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RESUMO

Desenvolvimento de marcadores SSR-EST e construciao de mapas genéticos em feijao-
comum (Phaseolus vulgaris L.)

O uso de marcadores moleculares tem contribuido para o estudo da domesticacdo das
espécies de Phaseolus, origem e diversidade das cultivares atuais de feijdo-comum (P. vulgaris),
e do controle genético da resisténcia a diversas doengas. Mapas de ligacao t€m sido estabelecidos
em feijao-comum com base em marcas de RFLP, RAPD, SCAR, isoenzimas e locos fenotipicos,
sendo que alguns deles foram reunidos em um mapa mais denso e completo do genoma do feijao,
chamado mapa ntcleo. No entanto, para o uso efetivo de mapas de ligacdo em programas de
melhoramento estes devem ser suficientemente saturados. O presente trabalho se insere neste
contexto, visando saturar o mapa nudcleo de P. vulgaris a partir do mapeamento de novos
marcadores moleculares como AFLP e SSR baseados em EST. Assim, buscou-se desenvolver e
caracterizar marcadores SSR oriundos de uma biblioteca de EST, testar a transferibilidade destes
para outros cultivares e espécies relacionadas, gerar marcadores AFLP e integrd-los ao mapa
consenso da espécie. Também, construir um mapa genético para uma populacdo de interesse no
Brasil (‘Carioca’ x ‘Flor de Mayo’), e promover o seu alinhamento com o mapa consenso,
complementando desta forma, a caracterizacdo gendmica da espécie. Pares de primers foram
desenhados para 156 SSR-EST. Destes, 138 SSR-EST amplificaram locos claros e reprodutiveis
e foram caracterizados usando um conjunto de 26 gendtipos de feijoes cultivados. Dos locos
analisados, 85 se mostraram polimdrficos entre os gendtipos estudados e apresentaram em média
2,96 alelos por loco e um PIC médio de 0,38. Entre todos os SSR-EST analisados, 50 locos
segregaram na populacdo de mapeamento ‘Bat 93° x ‘Jalo EEP558’, 20 locos segregaram na
populacdo ‘Carioca’ x ‘Flor de Mayo’ e 12 locos foram polimérficos nas duas populacoes.
Marcadores AFLP foram gerados e genotipados nas duas populagdes. Os 262 locos
microssatélites e AFLP genotipados na populacdo ‘Bat 93’ x ‘Jalo EEP558° foram integrados ao
mapa nucleo da espécie. Foi obtido um mapa de 1353 ¢cM de comprimento total, contendo 357
marcas, incluindo 9 SSR-gendmico, 47 SSR-EST e 190 AFLP. Além disso, outro mapa foi
gerado a partir da andlise de segregacdo de 252 marcadores na populacao ‘Carioca’ x ‘Flor de
Mayo’. Este mapa teve 807,5 cM de comprimento, com uma distancia média de 5,3 cM entre
marcas. Os marcadores microssatélites comuns foram usados como ponte para alinhar e comparar
os mapas das duas populacdes estudadas.

Palavras-Chave: Expressed Sequence Tag (EST); Marcador Molecular; Mapa Genético



ABSTRACT

Development of EST-SSR markers and construction of genetic maps in common bean
(Phaseolus vulgaris)

The use of molecular markers has contributed to the studies regarding domestication of
Phaseolus species, origin and diversity of current common bean cultivars (P. vulgaris), and the
genetic control of resistance to several diseases. Linkage maps have been constructed for
common bean by using RFLP, RADP, SCAR, isoenzymes and phenotypic markers, some of
which were meeting in a more dense and complete map of bean genome, called core map.
However, for the effective use of linkage maps in breeding programs they must be sufficiently
saturated. This work fits in this context, aiming to saturate the core map of P. vulgaris from the
mapping of new molecular markers as AFLP and SSR EST-based. Thus, it was tried to develop
and characterize SSR markers from a EST library, to test the transferability of these markers to
other cultivars and related species, to generate AFLP markers and integrate them to the consensus
map of the species. Also, build a genetic map for a population of interest in Brazil ( 'Carioca’ x
'Flor de Mayo'), and promoting its alignment with the consensus map, thus complementing the
genomic characterization of the species. Pairs of primers were designed for 156 EST-SSR. Of
these, 138 EST-SSR amplified clear and reproducible loci and were characterized using a set of
26 genotypes of cultivated beans. Of the loci tested, 85 were polymorphic between the genotypes
studied and showed an average 2.96 alleles per locus and a PIC average of 0.38. Among all
examined EST-SSR, 50 loci segregated in 'Bat 93' x 'Jalo EEP558' mapping population, 20 loci
segregated in 'Carioca' X 'Flor de Mayo' population and 12 loci were polymorphic in both two
populations. AFLP markers were generated and genotyped in the two populations. The 262
microsatellites and AFLP loci genotyped in 'Bat 93' x 'Jalo EEP558' population were integrated
onto the core map of the species. A map of 1353 cM total length was obtained, containing 357
markers, including 9 genomic-SSR, 47 EST-SSR and 190 AFLP. Moreover, another map was
generated from the analysis of segregation of 252 markers in 'Carioca’ x 'Flor de Mayo’
population. This map was 807.5 cM long, with an average distance of 5.3 cM between markers.
The common microsatellites markers were used as a bridge to align and compare the maps of the
two studied populations.

Keywords: Expressed Sequence Tag (EST); Molecular Marker; Genetic Map



1 INTRODUCAO

O feijoeiro € a espécie mais cultivada entre as outras do género Phaseolus, contribuindo
com, aproximadamente, 95% da producdo mundial de feijoes. E cultivado, basicamente, na
Africa tropical (10% da produgdo mundial) e na América Latina (47% da producdo mundial)
(FAO, 2008), sendo o Brasil o maior produtor, com uma producao de 3,5 milhdes de toneladas
por ano, colhida em uma drea de 4,2 milhdes ha (safra 2005/06; CONAB, 2008). A importancia
da cultura se deve ao fato de o feijao se constituir em um dos alimentos basicos da populacdo
brasileira (cerca de 16 Kg/hab/ano), mas também por representar uma das principais fontes de
proteinas na dieta alimentar, principalmente para as camadas de renda menos favorecidas
(BROUGHTON et al., 2003).

Por isso, um esfor¢o crescente tem sido dedicado a melhoria e expansdo do cultivo de
feijoes. Os principais objetivos dos programas de melhoramento genético sdo aumentar a
produtividade da cultura, aumentar a qualidade e a quantidade de proteinas, vitaminas e minerais
e reduzir alguns fatores antinutricionais presentes no grao, assim como conferir maior resisténcia
a doencas (EVANS, 1986; NAGL; IGNACIMUTHU; BECKER, 1997). Virios estudos genéticos
téem sido realizados e as abordagens se baseiam, principalmente, no uso de marcadores
moleculares, visando ao esclarecimento sobre a origem e a diversidade das cultivares atuais
(GEPTS, 1998), os fatores determinantes da domesticacdo da espécie (KOINANGE et al., 1996;
SONNANTE et al.,, 1994) e o controle genético da resisténcia a diversas doengas (ADAM-
BLONDON et al., 1994; JUNG et al., 1999; MIKLAS, P. N. et al., 2002; NODARI et al., 1993b;
VALLEJOS et al., 2000; YU, Z. H.; STALL; VALLEJOS, 1998).

Os mapas genéticos gerados a partir de marcadores moleculares possibilitam uma ampla
cobertura e a andlise completa do genoma da espécie. A partir destes mapas, € possivel a
decomposicdo de caracteres de heranga complexa em seus componentes mendelianos, o
mapeamento de regides gendmicas que controlam caracteres de importancia econdmica, a
quantificacdo do efeito destas regides para o cardter estudado e a subseqiiente utilizacdo destas
informacdes no desenvolvimento de cultivares melhoradas (FERREIRA; GRATTAPAGLIA,
1998).

Para o feijdo-comum, trés principais mapas de ligacdo foram estabelecidos, utilizando
diferentes tipos de marcadores moleculares e fenotipicos (ADAM-BLONDON et al., 1994;
NODARI et al., 1993a; VALLEJOS; SAKIYAMA; CHASE, 1992). Mais tarde, estas marcas
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foram integradas em um mapa mais denso e completo do genoma do feijdo, chamado mapa
nicleo (FREYRE et al.,, 1998). Porém, este mapa de ligacdo ainda é limitado quanto a
informacdes genéticas sobre caracteristicas uteis para os melhoristas (resisténcia a doengas, por
exemplo) e ndo € suficientemente saturado para os geneticistas interessados no isolamento de
genes a partir de diversas técnicas de clonagem. Outra limitacdo refere-se ao fato de as distancias
genéticas variarem consideravelmente entre os mapas de ligacdo construidos a partir de
cruzamentos entre diferentes cultivares de feijao (JUNG et al., 1999; PAREDES; GEPTS, 1995).
Assim, um maior grau de saturacdo do mapa nucleo € de grande interesse, pois se pode aumentar,
por exemplo, a chance de encontrar marcadores associados a caracteristicas de interesse em
outras populacdes.

A saturacdo de mapas genéticos tem sido buscada usando diferentes técnicas que revelam
polimorfismos moleculares. Neste sentido, os marcadores AFLP (Amplified Fragment Length
Polymorphism) t€ém se mostrado adequados, uma vez que € possivel visualizar até uma centena
de locos em uma unica corrida eletroforética (VOS et al., 1995). Outras vantagens deste marcador
sd0 a nao necessidade de conhecimento prévio de seqii€ncias, o baixo custo por loco analisado,
além da sensibilidade da técnica a pequenas mutagdes pontuais nos genomas (YOUNG, W. P.;
SCHUPP; KEIM, 1999).

Uma nova abordagem adotada para a saturacdo de mapas genéticos é a geracdo de
marcadores derivados de genes, principalmente SNP (Single Nucleotide Polymorphisms;
RAFALSKI, 2002) e SSR (Single Sequence Repeats; SHAROPOVA et al., 2002).

Os SSR ou microssatélites tém se tornado a fonte mais popular de marcadores genéticos
(SCHLOTTERER, 2004). Genomas de eucariotos sdo densamente povoados por microssatélites.
Geralmente, cada microssatélite estd localizado em um loco simples com grande variagdo no
tamanho dos alelos entre os individuos. Além do alto nivel de polimorfismo, as seqii€éncias de
microssatélites possuem a maioria dos atributos desejaveis para um marcador genético, incluindo
um alto indice de informacdo, fécil distin¢cdo entre os alelos, alta reprodutibilidade experimental,
codominancia, genotipagem rdpida e féacil. Em face do desenvolvimento dos SSR como
marcadores muitos avangos t€m sido obtidos, especialmente no mapeamento de locos
quantitativos (QTL - Quantitative Trait Loci), na sele¢do assistida por marcadores e no screening

de bibliotecas para a clonagem de genes.
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Atualmente, sabe-se que boa parte dos microssatélites estd contida em regides expressas
do genoma (GAO et al., 2003; VARSHNEY, R. K.; GRANER; SORRELLS, 2005). Isto,
juntamente com a crescente disponibilidade de seqiiéncias nos bancos de dados, principalmente
EST, tem possibilitado o desenvolvimento de marcadores microssatélites derivados de genes, ou
SSR-EST. Neste contexto, o uso destes marcadores tem sido relatado em vdrias espécies,
incluindo o feijao-comum (BLAIR et al., 2003; YU, K. et al., 2000; YU, K. F.; PARK; POYSA,
1999). O fato desses marcadores serem derivados de genes e, conseqiientemente, suas seqiiéncias
serem mais conservadas, lhes € atribuido potencial para identificar polimorfismos em espécies
relacionadas aquela da qual foi gerado a biblioteca de EST (THIEL et al., 2003; VARSHNEY, R.
K. et al., 2005), o que facilita o mapeamento comparativo e a clonagem de genes homoélogos.

Recentemente, um esforco no sentido de desenvolver ferramentas gendmicas para os
feijoes foi iniciado com a criac@o do consércio internacional ‘Phaseomics’, e varias bibliotecas de
cDNA para feijao-comum e espécies relacionadas comegaram a ser construidas (BROUGHTON
et al., 2003). Na ESALQ/USP mais de 5.000 EST j4 foram seqiienciadas e, numa busca prévia,
foram identificadas aproximadamente 240 seqiiéncias candidatas a SSR (MELOTTO et al.,
2005). O presente trabalho buscou desenvolver marcadores microssatélites derivados de EST e
maped-los, juntamente com marcas AFLP, em duas populacdes de P. vulgaris: uma derivada do
cruzamento ‘Bat 93’ x ‘Jalo EEP558° (chamada de populacdo nicleo de mapeamento ou BJ) e
outra oriunda do cruzamento ‘Carioca’ x ‘Flor de Mayo’ (populagdo CFM), visando a saturacdo
do mapa nicleo BJ, o estabelecimento de um mapa de ligacdo para a populacdo CFM, assim
como, o alinhamento dos dois mapas.

Para tanto, os seguintes objetivos especificos foram buscados:

(a) Gerar marcadores AFLP em P. vulgaris;

(b) Desenvolver marcadores moleculares do tipo SSR-EST e caracterizd-los em um

conjunto de acessos de feijao-comum e espécies relacionadas;

(c) Mapear este conjunto de marcadores (AFLP e SSR-EST) no mapa de ligacdo

integrado da espécie BJ;

(d) Gerar um mapa de ligacdo para a populagdo CFM, a partir dos marcadores AFLP e

SSR-EST;

(e) Usar os marcadores comuns para alinhar o mapa CFM ao mapa referéncia BJ.
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5 CONCLUSOES

- O banco de EST de feijao é uma importante fonte de marcadores microssatélites para

Phaseolus.

- Marcadores SSR-EST sao uteis para estudos de diversidade genética e para a constru¢io de
mapas moleculares e particularmente importantes para o alinhamento de diferentes mapas

genéticos de feijao-comum.

- Marcadores AFLP podem ser usados para a constru¢@o e a saturagdo de mapas de ligagdo em

feijao-comum.

- Marcadores AFLP gerados com a enzima Pst-1 estdo mais uniformemente distribuidos no

genoma do feijoeiro que aqueles gerados com a enzima Eco-RI.

- O uso combinado de marcadores SSR-EST e AFLP resulta em considerdvel saturacdo de mapas

genéticos, como exemplificado, neste trabalho, para o feijao-comum.
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