de restricdo, uma de sitio raro e outra de sitio freqiiente. Como se
Conhece a seqiiéncia de nucleotideos de cada sitio, sintetiza-se artificialmente fragmentos de
DNA com 20 a 25 nucleotideos além dos complementares ao sitio de cada enzima, estes sdo
denominados adaptadores. Os adaptadores se ligam as extremidades dos fragmentos cortados
por homologia ao sitio de restrigdo. Os primers utilizados na amplificacdo dos fragmentos
polimérficos sdo constituidos em parte do sitio de restri¢do e parte do adaptador. Inicialmente
¢ gerado um grande numero de fragmentos cortados pelas enzimas, os quais sdo ligados aos
adaptadores formando os moldes para a sintese in vitro de um grande niimero de fragmentos
Cortados. Feita esta amplificagfo inicial, é necessdrio realizar uma selegdo, a qual ¢ feita
geralmente em duas etapas. Na primeira utiliza novos oligonucleotideos iniciadores de reagéo
€om acréscimo de uma base pa extremidade 3’ em relagdo aos anteriores, desta forma
teoricamente Y4 de fragmentos sdo selecionados. A segunda selegfio parte do mesmo principio,
10 entanto acrescendo mais dois nucleotideos, e procede a reagfo, o resultado serd visualizado
Posteriormente  em autoradiografias ou coloragio por Nitrato de Prata (Ferreira &
Grattapaglia, 1995; Cho et al., 1996).

O polimorfismo gerado pelo fragmentos de AFLP é o somatério obtido por alteragdes
em relagdes de sitios de restricdo, tais como: dele¢do, insergdo, mutagdo de ponto, inversoes,

- , s Copm gt 2
Mais as alteragdes provocadas com adigdo de nucleotideos especificos nos “primers-. A
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Visualizagéo tanto pode ser feita por autoradiografias quando se utiliza iniciadores de reagdes,
Marcados com radioatividade ou com fluorescéncia, ou mesmo em gel de poliacrilamida
corado com Nitrato de Prata. Esta técnica Ja esta sendo empregada em varias espécies, sendo
Tecomendada para estudos genéticos de espécies de base genética estreita, mapas de ligagdes e
estudos de diversidade genética (Lin & Kuo, 1995; Thomas ef al., 1995; Meksem et al., 1995;
Cho et al., 1996; Tohme et al., 1996;).

22.4 Mapeamento

A localizagdio fisica do genes em grupos de ligagdes & de grande importaricla na
genética basica e aplicada. Na maioria dos mapas, estes grupos representam o numero
hapléide de cromossomos. De forma logica, percebe-se que o nimero de genes em um
determinado individuo & bem superior ao niimero bésico de cromossomos, aumentando a
Probabilidade de dois genes estarem ligados. Anteriormente ndo se tinha esta idéia, ou
melhor, o que se conhecia era apenas as leis primordiais de Mendell. No entanto vérias
estudos genéticos nio podiam ser explicados por estas leis uma vez que nfo ocorria
Segregaciio independente, o que s6 foi elucidado mais com a teoria do crossing-over e ligagéo
enire genes. Mais tarde, Thomas Morgan (1911) relacionou a freqiiéncia de recombinagéo
®om distancias fisicas entre genes, onde quanto maior a distAncia entre genes, maior a
freqiiéncia de recombinagfio e menor a chance de estar no mesmo cromossomo ou grupo de
ligagzo.

Estes conhecimentos sdo fundamentais para construir os mapas fisicos. A aplicagéio da
localizag:ﬁo dos genes ou marcadores genéticos no mapa permitem aos geneticistas e
mfﬂhoristas, manipularem os genomas direcionando o método de melhoramento ou niimero de
Cruzamentos a serem realizados.

Atualmente existem bons programas de computadores que auxiliam e desenvolvem, a
Partir de informagdes genéticas basicas, mapas saturados de pontos, o que seria trabalhoso
elaborar manualmente, assim como foi feito com primeiros mapas, os quais tinham
basicamente marcadores fenotipicos.

Bassett (1991) revisou varios estudos de ligagdes de caracteres fenotipicos no feijoeiro e
fez uma analise critica do que esta relatado nesta drea. Varios estudos ainda precisam ser
Iealizados para explicar melhor varios pontos duvidosos. As publicagdes sdo empiricas onde

¢ada autor denomina o gene que esta sendo estudado, de forma que tem-se 0 mMeESmMO gene
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com diferentes denominagdes, o que dificulta ainda mais estes estudos. Outras complicagbes
de natureza genética como: efeitos pleiotropicos, epistasia, genes modificadores e outros,
também est3o presentes. Finalmente, Bassett (1991), apresenta um mapa de ligagdo originado
de dados de ligagdes publicadas, com 13 grupos de ligagdes, onde o ideal seria 11, para
tonseguir esta meta o autor sugere o uso de marcadores moleculares, uma vez que para
algumas Caracteristicas morfologicas ainda no foi possivel uma recombinagdo entre estas, o
que mostra a limitagio dos marcadores morfologicos.

O mapeamento de genes de resisténcia a doengas é um ponto importante na estratégia
de melhoramento de uma cultura, tais informagdes auxiliam no direcionamento dos
‘fUzamentos a serem feitos e pode se estimar a probabilidade de haver recombinagéo
favoravel entre genes de interesse. Landry ef al. (1992) apresentaram um mapa genético de
Brassicq oleracea baseado em marcadores moleculares (RFLP), os quais relacionam com a
Sequéncia mapeada dos genes de resisténcia 4 raca 2 de Plasmodiophora brassicae,
analisados por marcadores moleculares em populagdo F, segregante, oriunda do cruzamento
enire linhagens resistentes e suscetiveis a raga 2. Outra forma de se construir mapas genéticos
€ a partir de ligagBes entre: marcadores morfolégicos, RFLP, RAPD, Isoenzimas e genes de
Tesisténcia ag doengas (Kenard ef al., 1994). O mapeamento pode demonstrar a interagdo entre
Planta ¢ patdgeno. Nodari et al. (1992) e Nodari et al. (1993b) trabalhando com 152
Marcadores gendticos em populagdes segregantes de ambos “pools” génicos, conseguiram
demonstrar que a resisténcia ao crestamento bacteriano comum (CBC), e pouca nodulagdo,
880 caracteristicas relacionadas e o mesmo pode ser dito com alta nodulagdo e baixa
resisténcia ao CBC. Porém para caracterizar genes de resisténcia néio € necessdrio um mapa
de todo o genoma, um conhecimento da regiio em que se encontra o gene ja é suficiente para
Obter informagges importantes no mapeamento de genes de resisténcia (Maisonneuve et al.,
1994). 0 mapeamento também pode ser feito por meio de um gene que codifica uma proteina,
desde qQue esta proteina confira resisténcia a um determinado patogeno (Martin et al., 1993)

Recentemente o feijoeiro tem adquirido um grande numero de informagdes genéticas
81a¢as 4 associaghio de técnicas moleculares, programas computacionais especificos para o
Mapeamento. Isto levou a obter diversos mapas de ligagdes no feijoeiro, utilizando desde

Marcadores fenotipicos apenas, até a mistura de todos os marcadores disponiveis (Tabela 4).
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Tabela 4, Mapas de ligagdes existentes para Phaseolus vulgaris a partir de marcadores

genéticos utilizando populagGes F, ou populagdes avangadas.

Autores Natureza dos Marcadores NY de Grupos | Extensd
locos de odo
ligagdes | Mapa
. (cM).
Basse‘tt, 1991 Fenotipicos - 13 -
Mal., 1992 Morfoldgicos, Bioquimicos e RFLPs 145 11 963
Nodari er al., 1993 Morfoagrondmicos, Bioquimicos e| 143 15 827
RFLPs e de RAPD
Neema ef al., 1993 Morfoagronémicos, Bioquimicos,| 161 12 -
RFLPs e RAPD
Jung et al., 1996 Morfoagrondmicos, RAPD 84 8 545
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2.3 MATERIAIS E METODOS

2.3.1 Material Biolégico

A cultivar Rosinha G2 ¢é caracterizada morfologicamente como: habito de crescimento
indeterminado (II), flor branca, vagem madura rosa, sementes pequenas € rosadas, folha
redonda, com presenca de corona escura, apiculo curto e curvo, 4 a 7 sementes por vagens. A
cultivar AND 277 apresenta: flor rosa, hébito de crescimento determinado (I), semente com
listras vermelhas, grande e sem presenga de corona escura, vagens maduras verdes com
estrias, folhas grandes, trianguladas e compridas, apiculo longo e curvo, duas a quatro
Sementes por vagem. Estas cultivares s@o de Centros de origem distintos de uma forma geral
apresentam varios contrastes morfologicos, que nesta investigacdo foram estudados
geneticamente: habito de crescimento, cor de flor, escurecimento de corona, cor de vagem
madura, cor da semente, peso, comprimento e largura de sementes, trés proteinas de reserva,

amplificages ao acaso de fragmentos polimérficos do DNA pela PCR e o gene de resisténcia

4 mancha angular (dados retirados do Capitulo 1).

2.3.2 Morfolégicos

De uma forma geral os caracteres morfolégicos sdo pouco influenciados pelo ambiente
€ 830 de heranca Mendeliana. Os héabitos de crescimento indeterminado e determinado sdo
relativamente faceis de discernir, no entanto, dentro do tipo indeterminado ha trés
subdivisges. Nesta investigacdo sera discriminado dentre a populagio segregante duas classes
determinado (I) e indeterminado (III).

Cor no feijoeiro tanto, na semente, flor e vagens, ¢ uma caracteristica mais complexa,
Para estudos genéticos. Em geral sfo poucos genes, porém uma grande variagio de interagdes
®pistiticas e pleiotrépicas dificultam os estudos de determinagio do nimero de genes e
Mapeamento de ligagdo, além de muitos genes que influenciam nestas caracteristicas

apresentarem um série alélica extensa, com suas diversas interagdes (Bassett, 1991; Souza et

al., 1992: Bassett, 1995; Bassett, 1996).

2321 Tamanho, peso, comprimento e largura das sementes

O tamanho da semente ¢ uma caracteristica de peso literalmente e de grande

impOrténcia no melhoramento. A populagdo segregante AND 277 x Rosinha G2 apresentou
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grande variagdio em tamanho de semente.Foi medido o comprimento, largura e pesado 270

Individuos F, resultantes deste cruzamento. Para medir as sementes utilizou-se um

| Paquimetro, onde o comprimento foi obtido de uma extremidade a outra e a largura refere-se a

{ distancia entre os Jados com o hilo separando os dois lados do cotilédone. Os dados foram

tabulados e analisados estatisticamente pelo “Software” SAS (1992), por meio de andlise de

| Varidncia desbalanceada, juntamente com dados de 18 individuos Fj, e progenitores.

O nimero de genes de cada pardmetro avaliado foi calculado pela metodologia de

i Wright citada por Ramalho ef al. (1993). Para o célculo da herdabilidade no sentido amplo e

estimativas dos erros associados a herdabilidade utilizou-se as formas descritas por Vello &
Vencovsky (1974). A heterose foi calculada pela diferenca da média do F, em relagdo aos

Progenitores.

2.3.2 Bioquimicos

T

2.3.3.1 Extraciio de Proteinas de Reserva

A extragfio das glicoproteinas, segundo Romero. et al. (1975), foi feita em em solugio
de baixo pH, com modifica¢des no tempo de extragdo. Extraiu-se as proteinas de reserva de
18 individuos F, e 270 F, e progenitores. Inicialmente, secionou-se as sementes reservando a
Parte que contém o embridio, para o plantio, retirou-se o tegumento para posterior maceragfo
dos cotilédones, e em seguida adicionou a solugdo de extragdio (NaCl 0,5 M, Ac. Ascorbico
0,25 M) na proporgdo de 2 ml para cada 100 mg. O extrato permaneceu em agitagéo constante
POr uma hora, protegida de luminosidade. Centrifugou-se a 13.000 rpm por 20 minutos
4°C. Retirou-se o sobrenadante e acrescentou 5 vezes o volume deste com dgua destilada e
deionizada gelada. Padronizou-se uma retirada de 250 pul do sobrenadante independentemente
do volume total, para que as centrifugag¢des fossem em microtubos. Repetiu-se centrifugagdes
POr mais duas vezes. Para ressuspender o pelete acrescentou-se 250 pl NaCl 0,5 M.

Armazenando o extrato & -20°C para posterior analise em eletroforese de poliacrilamida em

diferentes concentragdes (PAGE).

2.3.3.2 Eletroforese em SDS-PAGE e deteccio.

Para obter as subunidades protéicas, promoveu a desnaturagdo com alta temperatura

(95°C) na presenga de p- Mercaptoetanol, e a separagdes foram feitas em géis desnaturantes €
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descontinuos de poliacrilamida (SDS-PAGE) de acordo Laemmli (1970). A eletroforese foi
em gel de poliacrilamida, em diferentes concentracdes (8, 10 e 12%), por um periodo de 3
horas ¢ trinta minutos a uma corrente elétrica constante de 25 mA. Apos esta etapa, os géis
foram retirados das placas de vidro e colocados em uma solugdo corante com Comassie
Brilhant Blue (B250R), por periodo minimo de 40 minutos. Em seguida, colocou-se os géis
®I uma solu¢do descorante (alcool a 50% mais acido acétito a 10%). Os géis ou eram secados

imediatamente em papel celofane ou eram colocados em uma solugdo fixadora com écido

acctico de acordo com a necessidade.

2.3.3.3 Anilise das Proteinas de Reserva
Foram analisadas trés proteinas de reservas, Spa, Spb e faseolina (Pha), as quais foram

Caracterizadas quanto ao peso molecular, como descrito por Brown et al., (1981a) e Vallejos
& Chase (1991a). Vallejos & Chase (1991b) observaram que embora a segregagéo esperada
bara proteinas seja codominante (1:2:1), entre algumas estudadas ndo foi possivel diferenciar
0 heterozigoto do homozigoto, neste caso adotou-se apenas duas classes e a segregagio
®sperada 3:1, agrupando T/T e T/S em uma classe e S/S na outra ,respectivamente. Da mesma
Maneira foi realizado com as proteinas Spa 82,8/82,8, Spa 82,8/79,1 e 79,1/79,1, e Spb
58,5/58,5, 58,5/53,3 e 53,3/53,3 kDa, todas com segregacdo esperada de 3:1. A faseolina

apesar de ser um bloco génico altamente ligado € considerado como um unico loco, 0 que

Permitiu estudi-lo como uma caracteristica Mendeliana (Brow et al., 1981b).
234 Moleculares

2.3.4.1 Extraciio de DNA
A Reagio em Cadeia da Polimerase (PCR) € possivel mesmo a partir de DNA de baixa

Pureza, porém certamente a repetibilidade dos resultados € mais eficiente quando se parte de
Uma amostra pura. Atualmente os protocolos publicados, em relagfo a extragdo de DNA
vegetal, em sua maioria utilizam como extrator o tampdo com o detergente catibnico CTAB
(Cationic Hexadecil Trimethyl Ammoniun Bromide), porém ha uma grande variagdo em
detalhes nos passos de protocolo para protocolo. Para a realizagdo deste trabalho extraiu-se
DNA do feijoeiro com pequenas modificagdes aos procedimentos descrito por: Saghai-Maoof

¢t al. (1984), Doyle & Doyle, (1990) ¢ Vilarinhos et al., (1994) com algumas adaptag3es para
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DNA gendmico e 8 pmoles de cada oligonucleotideo iniciadores de reagdes (primers) foram
acrescentados Juntamente com 4gua ulirapura (Barnstead - NANOpure Bioresearch
Deionization System) para um volume final de 25 pl. Ao microtubo de reagdo acrescentou-se
20 ul de dleo mineral para evitar a evaporagfio no momento das reagdes.

No total testou-se 26 primers escolhidos entre os Kits (A a Z), obtidos da Operon
Technolgies, Inc. e sendo que apenas 4 foram estudados na populagio ANDxRosinha G2, que
foram OpA-0; ( 5> CAGGCCCTTC 3%), OPA-02 (5 TGCCGAGCTG 3°), OPD-19 (5
CTGGGGACTT 3’) e OPI-19 (5 AAAGTGCGGG3”). Estes “primers” foram escolhidos por
estarem associados a regides gendmicas polimdrficas, de acordo com analises preliminares.

As amplificagdes ocorreram em um termociclador (PTC-100, MJ Research),
Programado para trés ciclos iniciais de 1 minuto/94°C, 1 minuto/35°C. 2 minutos/72°C mais

34 ciclos de 10 segundos/94°C, 20 segundos/40°C. 2 minutos/72 °C, com uma extensdo final

de 5 minutos a72 °C, de acordo com Young & Kelly (1996).

2343 Visualizacio e Analise dos F ragmentos Amplificados

Os fragmentos gerados nas amplificagdes foram corados com Brometo de Etideo (0,2
Hg/ml) e visualizados em transluminador de luz ultravioleta. A separagio das regides
Mplificadas, foi realizada ou em agarose a 1,2% e tampdo de gel de cletroforese de TBE
0,5x (Tris—HCl, EDTA e Acido Bérico) de acordo com Sambrook et al. (1989), ou por gel de
poliaCriIamida a 8% com TBE 1X. A agarose apresenta a vantagem de ter maior praticidade,
faci]idade em se montar o gel, e a ficil visualizagdo, isto quando acrescenta no gel Brometo
de Etideo, 0 que permite precisar com antecedéncia se a amplificagdo foi positiva ou ndo em
Pouco tempo de eletroforese, em quanto que a poliacrilamida exige maior habilidade ao
manipUIé-la, ndo permite interromper a eletroforese para uma eventual visualizagdo, mas por
OUtro lado tem um maior poder de resolugiio, e pode ter suas informagdes registradas tanto em
fotografia de Polaréide assim como o proprio gel quando este € corado por Nitrato de Prata,
de acordo com o procedimento de Blum ez al. (1987). Neste estudo foram utilizadas ambas as

formag de visualizagio dos fragmentos amplificados, com uma predomindncia da agarose.

23.5 ESTUDOS DE LIGACOES

Uma vez caracterizados os locos estudados dos individuos da geragio segregantes uma

Matriz de dadog foram tabulados e analisados em grupos de ligagOes. Para o agrupamento dos



locos utilizou-se a versio 3.0b do programa “Mapmaker” (Lander ef 4l. 1987). Para o célculo

das freqiiéncias de recombinagdes utilizou-se a fungao Kosambi (1944).

Os locos foram considerados ligados quando apresentaram uma distancia genética de no

maximo 35 ¢M. Para isto foi preestabelecido que se agrupasse somente locos que atendessem

o comando de um LOD score igual ou acima de 3.0 e uma freqiéncia de recombinagdo de

0.3.



24 RESULTADOS E DISCUSSAO

Antes que se proceda uma analise visando o mapeamento genético € necessério que se
realize uma analise dos desvios dos locos em relagdo as propor¢Oes esperadas. A Tabela 5
abaixo evidencia que 81,25% dos locos que foram estudados geneticamente apresentaram
resultados esperados e aceitaveis. Dois marcadores de RAPD e o locos Cor apresentaram uma
baixa probabilidade. Ferreira & Grattapaglia (1995) recomenda que uma vez que os
Marcadores de RAPD s#io dominantes deva repetir as amplificagdes dos individuos que néo

amplificaram. Quanto ao loco Cor Nodari et al., (1993a) também encontrou valor de Chi-

Quadrado alto para esta caracteristica.

Tabela 5. Anatise genética por Chi-quadrado de 16 marcadores estudados com os respectivos
dados sobre o numero de individuos, segregagdo esperada e probabilidade.

Uberlandia, 1997.

Loco N®Individuos Segregagio F. obs. F. esp. v P
OPA-01a 137 31 5385 342510275 12,265 <0001
OPA-01b 148 3:1 44:104 37:111 1,555  0,20-0,10
OPA-02 113 3:1 38:75 28,25:84,75 4,486  0,05-0,0*1
OPD-194 113 3:1 28:85  28,25:84,75  0.003 >0,95
OPD-19p 113 3:1 25:88  28.25:8475 0,498  0,50-0,40
OPL-194 116 3:1 28:88 29:87 0,0459  0.90-0.80
OPI-19p 116 3:1 20:87 29:87 0,000 1,00
Phs 270 3:1 75:195  67,75:20225 1,111 0,30-0,25
Spa 251 3:1 61:190  62.75:18825 0,065  0,80-0.75
Spb 251 3:1 57:194  62.75:18825 0,703  0,50-0,30
AL§ 185 3:1 40:145  46.25:13875 1,126  0,30-0,20
ke 205 3:1 57:148  51.25:153,75 0,860  0,50-0,30
V() 186 3:1 53133 465:139,5 1211  0,30-0,10
C" ou 145 3:1 41:104  3625:108,75 0,820  0,50-0,30
Cor 142 3:1 91:51 106,5:35.5 9,023  0,01-0,001*
%@L 161 9:7 97:64 90,56:79,44 1,046  0,50-0,30

* . . ~ hY ~
Locog que apresentaram um desvio significativo em relagio a proporgdo esperada.
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24.1. Morfologicos

% bi
4.1.1 Habito de Crescimento

O hr . .
4bito de crescimento S€ mostrou como otimo marcador morfoldgico para confirmar

a hibridaciio. ¥
agdo. E uma caracteristica controlada genetxcamente por apenas um gene entre

determi .
inado e indeterminado, com dominancia completa parad o tipo
idade entre 0,50 ¢ 0,30 para uma

6 ¢ uma probabihd

indeterminado,

aprese T

ntando um > ndo significativo de 0,8
Segre ~ .
%%03lamxm5)05mgmmmsﬁoamm emwmﬂwemMmﬂwmﬂo
tipo 1 Jeve-se tratar 08

5e est
uda geneticamente a segregacdo entre indeter
Debouk, 1991; Jung et

dados
como uma caracteristica quantitativa (Norton, 1915, citado Por

al., 1996).

2.4.1.2 Cor da flor

Koeni .

ening & Gepts (1989) obtiveram uma segregagho oSPr

envol .

vendo uma cultivar andina comM flor rosa € genotipo plaey® e outra mesoamericana com
q flor rosa © branca,

a partir da Iz segregant® par

ada de 3:1 para cor de flor

flores
violeta (V7). Nesta investigacao,
com um 3 10

obteve-
se uma segregagao esperada de 3

si ni TR
gnificativo igual a 1.211 e uma probab1hdade

2.
4.1.3 Cor da semente

ate dos genes precursores PeGri, €

eiro € depende
ira (1967) apresenta sete alelos. A

o R*. Bassett (1995) denominou

A
cor vermelha da semente 40 feijo

do |
oco R, o qual segundo Lampreth, (1947) c1tado por Vie

¢a de estrias vermelhas na gemente é d
“«(C” que controla €of de semente ficou com

todos
alelos R como C e desta forma 0 complexo

os obtidos mostram que a pre

umg .
ex £ i
tensa série alélica. Os resultad senca de estrias vermelhas

eristica segregou puma

5. Esta caract
rado de 0,82 ¢ uma

Na se
my . .
ente foi dominanie sobre a8 auséncia desta
a com chi-quad

prob s
abilidade entre 0,50 e 0,30 do resulta enga de U gene

dom;
Ominante (Tabela 5).
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2.4.1.4 Cor da corona

Enquanto Bassett (1995) nfio encontrou recombinantes entre cor de flor rosa ¢ corona
escura os progenitores AND 277 (V“V** cor cor) e Rosinha G2 (Cor Cor vv) apresentam
CXatamente estas caracteristicas. O gene que determina corona escura (Cor) e a cor rosa nas
flores (7%¢) estio ligados. Nodari et al., (1993a) determinou que o gene Cor estava ligado a
Um gene que estava controlando a cor das flores (FC), na populagio estudada, a qual
apresentava caracteristicas idénticas a resultante do cruzamento AND 277 com Rosinha G2,
¢Om uma diferenga, onde a cultivar andina por eles estudada era a que apresentava o gene
Cor. Os resultados obtidos por Nodari et al., (1993a) lhes permitiram afirmar que estes locos
€stdo ligados, embora nio puderam afirmaram que FC é o locos V. Bassett (1995), estudando
tStas mesmas caracteristicas ndo encontrou nenhum recombinante entre estas e sugere que
estes genes estdo intimamente ligados ou o controle de ambas caracteristicas é feito pelo gene
V. Os dados obtidos permitem afirmar que sdo dois genes ligados, e que o gene dominante

para cor de flor & o alelo " (Tabela 5 ¢ F igura 6).

2.4.1.5 Cor da Vagem na Maturidade Fisiolégica.

O cruzamento da cultivar AND 277, que apresenta vagens verdes na maturidade
fisiok’)z%’ica, com a cultivar Rosinha G2 que tem vagens rosas, gerou descendentes F, que
apresentaram a seguinte variagdo da cor: verde, rosa claro e rosa. Frag & Clayberg (1980)
analisaram geneticamente uma populagfo segregante envolvendo dois progenitores que
fenoﬁpicamente tinham as mesmas caracteristicas dos envolvidos nesta investigagdo.
Obtiveram uma variagio de cor das vagens na populagdo F, segregante de 5 rosa escuro: 4
Tosa claro: 7 verde o que indicou uma segregagdo resultante da interagdo de dois genes
dominantes ¢ complementares onde o duplo heterozigoto apresenta uma coloragdo mais fraca
do que os outros genotipos.

No total foram analisados 137 individuos da populagdo segregante do cruzamento AND
277 x Rosinha G2. Para maior seguranga e facilidade na coleta dos dados, adotou-se distribuir
0s dados em apenas duas classes, presenga da cor rosa (rosa e rosa claro) e verde. O resultado
®Sperado de acordo com Frag & Clayberg (1980) foi uma segregagdo 5:4:7 e que neste caso se
fesume a 9:7. Os dados apresentados na Tabela 4 mostram que este ajuste apesar de implicar
D2 perda de um grau de liberdade, devido a redugdo de uma classe, ndo influenciou no

fesultado, confirmando o que j4 havia sido obtido por Frag & Clayberg, (1980). A cor das
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vagens, de uma forma geral, envolve mais de dois genes € O estudo de todas interagdes acaba
sendo complicado. Outra dificuldade encontrada é o fato de ndo se ter um padriio de nome ou

sigla para cada gene, e de acordo com cada autor hi variagdes nos nomes dos genes

envolvidos e em alguns casos 0 MESMO gene apresenta nomes diferentes o0 que dificulta ainda

mais os estudos destes caracteres morfologicos (Bassett, 1991).

2.4.1.6 Tamanho, peso ¢ largura de semente
A analise de varidncia com OS dados de todas geragdes, incluindo os cruzamentos

reciprocos, apresentou significancia em todos pardmetros de tamanho avaliados. As médias

das geragdes, (Tabela 6) foram contrastadas € comparadas pelo teste de Tukey a 5% e ndo foi

observado diferengas significativas entre 05 hibridos e seus respectivos progenitores maternos

(Tabela-7). Estes resultados demonstraram que 0 tamanho da semente, seja em peso,

comprimento ou largura na geragdo Ft, ¢ determinado pelo progenitor feminino ou ha efeito

materno. Mesquita et al. (1990) descreveram que O desenvolvimento da semente sofre grande

influéncia do tegumento, o qual € tecido maternal, sendo uma barreira fisica, e que embora

ndo exista diferenga no nimero de sementes de um progenitor a outro, mas hé& no tamanho da

semente. Vallejos & Chase (1991a) discutem o efeito materno no feij
0 e 50% o efeito maternal, o que ndo €

oeiro € encontraram um

gene o qual denominaram de Ssz-1 que reverte entre 3

comum. Estes autores especulam o fato de que entre 0S progenitores estudados ha introdugdes

de outros Phaseolus, pois a literatura mostra ndo sO para feijio mas para outras especies o

efeito materno claramente influenciando 10 tamanho da semente.
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jmento e largura de sementes

Tabela-6. Comparagdo de médias e varifncias para peso, compr
7 x Rosinha G2. Uberlandia

de feijfio Fy, provenientes do cruzamento AND 27
1996.

Populagdes Peso (Ing) Comprimento (cm) Largura (cm)
\ida Varncia  Média Variancia ~Média Varancia
AND 277 MA016a* 744084 1412 0,0091 0.56a  0.00346
Rosinha G2 178,60b  2898.92 09sb 00122  038b 0,00815
F1 ANDxRG2 471072 201690 1.508 00101 0,53 000104
F1 RG2xAND 235950  3892,01 1,06b 0,0081 0452  0,01203
F2ANDXRG2 247624 700452 1058 00198  054a 000858

*Populagdes seguidas pela mesma Jetra na vertical, ndo diferiram ostatisticamente pelo

contraste a nivel de 5% pelo teste de Tukey.

para peso; comprimento € Jargura de

Tabela -7. Contraste de médias entre populag0es .
AND 277 X Rosinha G2.

sementes de feijdo provenientes do cruzamento

Uberlandia 1996.
Comparacdes Peso Comprimento Largura
Kok ok ok

AND 277 vs Rosinha G2 wnx

AND 277 vs FiANDxRG2 ns DS ns
AND 277 vs FiRG2XxAND o e ns
AND 277 vs F,ANDxRG2 ok sk as
Rosinha G2 vs FiANDXRG2 wrk s wer
Rosinha G2 vs FjRG2xAND ns ns ns
sk Hok%k fokk

Rosinha G2 vs F,ANDxRG2

*k T e . P :
Estatisticamente significativo 2 nivel _
Estatisticamente ndo houve diferenca signific

teste de Tukey

de 5% de probabilidade pelo teste de Tukey. ns.
ativa a nivel de 504 de probabilidade pelo
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Vallejos & Chase (1991a) verificaram que ha um grande nimero de genes no controle
genético do tamanho da semente, com efeitos similares, ou existe um gene maior e outros de
efeitos menores segregando nas progénies. Reis ef al. (1981) avaliaram peso e comprimento
de duas populages contrastantes nestas caracteristicas, ambas se mostraram variadas porém

de heranca quantitativa, sendo 1,73 e 11,22 genes para comprimento € 1,4 € 5,5 para peso, de

acordo com a respectiva populagdo. Para ambas populagdes os resultados obtidos

apresentaram alta herdabilidade tanto para comprimento quanto para peso. A geragdo F, do
cruzamento AND 277 x Rosinha G2 apresentou 4,98, 2,89 e 1,459 genes para peso,
comprimento e largura, respectivamente (Tabela 8). Estes numeros foram calculados de
acordo com a formula de Wright, e estdo de acordo com a literatura (Reis er al. 1981;.

Vallejos & Chase, 1991a). Foram obtidos também altos valores para herdabildade nos trés

Parimetros de tamanho avaliados. Tanto mimero de genes, herdabilidade e heterose séo

caleulados com base nos dados apresentados na Tabela 6. Estes resultados indicam que estas

dade ao ser selecionada em

Caracteristicas, de grande interesse agronomico, apresentam viabili
dia dos hibridos

Um programa de melhoramento. A heterose € calculada pela diferenca da mé

em relagfio a média dos progenitores (MP); no entanto, quando presente o efeito maternal,

tste valor fica proximo da diferenca entre a média dos progenitores, de acordo com o

Progenitor feminino utilizado, como apresentado na Tabela 8.

de genes ou blocos génicos e Heterose

Tabela 8. . ili tido amplo, numero
crdabilidade no sentico amp do tamanho de semente. Uberlandia

envolvidos nas caracteristicas determinantes

= AND 277 x Rosinha G2
Peso Comprimento Largura
Herdabilidade 0487 +0,1418 0,476 £0.1301 0,601 £0,1266
N% de genes 4,98 2,89 1,459
Heterose! 157.41 0,32 0,06
Heterose? 77,93 -0,12 -0,02

THeterose.
2He erose= Fyanp277xraz) - MP
eterose=F1(RszAND 277) =

De uma forma geral observou-se altas correlagdes fenotipicas entre 0S pardmetros de

tamanho de semente avaliados. A Tabela-

de correlagdes foram mais baixas, alguns embor

0 mostra que para comprimento e largura os valores

a negativos, porém ndo significativos. Néo hd

SRR PRRE v B A L o
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a cultivar AND 271 apresenta uma alta

servado 1na cultivar Rosinha G2 (RG2)- O

cotr a n ~ r
elacfio entre estes parametros, © que ndo © ob

uma VR Y-
explicagdo logica para este fato observado,

ari ; i
pardmetro peso esta altamente correlaclonado co
as populagdes de 0,59 @ 0,99.

ura de sementes de

T .
abela 9. Correlagdes entre a5 caracteristicas peso, comprimento © larg
AND 277 X Rosinha G2.

feijoes nas po ) do cruzamento

en
pulagoes segregantes (12
Uberlandia 1996.
Com rimento Largura

0,93* 0,87*
0,81*

Rosinha G2

AND** X RG2)

F1 (RG2xAND)

F2 (ANDxRG2)

%

) ns' s . et . N

*x OCO,"el??OﬁS estanstlcamente, mgmﬁcaﬂvas
-0 primeiro progenitor de cada cruzamento 0

2.4,
2 Marcadores Bioquimico
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da )
8 ~ .o
emente estdo no mMESMO grupo de ligaga® assimt

1
(1991b) ¢ Vallejos et al. (1992 Contudo; Valleo® et al
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de aproximadamente 27 cM entre O locos da faseolina € das proteinas de reserva Spa e Spb.

No entanto nio encontraram recombinantes entre estas duas Gltimas. Ja Vallejos & Chase
(1991b), estudando especificamente 0 grupo de lig
distancia de 41 cM para estas proteinas. Neste trabalho a anali

permitiu obter uma distancia de 31,9 cM entre 2 faseolina e Spa, €
estio muito proximas, © talvez os recombinantes

acdo da faseolina, calcularam uma
se realizada com 251 individuos

uma distancia de 1,7 ¢M

entre Spa e Spb. Realmente Spa © Spb

encontrados foram possiveis devido a0 maior nimero de individuos amostrados, pois

Vallejos et al. (1992) trabalharam com pouco mais de 100 individuos.
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Marecadores Bioquimicos

TT TS TT SS TS SS SS SS TS TT SS SS

Spa —»

Spb —»
R T

Figura 3- Proteinas de semente da populagiio segregante AND 277 x Rosinha G2. As setas
Indicam em ordem decrescente de peso as proteinas: Spa, Spb e faseolina (Phs).

TT SS TS TT TS TT TT TS TS TT TS

t oEmEggs=sg ==

o :
'8Ura 4- Proteinas de semente da populagdo segregante AND 277 x Rosinha G2. A seta

indica o polimorfismo da faseolina (Phs) com énfase no padrdo codominante o

que caracteriza a hibridagdo.
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2.4.1 Marcadores Moleculares

No total foram testados 26 oligonucleotideos iniciadores (primers) da Reaglio em

Cadeia da Polimerase (PCR). Todos amplificaram, apenas 5 ndo apresentaram amplificagio

d i A . ..
e reglies genomicas pohmorﬁcas, perfazendo um total de 30 locos pohmorﬁcos. De acordo

com di . .
m diversos trabalhos, envolvendo estudos moleculares de cultivares dos dois grandes

ce . v s , . .
ntros de origem do fe1joeiro andino € mesoamericano, verifica-se um alto nivel de

polimorfismo, em torno de 80 % (Nodarl ef al., 1992; Nodari et al., 1993a). A analise destas

a 1 ~ r . ry? M ¢ sy oq*
mplificacdes & de grande interesse para estudos geneticos, pois além da possibilidade de

associ . o .y ; o o
sociar uma determinada regiao polimorfica amplificada a uma caracteristica genética ou

mO Aot s . ’ . ~
rfolégica ja analisada, 05 resultados contribuem para elaborar um mapa de ligagdo, 0 que é

d 3 n . . y * . 7
e grande importancia tanto do ponto de vista basico quanto aplicado. Ate 0 momento foram

estudados na populagéo segregante 7 fragmentos polimérficos amplificados. O trabalho €

le ) . . . . sr )
nto e apresenta algumas dificuldades préticas, pois 0 atmero de individuos analisados na

populagio ¢ variado, porém acima de 100 individuos. Fstas regides polimoérficas sfo

a : o L < .
presentadas na Figura-5 onde s percebe 8 amplificagdo polimorfica € © padrdio dominante

do RAPD, onde os individuos que ndo apresentam ho
¢do do primer OPA-0la, todos apresentaram

se reamplifique © DNA dos individuos que

mologia com 05 “primers” 1do

ampli .
plificam a regifio em estudo. Com €xCe

se N . ,
gregaches mendelianas. E recomendado que

devido a0 cardter dominante, onde os heterozigotos

deram negativos quanto 2 amplificacdo;
também sio amplificados (Ferreira & Grattapaglia,
outras caracteristic
de ligag@o do feijoeiro (Figura—6).

1995). As informagdes moleculares

obti . i :
das foram corre]aolonadas com as anahsadas atc o momento,

cami
minhando para a construgdo de uma mapa
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Marcadores Moleculares

OPAOla
OPA-01b
OPA-0Ola
OPA-01p
OPI-194

Figura 3- Amplificagio do DNA por RAPD de individuos segregapte§ na
populagio F do cruzamento AND 277 x Rosinha G2. As setas indicam
regides gendmicas polimorficas.
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1 2 3
OPD-19a —— OPI-19a T Phs ——
29,9cM 29,9 ctM
31,9 cM
OPI-19b | Vae T
Spa 1
Spb—-— ],7 cM
33,3cM 27,16 cM
Cor 1
ALS ——
R
186,56 cM
—
32,7cM
S

B
gura-6. Mapa de ligagdo construido a partir de mar
Bioquimicos (Phs, Spa € S

gene de resisténcia do feijoeiro
calculadas utilizando a fungdo
MAPMAKER versio 3.0b e LOD 3.0.

nicos, OPA-01a, OPD-'
HC nio estéo
tudados até o

O marcadores monoge
19b, OPA-01b, OPA-02, ¢
ligados aos grupos de ligagdo €S

momento.

cadore

pb), Moleculares (OPA-
4 mancha angular

Kosambi

s Morfologicos (v¥. C*, Cor),
0la, OPI-19a e OPI-19b) e o
(ALS). Disténcias foram
e o programa de mapeamento
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244 Mapeamento | |
Grupos de ligagdes foram estabelecidos entre 15 locos de acordo com anglise feita com

O Programa Mapmaker, versdo 3b. Foram obtidos os seguintes grupos de ligacdes (Figura-6).

Grupo 1- |

Este grupo de ligagdo compreende os seguintes locos: regifio amplificada pelos
“Primers” OPD-19a e OPI-19a, gene de resisténcia & mancha angular do feijoeiro (ALS) e o
gene que determina a presenga de estrias avermelhadas na semente (C“), perfazendo um total
de 95,90 ¢,

Grupo 2-

Este Zrupo apresenta como locos ligados a segunda amplificagdo do “primer” OPI-19b,

do fefjoeiro (Cor), totalizando 57,06 cM.
Gl‘upo 3.
AL ina (P
O terceiro agrupamento de ligagdes génicas envolve o bloco génico da faseolina (Phs) e
' 6 cM.
™ais duas protefnas de reserva Spa e Spb, com um total de 33, N
Nio foj possivel estabelecer ainda nenhuma ligagdo entre os marcadore

OPD.19p OPD-01b, OPA-02 e o gene que determina o hébito de crescimento (HC) assim

£0mo com og genes que determinam a cor da vagem.

Feijoeiro
245 Aplicacsio Destas Informacdes no Melhoramento do jt o e bt
in
Os resultados obtidos com os parimetros de tamanho de semente

alta herdabilidade. Embora seja de maior interesse para o melho'r?mento oasce:c:;; uc11:
herdabﬂidade no sentido restrito e ndo amplo, os dados obtidos permrilr:moaspir;bres -
10 sentido amplo, uma vez que nfo foram realizados retrocruz’amenr(;1 .Reis e
altos, o que possibilita predizer que no sentido restrito 0 tamben"i sera. 2 o
Obﬁveram altos valores de herdabilidade mesmo quando calcu z;ram ar,a - s pon
“mprimento, De forma geral estes autores observaram menores valores p

Para o pesq de semente. de importancia para o feijoeiro
O estudo ligagges agrupou duas caracteristicas de grande

d : fBreia 3 ngular.
Que sgq cor de semente com resisténcia 4 mancha ang



2.5 CONCLUSOES

A populagio segregante resultante do cruzamento entre uma cultivar de origem andina,
AND 277 ¢ outra mesoamericana, Rosinha G2, apresentou uma grande variabilidade para
realizar yma analise genética com os mais diversos contrastes genéticos.

Os caracteres morfologicos: habito de crescimento, cor de flor e cor de semente de
Semente, escurecimento de corona, apresentaram segregago 3:1, com dominéncia para habito
de crescimento indeterminado, flor rosa e semente com presenca de estrias vermelhas e

Corona escura,
A cor da vagem madura é controlado por dois genes numa proporgdo de 9 vagens com

Presenca da cor rosa para 7 vagens verdes quando na maturidade fisiologica.
Os pardmetros estudados de tamanho de semente mostraram que estas caracteristicas

embora quantitativas apresentam uma alta herdabilidade, o que indica que podem ser

explorados com sucesso em programas de melhoramento genético.

As proteinas de reserva, faseolina (Phs), Spa € Spb confirmaram que realmente estéo no

Mesmo grupo de ligagdo, porém com distancia de 31,9 cM ente Phs e Spa. Ao contrario que

diz a literatyra Spa e Spb ndo estio no mesmo loco, no entanto estdo intimamente ligadas,

Com um distancia de 1,7 cM.

Os estudos de mapeamento feito com
entre 0s 15 locos analisados existem 3 grupos ligagdes, mapeando um total de 186,56 cM do

auxilio do programa Mapmaker, mostrou que

genoma do feijoeiro. Destes 15 locos analisados 5 ndo foram ligados com os demais, o que
Indica que para uma maior definigdo das ligagdo é necessario estudar um nimero maior de

locos,

se encontra dois marcadores fenotipicos de

No grupo denominado ntmero 1
C*) e resisténcia & mancha angular do

Mportancia para o feijoeiro que sdo cor de semente (
e : ~ Chrart 99
feijoeiro, juntamente com dois locos polimérficos resultantes das amplificagdes dos “primers

OPA-01a e OPL-19b.

As informagdes quanto as ligagdes encontrada:

‘Mportancia, uma vez que o gene de mancha angular embora ainda néo tenha sido relacionado
s C de cor de semente, o

s no grupo 1 sdo de relevante

4 grupos nenhum grupo de ligagio, no entanto esta ligado ao loco
Qal foi bastante estudado geneticamente ¢© desta forma fica relativamente mais facil

“onseguir um locos mais préximo ao gene de resisténcia & mancha angular no fefjoeiro.
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No grupo 2 se confirmou que os gene Cor e V estdo realmente ligados e que na verdade

540 dois genes e n3o apenas 1 com ja foi descrito.

No grupo trés foi confirmada a ligagdo entre as proteinas de reserva, o que ja era
€sperado,

Se faz necessario explorar mais esta populagdo, uma vez que apresenta varias
infor‘m‘?<~)es genéticas. Na busca de apresentar uma mapa altamente saturado e quem néo sabe
A€ obter com um marcador moleculares que possam se associarem intimamente a genes de

'Mmportancia agrondmica poucos conhecidos em estudos de ligagbes como o gene de

Tesisténcia & mancha angular e/ou habito de crescimento.

B e et et



[IERRRIFEE PSS el

1 SR B ARSI i i i AN i o T TV

2.6 REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

ANNEROT, H & DRON, M. 19%4. SCAR,

(Are) conferring resistance 1o

ADAM-BLONDON, A.F.; SEVIGNAC, M.; B

RAPD & RFLP Markers linked to a dominant gene

anthracnose in common bean. Theor. Appl. Genet. 88: 865-870.

BASSETT, M.J. 1991. A revised linkage map of common bean. HortScience 26(7):834-836.

BASSETT, M.J. 1995. The dark corona character in seedcoats of common bean cosegregates

with the pink flower allele v'*. J. Amer. Soe. 120(3): 520-522.

BASSETT, M.J. 1996. New genes, stp and atp"™, for flower and seedcoat pattern in common

bean. J. Amer. Soc. 121(3): 388-392.

BECERRA VELASQUEZ, L. & GEPTS, P. 1994. RFLP diversity of common bean

(Phaseolus vulgaris) in its centers of origin. Genome 37 256-263.

BECKMANN, I.S. & SOLLER, M. 1983. Restriction fragment length polymorphisms and
d costs. Theor. Appl. Genet. 67:35-43.

genetic improvement: methodologies, mapping an
76. The South American wild bean

BERGLUND.BRUCHER, O. & BRUCHER. H 19
bean. Econ. Bot. 30:257-272.

(Phaseolus aborigineus Burk.) as ancestor of the common

BLUM, H,; BEIR, H. & GROSS, H.J. 1987. Improved silver staining of plant proteins, RNA

and DNA in polyacrylamide gels. Electrophoresis 8:93-99.

BROW, J.W.S.; MA, Y.; BLISS F.A. & HALL, T.C. 1981a. Genetic variation in subunits of

globulin-1 storage protein of french bean. Theor: Appl Genet:59:83-88.

A & HALL, T.C. 1981b. Linkage

BROW, J.W.S.: MA, Y.; OSBORNE, T-C: BLISS, F.
french bean. Theor. Appl

relationships between genes controlling seed proteins in

Genet. 60:251-259.
dores RAPD Ligados 2 Genes de Resisténcia a0

ade Federal de Vigosa.

CARVALHO. G. A. S.M. 1995. Marca

Cancro da Haste da Soja. Universid

CHASE, C.D.; ORTEGA, V.M. & VALLEJOS, C.E. 1991. DNA restriction fragment length
polymorphisms correlate with jsozyme diversity in Phaseolus vulgaris L. Theor. Appl

Genet. 81:806-811.



RN Y e

e T e
e— - L i v e s T

61

v _"" .
L g g

K

(g vt .o
BRI RS -&”?j Do

CHO, Y.C; BLAIR, M.W.; PANAUD, O. & MCCOUCH, S.R. 1996. Cloning and mapping
of variety-specific rice genomic DNA sequences: amplified fragment length

Polymorphisms (AFLP) from silver-stained polyacrylamide gels. Genome 39:373-378
CHUNWONGSE, J.; BUNN, T.B.; CROSSMAN, C. & JIANG, J. 1994. Chromosomal
Localization and molecular-marker tagging of the powdery mildew restance gene (Lv) in

tomato, Theor. Appl. Genet 89:76-79.

CIAT, 1999, Research constraints provisionally identified by CIAT. Workshop on
Advanced Phaseolus Beans Resarch Network, 11-14 de setembro, 1990. Cali,

Colombia.

DEBOUCK, D.G.; TORO, O.; PAREDES, O.M.; JOHNSON, W.C. & GEPTS, P. 1993.

Genetic diversity and ecological distribuition of Phaseolus vulgaris (Fabaceae) in
Northwestern South America. Econ. Bot. 47(4):408-423.

DEBOUCK, D.G. 1991. Systematics and morphology In: Common beans: research for crop
improvement. Edited by VAN SCHOONHOVEN, A. & VOYSEST, O. CAB, Oxon,
UK. pp 55-118.

DOYLE: J.J. & DOYLE, L.H. 1990. Isolation of plant DNA from fresh tissue. Focus
12(1):13-15

EDWARDS, M.D. & PAGE, N.J. 1994. Evaluation of marker-assisted selection through
though computer simulation. Theor. Appl. Genet. 88:376-382.

FERREIRA, ME. & GRATTAPAGLIA, D. 1995. Introdugio ao uso de marcadores
Moleculares RAPD e RFLP em anilise genética. Brasilia: EMBRAPA-CENARGEN.

PP 220 (Documento 20)

FRAG: H. & CLAYBERG, C.D. 1980. Inheritance of purple pod color in Phaseolus vulgaris
- Annu. Rep. Bean Improv. Coop. 21-23

FREYMARK, p.J ; LEE, M.; MARTINSON, C.A. & WOODMAN, W.L. 1994. Molecular-

Marker-facilitated investigation of host-plant response to Exserohilum turcicum in maize

(Zea mays L.): Components of resistance. Theor. Appl. Genet. 88:305-313.
GENTRY, H.S. 1969. Origin of the common bean, Phaseolus vulgaris. Econ. Bot. 23:55-69.



62

GEPTS, P. 1990, Biochemical evidence bearing on the domestication of Phaseolus (Fabacea)
beans. Econ. Bot. 44(3):28-38.

GEPTS, p. & BLISS, F.A. 1985a. F; hybrid weakness in the common bean. J. Hered.
76:447-450,

GEPTS, P. & BLISS, F.A. 1986b. Phaseolin variability among wild and cultivated common
beans (Phaseolus vulgaris) from Colombia. Econ. Bot. 40(4):469-478.

GEPTS, P.; OSBORN, C.T.; RASHKA, K. & BLISS, F.A. 1986a. Phascolin-protein
variability in wild forms and landraces of the common bean (Phaseolus vulgaris):

evidence for multiple centers of domestication. Econ. Bot. 40(4):451-468.

GUZMAN, P.; GILBERTSON, R.L.; NODARI, R.; JOHNSON, W.C.; TEMPLE, S.R.;
MANDALA, D.: MKANDAWIRE, A. B. C.; & GEPTS, P. 1995. Characterization of

variability in the fungos Phaeoisariopsis griseola suggests coevolution with in the
common bean (Phaseiolus vulgaris). Phytopathology 85:600-607.

HALEY S.D.; AFANADOR, L. MIKLAS P.N.; STAVELY, J.R. & KELLY, J.D. 19%4a.
Heterogeneous inbred populations are useful as sources of near-isogenic lines for RAPD
marker localization. Theor. Appl. Genet. 88:337-342,

HALEY s.p,; AFANADOR, L. & KELLY, J.D. 1994b. Identification an application of a
random polymorphic DNA marker for the 7 gene (Potyvirus Resistance) in common bean.
Phytopathology 84:157-160.

JUNG, G.; COYNE, D.p.; SKROCH, P.W.; NIENHUIS, J.; ARNAUD-SANTANA, E.;
BOKOSI, J; ARIYARATHNE, HM. STEADMAN, JR; BEAVER, JS. &
KAEPPLER, S.M. 1996. Molecular marker associated with plant architecture and

resistance to common bligtht, web bligth, and rust in common beans. J. Amer. Soc.
Hort, Sci. 121(5):794-803.
KAPLAN, L. 1981. What is the origin of the common bean? Econ. Bot. 35:240-254.
KENNARD, W.C. POETTER, K.; DUKHUIZEN, A.; MEGLIC, V.; STAUB, JE. &
HAVEY, M.J. 1994. Linkages among RFLP, RAPD, isozyme, disease-resistance, and

morphological markers in narrow and wide crosses of cucumber. Theor. Appl. Genet.

89:42-48.



63

KOENI
G, R. & GEPTS, P. 1989. Segregation and linkage of genes for seed proteins,

isozymes, and morphological traits in common bean (Phaseolus vulgaris L.). J. Hered.
80(6):455-459.
phaseolin types in wild and cultivated

Bot. 44(1):50-60.

K
OENIG, R. SINGH, S.P & GEPTS, P- 1990. Novel

common bean (Phaseolus vulgaris Fabaceae). Econ.

KOS o
AMBI, D.D. 1944. The estimation of map distances from recombination values. Ann.

Eugen. 12:171-175.

LAE
MMLI, V.K. 1970. Cleavage of structural proteins during assembly of the head of

bacteriophage T4. Nature 222:680-685
A BARLOW, A.; DALY, M.J; LINCOLN,
an interactive computer package for

and natural populations.

L
ANDER, E.S.; GREEN, P ABRAHAMSON,

SE & NEWBURG, L. 1987 Mapmaker:

CO . . . . 3
nstructing primary genetic linkage maps of experimental

Genomics 1:174-181.

LAN
DER, E. S. & BOTSTEIN, D. 1989. Mapping mendelian factors underlying quantitative

21:185-199.

traits using RFLP linkage maps. Genetics 1
d assay for plant and bacterial DNA

LIN ,
, 1.J. & KUO, J. 1995. AFLP™ : A povel PCR-base
figerprinting. Foeus 17:66-70-

MA
,Y. &BLISS,F.A. 1978. Seed proteins
pP. & MICHELMORE, R.W. 1994. Rapid

MAI
SONNEUVE, B.; BELLEC, Y3 ANDERSON,
serriola 10 clusters of

mapping of two genes for resistance to doWnY mi
:96-104.

1dew from Latuca

resistance genes. Theor- Appl. Genet- 89

M
ARTIN, G.B. BROMMONSCHENKEL:  11.; CHUNWONGSE, 1. FRARY, A.; GANAL,
KSLEY. S.D. 1993. Map-based

M.W.; SPIVEY, R. WU, T. EARLE, ED; & TAN
n tomato. Science

g disease resistance 1

cloni L .
ning of a protein kinase ge0¢ conferrin

262:1432-1436.

ME
KSEM, K. LEISTER, D.; PELEMAN: 1. ZABEAU, M
1 locus on chromoso

C :
. 1995, A high-resolution map
based on RFLP and AFLP markers. Mot

of vicinity of the K
Gen. Genet 249:74-81.



64

MESQUITA, 1.A.; RAMALHO, M.A.P. & SANTOS, I.B. dos. 1990. Efeito materno na
determinagéio do tamanho da semente do feijoeiro (Phaseolus vulgaris L.). Ciénc. Prat.
14(3):283-290.

MICHELMORE, R.W.; PARAN, I. & KESSELIL R.V. 1991. Identification of markers Linked
to disease resistance genes by bulked segregant analysis: a rapid method to detect
markers in specific genomic regions using segregating populations. Proc. Natl Acad.
Sci. 88:9828-9832.

MIKLAS, P.N.; JOHNSON, E; STONE, V.; BEAVER, J.S.; MONTOYA, C. & ZAPATA,

M. 1996. Selective mapping of QTL conditioning disease resistance in common bean.
Crop Sci. 36:1344-1351
MIKLAS, P.N.; STAVELY, J.R.; & KELLY, J.D. 1993. Identification and potential use of a

molecular marker for rust resistance in common bean. Theor. Appl. Genet. 85:745-749.

MORAES, C.F. de & VIEIRA, C. 1968. Hereditariedade da cor das vagens de Phaseolus
vulgaris L., II Rev. Ceres 15(86):199-209.
NEEMA, C. SICARD, D.; ADAM, A.F.; BUCHET, S. CATTAN, I. & DRON, M. 1993.

Genetic vatiation within natural host-pathogen populations: Phaseolus vulgaris -
Colletotrichum lindemunthianum. CIAT, p. 251-260.
NODARI, R.O.; KOINANGE, EMK.; KELLY, J.D. & GEPTS, P. 1992. Towards an

integrated linkage map of common bean.I. Development of genomic DNA probes and

levels of restriction length polymorphism. Theor. Appl. Genet. 84:186-192.

NODARI, R.O.; TSAI, S.M.; GILBERTSON, R.L. & GEPTS, P. 1993a. Towards an
integrated linkage map of common bean2. Development of an RFLP-based linkage map.

Theor. Appl. Genet. 85:513-520.
NODARI, R.O.; TSAL S.M.; GUSMAN, P.; GILBERTSON, R.L. & GEPTS, P. 1993b.
Towards an integrated linkage map of common bean III. Mapping genetic factores

contrlling host-bacteria Interactions. Genetics 134:341-350.

PAULA JUNIOR, T.J. 1995. Mancha angular do feijoeiro no Estado de Minas Gerais, Brasil.
International Workshop on Angular Leaf Spot of Common Beans. p-6, Nov. 20-24,

CIAT, Cali, Colombia.



65

RAMALHO, MA.P.; SANTOS, J.B. dos & ZIMMERMANN, M.J. de O. 1993. Genética

quantitativa em plantas autogamas: Aplicagées ao melhoramento do feijoeiro.
Goiéinia: UFG 271p.

REIS, W.P.; RAMALHO, MA.P. & PINTO, C.A.B.P. 1981. Heranga do tamanho da semente
do feijdo (Phaseolus vulgaris L.). Ciéncia Prat. 5(1):66-71.

ROMERO, I.; SUM, S.M; McLEESTER, R.C.; BLISS. F.A. & HALL, T.C. 1975. Heritable

variation in a polypeptide subunit of the major storage protein of the bean, Phaseolus
vulgaris L. Plant Physiol. 56:776-779.

SAGHAI-MAROOF, M.A.; SOLIMAN, K.M.; JORGENSEN, R.A. & ALLARD, R.W.
1984. Proc. Nat. Ac. Sci. 81:8014-8018

SAMBROOK, J.; FRITSCH, E.F. & MANIATIS, T. Molecular Cloning, 2nd ed., 3 vols.
Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring, New York, E.U.A. 1989.

SANTOS, J.B. dos; VENCOVSKY, R. & RAMALHO, M.A.P. 1985. Controle genético da
produgdo e seus componentes primarios em feijoeiro. Pesq. Agrop. Brasil. 20(10):1203-
1211.

SINGH, S.P. 1986. Patterns of variation in cultivated common bean (Phaseolus vulgaris,
Fabacea). Econ. Bot. 40:451-468

SINGH, S.P. & GUTIERREZ, J.A. 1984. Geographical distribuitions of the DL; and DL,

genes causing hybrid dwarfism in Phaseolus vulgaris L., their associotion with seed, and
their significance to breeding. Euphytica 33:337-345.

SINGH, S.P.; GEPTS, P. & DEBOUCK, D. 1991a. Races of common bean (Phaseolus
vulgaris, Fabaceae). Econ. Bot. 45(3):379-396.

SINGH, S.P.; NODARI, R. & GEPTS, P. 1991b. Genetic diversity in cultivated common

bean: I. allozymes. Crop Sci. 31: 19-23.

SINGH, S.P.; GUTIERREZ, J.A.; MOLINA, A.; URREA, C. & GEPTS, P. 1991b. Genetic
diversity in cultivated common bean: II. marker-based analysis of morphological and

agronomic traits. Crop. Sci 31: 23-29
SOUTHERN, E.M. Detection of specific sequences among DNA fragments separated by gel

electrophoresis. J. Molec. Biol. 98:503-511. 1975.



66

SOUZA, E.A. de; CARVALHO, J.A. de; RAMALHO, M.A.P. & SANTOS, J.B. dos. 1992.

Constitui¢do genotipica de algumas cultivares de feijdo (Phaseolus vulgaris L.) relativa a

cor das flores. Ciénc. Prat. 18(1):82-84.

TANKSLEY, S.D. & HEWITT, J.D. Use of molecular markers in breeding for soluble solids

content in tomato - a re-examination. Theor. Appl. Genet. 75:811-823. 1988.

TANKSLEY, S.D.; YOUNG, N.D.; PATERSON, A.H. & BONIERBALE, M. W. 1989.
RFLP mapping in plant breeding: new tools for an old science. Biotecnology 7:257-264.

THOMAS, C.M.; VOS, P.; ZABEAU, M.; JONES, D.A.; NORCOTT, K.A. CHADWICK,
B.P. & JONES, JD.G. 1995. Identification of amplified restriction fragment
polymorphism (AFLP) markers tightly linked to the tomato Cf-9 gene for resistance to

Cladosporium fulvum. Plant J. 8(5):785-794
TOHME, J.; GONZALEZ, D.O.; BEEBE, S. & DUQUE, M.C. 1996. AFLP analysis of gene
pools of a wild bean core collection. Crop Sei. 36:1375-1384

VALLEJOS, C.E. & CHASE, C.D. 1991a. Linkage between isozyme markers and a locus
affecting seed size in Phaseolus vulgaris L. Theor. Appl. Genet. 81:413-419.

VALLEJOS, CE. & CHASE, C.D. 1991b. Extended map for the phaseolin linkage group of
Phaseolus vulgaris L. Theor. Appl. Genet. 82:353-357.

VALLEJOS, C.E.; SAKIYAMA, N.S. & CHASE, C.D. 1992. A molecular marker-based
linkage map of Phaseolus vulgaris L. Genetics 131:733-740.

VELLO, N.A. & VENCOVSKY, R. 1974. Variancia associadas as estimativas de varidncias

genéticas e coeficientes de herdabilidade. In: Relatério Cientifico da Escola Superior
de Agricultura “Luiz de Queiroz”, Piracicaba, 1974. P. 238-248.

VIEIRA, C. & SHANDS, H. 1965. A genetically controlled blotch on bean flowers. Crop
Sei. 5(4):371.

VIEIRA, C. 1994. Principais doengas do feijoeiro. In: Feijdo de inverno. Inf. Agropec., Belo
Horizonte, v.17, n. 178, p.43-46.

VILARINHOS, A.D.; BARROS, E.G.; PAIVA, E.; SEDIYAMA,C.S & MORREIRA, M.A.
1994. Use of the random amplified polymorphic DNA technique to characterize soybean

(Glycine max (L.) Merril) genotypes. Rev. Bras. Genet. 17:287-290.



67

WELSH, J. & McCLELLAND, M. 1990. Fingerprinting genomes using PCR with arbitrary
primers. Nucleic Acids Res. 18:7213-7218.

WILLIAMS, J.G.K.; KUBELIK, A.K.; LIVAK, K.J.; RAFALSKI, J.A. & TINGEY, S.V.
DNA polymorphisms amplified by arbitrary primers are useful as genetic markers.

Nucleic Acids Res. 18:6531-6535. 1990.

YOUNG, RA. & KELY, J.D. 1996. RAPD Markers flanking the Are gene for anthracnose

resistance in common bean. J. Amer. Soc. Hort. Sci. 121(1): 37-41

ZIMMERMANN, M.J.O.; ROCHA, M. & YAMADA, T. Cultura do Feijoeiro - Fatores

que Afetam a Produtividade. Associacio Brasileira para Pesquisa da Potassa e do

Fosfato, Piracicaba, SP. 1988.




