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RESUMO - O feijao comum (Phaseolus vulgaris L.) pode ser considerado uma cultura amplamente
difundida no Brasil, maior pais produtor e consumidor do grdo. Pesquisas em todo 0 mundo vém
sendo realizadas visando melhorar os cultivares de feijées ja existentes, para resisténcia a varios
patdgenos e a seca, por exemplo. Tendo em vista que os programas de melhoramento genético do
feijoeiro tem buscado desenvolver cultivares que apresentem tolerancia a seca, o presente trabalho
teve por objetivo mensurar em um painel composto por 120 genétipos de feijdo comum caracteres
que estdo relacionados ao estresse hidrico, e a genotipagem de marcadores SSRs para fazer
analises de mapeamento associativo com 0s caracteres referentes ao estresse hidrico. Um total de
4 caracteristicas relacionadas ao estresse hidrico apresentaram diferencas significativas de um
total de 7 caracteristicas avaliadas, e um total de 23 SSRs apresentaram associacdo com as
caracteristicas que apresentaram diferencas significativas na ANOVA. Estas associacdes podem
ser Uteis para promover a selecao assistida em programas de melhoramento e, portanto o presente

estudo representa uma importante contribuicdo para o melhoramento de feijao comum.
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ABSTRACT- The common bean (Phaseolus vulgaris L.) can be considered a widespread
crop in Brazil, the largest producer and consumer of the grain. Research efforts around the world
have been made to improve the existing varieties of beans, with respect to resistance to multiple
pathogens and drought, for example. Given that the breeding programs have sought to develop
bean cultivars with drought tolerance, this study aimed to measure in a panel of 120 common bean
genotypes related traits to water stress, and genotype SSR markers to perform associative mapping
analyses. A total of 4 characters related to water stress showed significant differences in total 7
evaluated traits, and a total of 23 SSRs were associated with the characteristics that showed
significant differences in the ANOVA. These associations may be useful to promote markers
assisted selection in breeding programs and therefore, the present study represents an important

step to the improvement of common bean.

Key-words: abiotic stress, water stress, SSRs molecular markers.

1 INTRODUCAO

O feijdo é uma fabacea domesticada h4 mais de sete milhdes de anos. Atualmente o
estresse hidrico é o segundo fator de importancia que gera grandes perdas na produtividade do
feijoeiro. De acordo com Silveira & Stone (2005), o rendimento do feijoeiro é bastante afetado pela
condicao hidrica do solo. Enquanto a resposta a estresse bidtico tem sido mais bem estudada, a
resisténcia a estresse abiodtico é fisiologicamente e geneticamente de natureza mais complexa e
geralmente tem heranga poligénica, pois pode ser condicionado por mdltiplos mecanismos
interagindo ao mesmo tempo (Miklas et al., 2006). Em paises em desenvolvimento, a seca € um
dos principais redutores da produtividade em feijao comum, especialmente onde a irrigacdo para a

cultura ndo é frequente.

O Programa de Melhoramento do Feijoeiro do Instituto Agrondmico (PMF-IAC) tem
investindo no desenvolvimento de ferramentas robustas e aplicaveis que possam colaborar para a

identificacdo e transferéncia de genes de interesse econémico para cultivares elites do programa.

Neste sentido, o uso de marcadores moleculares vem sendo cada vez mais empregados.

Dentre as classes de marcadores moleculares disponiveis, os marcadores SSRs evidenciam-se
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como a classe mais informativa para realizar andlises genéticas (Ferreira & Gratapaglia, 1998). O
mapeamento genético é hoje uma ferramenta usada para a identificacdo de QTLs em plantas.
Todavia, essa estratégia possui algumas limitagdes, incluindo um custo elevado para a geracao de
cruzamentos controlados adequados (quando eles séo possiveis, 0 que nem sempre € 0 caso) e a
genotipagem dos mesmos, uma baixa resolugdo para detectar os QTLs e o fato de que o numero
de alelos a ser analisado é baixo (Flint-Garcia et al., 2003). Uma alternativa interessante é a
genética de associacdo que se baseia no uso de popula¢gdes com uma base genética maior (como
colecdes de germoplasma), estratégia essa que foi usada com sucesso no genoma humano para

detectar regides envolvidas no controle de doencgas simples e complexas.

Tendo em vista que os programas de melhoramento genético do feijoeiro tem buscado
desenvolver cultivares que apresentem tolerancia a seca, o presente trabalho teve por objetivos
mensurar em um painel composto por 180 gendtipos de feijdo comum provenientes do Banco de
Germoplasma do Instituto Agrondmico do IAC caracteres que estdo relacionados ao estresse
hidrico, e a genotipagem de marcadores SSRs nos 120 gendtipos de feijdo comum para fazer

analises de mapeamento associativo com 0s caracteres referentes ao estresse hidrico avaliados.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Genotipagem dos 180 acessos de feijdo comum com marcadores SSRs

Um total de 103 marcadores SSRs foram genotipados nos 180 gendtipos de feijdo comum.
As reacfes de amplificacdo para todos os marcadores utilizados foram realizadas com 30 ng de
DNA, 1U de Tag-DNA polimerase, 1,5 mM de cloreto de magnésio, 0,15 mM de cada dNTP, 0,8uM
de cada primer (forward e reverse) e 1x de tampdo da enzima, num volume final de 15 ul. As
condicbes de amplificacdo utilizadas para os SSRs genémicos foram: 1) 94°C, 1 min.; 2) 94°C, 1
min.; 3) temperatura de anelamento (Ta) especifica para cada SSR por 1 min.; 4) 72°C, 1 min., 5)
volta ao passo 2 por 30 vezes; 6) 72°C, 5 min.; 7) 15°C, incubacéo final. O termociclador MyCycler
(BioRAD), foi utilizado. A genotipagem foi realizada em géis de acrilamida 6% corados com nitrato

de prata.
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2.2 Fenotipagem dos caracteres relacionados com estresse hidrico

Em experimento em casa de vegetacdo, sementes das 120 gendtipos de feijdo comum
foram selecionados dos 180 gendtipos de feijdo comum, que compdem um painel associativo, as
sementes foram semeadas em delineamento de blocos casualizados, com trés repeticbes, no
Centro Experimental Central do Instituto Agrondmico, em Campinas. As sementes foram plantadas
em vasos de 14 litros com duas sementes em cada vaso. Os gendétipos foram plantados em duas
casas de vegetacdo com dois regimes de &gua diferentes, sendo uma irrigada com 80% da
capacidade de campo e a outra exposta a estresse terminal na fase vegetativa V3/V4. Todos os
vasos foram irrigados com um sistema individual de irrigacdo. Apds 20 dias de estresse
(suspensdo da irrigacdo), as plantas apresentaram abscisdo, senescéncia foliar e potencial
matricial da 4gua no solo de 199 kPa.

Apoés o estresse, foram mensurados o contetdo de clorofila usando o equipamento SPAD-
502 (Konica Minolta Sensing, Inc, Osaka, Japdo) e a temperatura das folhas utilizando um
termdmetro infravermelho (Telatemp model AG-42D, Telatemp, CA, EUA).

Para quantificar outras diferencas fisioldgicas na tolerédncia ao estresse hidrico, varios
atributos foram medidos através de amostragens destrutivas, separando a planta por partes e
medindo a distribuicdo de massa nas diferentes partes da planta, sendo mensuradas a massa
fresca da folha, a massa fresca do caule e a area foliar. A area foliar foi medida num scanner
LICOR modelo LI-3000. As diferentes partes das plantas foram colocadas em sacolas e secas para

medir a producdo de matéria seca do caule e da folha.

2.3 Andlises dos dados fenotipicos

Analises de variancia (ANOVA) das variaveis nos tratamentos irrigado e ndo irrigado foram
realizadas utilizando o pacote estatistico SAS v.8.2 (Instituto SAS, Cary, NC, EUA) para cada
caracteristica avaliada, a nivel de probabilidade de 0,05 foi considerado estatisticamente

significativo.

2.4 Anédlises de mapeamento associativo com os caracteres relacionados com o estresse

hidrico

As analises de mapeamento associacdo foram realizadas utilizando o programa TASSEL

3.0. O Modelo linear de Mistura (Mixed Linear Model - MLM) presente no programa Tassel, versao

4
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3.0 (www.maizegenetics.net), sendo que os marcadores que foram testados e as subpopulacdes

gue foram geradas pelas analises (matriz Q) foram considerados como fatores de efeito fixo, e a
matriz de parentesco foi considerada como efeito aleatdrio. A matriz de parentesco foi obtida
utilizando o software SPAGeDi, versdo 1.2 (Hardy & Kemans, 2002), utilizando a porcentagem de
subpopulacdes (K=4), que foi calculada utilizando o programa STRUCTURE 2.3.4. As informagdes
de posicdo dos marcadores SSRs utilizados foram obtidas do mapa genético IAC-UNA x CAL-143
(Campos et al.,, 2011), e do Phytozome (http://www.phytozome.net), fazendo um BLAST das

sequéncias dos marcadores SSRs com o banco de dados de Phaseolus vulgaris.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Durante o experimento de estresse hidrico aplicado nas casas de vegetagdo em vasos, a
média de temperatura e umidade da casa de vegetagdo do tratamento irrigado foi de 28,67°C e
33,0% e, da casa de vegetacdo ndo irrigada foi de 29,39°C e 40,0%, respectivamente. As analises
de variancia apresentaram diferencas estatisticamente significativas (P < 0,001) no tratamento ndo
irrigado nos 120 gendtipos de feijdo comum para as seguintes caracteristicas: area foliar (AFNI),
massa fresca do caule (MFCNI), massa fresca da folha (MFFNI) e temperatura da folha (TFNI),
enquanto que para o tratamento irrigado nenhumas das caracteristicas avaliadas apresentaram
diferencas estatisticamente significativas (Tabela 1).
Tabela 1. Analise de variancia (ANOVA) para as medidas de caracteristicas quantitativas nos 120

gendétipos de feijdo comum do experimento de tratamentos irrigado e nao irrigado nos vasos, em
casa de vegetacao.

Caracteristicas Irrigado N&o irrigado
Média dos 120 Diff Média dos 120

genotipos . genotipos Diff.
Teor de clorofila 37,44 ns 32,25 ns
Area foliar 431,02 ns 166,31* *
Massa fresca da
folha 6,55 ns 1,47* *
Massa fresca do
caule 3,45 ns 1,61* *
Massa seca da
folha 3,41 ns 3,19 ns
Massa seca do
caule 0,62 ns 0,57 ns
Temperatura da
folha 19,88 ns 31,71 *
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* Diferencas significativas a probabilidade de 0,05; ns: ndo significativo; Diff: diferencas entre os 120
genotipos de feijdo comum.

Para os dados fenotipicos que apresentaram diferencas significativas (Tabela 1), obtidos no
experimento de toleradncia a seca dos 120 gendtipos de feijdo comum, foram realizados testes
estatisticos para verificar se eles estavam ou ndo normalizados, a fim de utiliza-los nas analises de
mapeamento associativo. Os testes utilizados para esta avaliagdo foram o Skewness, Kurtosis e
Shapiro. As caracteristicas que apresentaram mais de um dos testes significativos foram
submetidos a transformagéo Box-cox (Osborne, 2010) com auxilio do programa estatistico R, a
qual gera curvas para a normalizacdo dos dados para os dois experimentos. O objetivo dessa
normalizacdo € que os valores esperados das observacgfes transformadas sejam descritos por um
modelo de estrutura simples, a variancia seja constante e as observacdes estejam normalmente
distribuidas. Os valores ndo significativos foram mantidos, pois ja estavam normalizados. A partir
do parametro lambda (A) indicado nestas curvas, foi escolhido 0 modelo de normalizagdo mais
adequado a ser aplicado nos valores dos dados fenotipicos.

Apoés os dados dos 120 gendtipos de feijdo comum para as caracteristicas de peso fresco
da folha no tratamento nao irrigado, o peso fresco do caule no tratamento nao irrigado e a
temperatura da folha no tratamento nao irrigado serem normalizados, histogramas dos valores de
cada caracteristica foram construidos, e os valores normalizados foram utilizados para fazer o
mapeamento associativo. Para a caracteristica de area foliar do tratamento nao irrigado os valores
do LSMEAN foram utilizados para realizar as analises de mapeamento associativo.

Tabela 2. Teste de associacdo entre os marcadores SSRs e as caracteristica de toleréncia a seca
gue apresentaram diferencas significativas utilizando o método do modelo MLM (Modelo Misto
Linear).

Caracteristica Cromossomo Nome do marcador p° Rz_marcadorb
AFNI? 1 PvM120 0,0046** 4.07E-05
AFNI 1 BMc271 0,0018** 2.05E-05
AFNI 2 PvM93 0,0364* 5.94E-04
AFNI 3 PvM124 0,0204* 1.99E-04
AFNI 3 BMc215 0,0262* 2.68E-04
AFNI 3 PvM78 0,0348* 3.39E-04
AFNI 6 PvM14 0,0094** 0.0731
AFNI 8 PvM118 0,022* 0.0716

MFCNI® 1 PvM58 0,01** 0,0554
MFCNI 1 PvM123 0,01** 0,0411
MFCNI 1 SSR-IAC136 0,0462** 0,1083
MFCNI 3 PvM22 0,0421** 0,0816
MFCNI 6 BMc265 0,002** 0,1643
MFCNI 7 BMc236 0,0009697*** 0,0019
MFCNI 11 PvM150 0,0019** 0,0024
MFFNI° 3 B5J1 0,0204* 0,0653
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MFFENI 3 BMc259 0,0396* 0,052
MFENI 6 PvM14 0,0476* 0,0552
MFFNI 6 BMc265 0,0372* 0,0839
MFFENI 8 PvM118 0,0157* 0,0616
TFNI 1 PvM123 0,034* 0,0441
TENI 1 PvM120 0,0295* 0,0359
TENI 2 BMc228 0,0448* 0,024
TENI 3 PvM132 0,0085* 0,0671
TENI 6 PvM28 0,0264* 0,0483
TENI 9 PvM79 0,0427* 0,0408

()AFNI=Area foliar ndo irrigado; (°) PFCNI=Massa fresca do caule n&o irrigado; ()MFFNI=Massa fresca da
folha néo irrigado; (d) TFNI=Temperatura da folha nao irrigado.

(e) *p< 0,05; ** p< 0,01, *** ps 0,001

® Rz_marcador foi calculado como a proporcdo do montante dos quadrados devido ao marcador ap0s
contabilizagéo de todos os outros efeitos no modelo.

Um total de 23,33% dos marcadores SSRs (Tabela 2) apresentaram associacdo as quatro
caracteristicas relacionadas com a toleréncia a seca que apresentaram diferengas significativas na
ANOVA (Tabela 1). Para a caracteristica AFNI 7,76% dos marcadores SSRs apresentaram
associacgdo, para a caracteristica MFCNI 6,79% dos marcadores SSRs apresentaram associagao,
para a caracteristica MFFNI 4,85% dos SSRs foram associados e para a caracteristica TFNI 5,82
dos SSRs apresentaram associacdo. A caracteristica AFNI foi a que apresentou um maior nimero
de marcadores associados, sendo um total de 8 SSRs associados a esta caracteristica. Os
marcadores PvM120, PvM14 e BMc265 apresentaram associagdo para mais de uma caracteristica,
sendo que, 0 SSR PvM120 teve associa¢cdo com a caracteristica AFNI e com a TFNI. O marcador
SSR PvM14 apresentou associagdo tanto com a caracteristica AFNI, quanto para a PFFNI. O SSR
BMc265 teve associacdo com as caracteristicas PFCNI e PFFNI. Estes marcadores podem ser
fortes candidatos para utilizacdo em processos de screening em linhagens de feijdo comum que
estdo em processo de selecdo para obtencdo de cultivares tolerantes a seca, sendo que, para
tanto, é necessario realizar a fenotipagem das quatro caracteristicas que apresentaram diferencas

significativas e que apresentam associagdes significativas com estes marcadores.

Galeano et al. (2012) utilizaram 170 SNPs para genotipar um painel de diversidade genética
de feijdo do CIAT composto por 93 acessos de feijao, além da genotipagem, foi realizada a
fenotipagem de vérios caracteres relacionados a tolerancia a seca, os dados da genotipadem e da
fenotipagem foram utilizados para realizar analises de mapeamento associativo. Neste trabalho, os
autores estabeleceram associacdo de 30 marcadores com diferentes caracteristicas relacionadas a

tolerancia a seca pelo método GLM (General Linear Model) e 28 associacdes utilizando o método
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MLM (Mixed Linear Model). Sendo assim, o presente projeto vem somar esfor¢cos nesta abordagem
de mapeamento, que tem demonstrado ser promissora, e pode vir a contribuir nos programas de

melhoramento do feijoeiro.
4 CONCLUSOES

Os resultados apresentados no presente estudo demonstraram que 0 mapeamento
associativo com um numero razoavel de marcadores é possivel de ser realizado, sendo que um
grande nimero de marcadores apresentaram associa¢gdes com as caracteristicas avaliadas, e com
uma ampla distribuicdo nos cromossomos da espécie Phaseolus vulgaris L. Entretanto ha
necessidade de novos experimentos de fenotipagem para tolerancia ao estresse hidrico em outro
ambiente, que possibilitem isolar os efeitos ambientais dos efeitos genéticos, e melhorar a

detecc¢do do efeito genético para cada associacéo detectada.
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