MAPEAMENTO DE QTLs PARA FLORESCIMENTO DO FEIJOEIRO
COM MARCADORES RAPD EM DIFERENTES AMBIENTES!

RESUMO — A identificagdo de marcadores moleculares
ligados a genes controladores de caracteristicas quanti-
tativas (QTLs) no feijoeiro (Phaseolus vulgarisL.) pode
auxiliar os programas de melhoramento, aumentando sua
eficiéncia e agilidade. Com base nisso, realizou-se este
trabalho objetivando: 1-identificar e mapear, em diferen-
tes épocas de cultivo, marcadores RAPD ligados aos |o-
cos génicos (QTLs) controladores da época de floresd-
mento em uma populagéo segregante de feijoeiro; 2- A-
valiar a existéncia de interagdo QTL por épocas de culti-
VO e, 3- comparar 0s processos de deteccdo dos marca-
dores ligados aos QTLs utilizando o método de mapea-
mento por intervalo composto e o método de regresséo
mUltipla, com selecdo das varidveis regressoras (marca-
dores) pelo processo de Stepwise. Para isso, foram utili-
zadas 196 familias (linhagens recombinantes) do cruza-
mento entre os genitores Carioca e Flor de M ayo. Essas
linhagens foram avaliadas em duas épocas tradicionais
de cultivo do feijoeiro (seca e inverno) nos anos de 1996,
1997 e 1998, em Lavras, MG. Para a avaliagéo fenotipica
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das familias, foram conduzidos quatro experimentos, nos
quais foi utilizado o delineamento experimental em latice
quadrado (14 x 14) parcialmente balanceado, com duas
repeticdes. Cada parcela foi constituida por duas linhas
de 2 metros de comprimento, com espagamento de 50 cm
entre as linhas e 15 sementes por metro linear. Pelos re-
sultados, observa-se que h& a possibilidade de identifi-
car marcadores moleculares estaveis ligados a época de
floresdmento em feijoeiro. A interagdo QTLs por épocas
de cultivo foram expressivas, mas foram identificados al-
guns QTLs com maior estabilidade. O método da regres-
sdo multiplaidentificou mais marcadores ligadosa QTLsS
do que o processo de mapeamento por intervalo com
posto, ndo havendo grande concordancia entre os resul-
tados apresentados pelos dois métodos. Os marcadores
gue se mostraram mais estéveis e promissores para se-
rem utilizados na selegéo assistida por marcadores para
época de florescimento foram OPE-20 (891 pb) e OPO-13
(1318 pby).

TERMOS PARA INDEXACAQ: Phaseolus vulgaris, época de florescimento, marcadores RAPD, mapeamento de Q-

TLs, interagdo QTLs por ambientes.

MAPPING QTLs FOR DAYSTO FLOWERING IN COMMON BEANS
UNDER DIFFERENT ENVIRONMENTSUTILIZING RAPD MARKERS

ABSTRACT — The identification of molecular markers
linked to genes which control quantitative trait loci
(QTLs) in common beans (Phaseolus vulgarisL.) is ex-
pected to play important role in breeding programs
involving this crop species, enhancing efficiency and
speed of selection procedures. Based on such premises,
the objectives of this research were: 1 — to identify and
to map, under different environments, RAPD markers
linked to loci that control days to flowering in a segre-

gating population of common beans; 2 — to eval uate the
existence of interactions involving QTL s with planting
dates; 3 — to compare detection procedures of markers
linked to QTLs utilizing the methods of mapping and
multiple regression, with selection of the regression
variables (markers) by stepwise analysis. One hundred
and ninety-six families (recombinant inbred lines) de-
rived from the cross of cultivars Carioca x Flor de Mayo
were used to attain the objectives proposed. Such
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recombinant imbred lines were evaluated under two
traditional sowing dates for common beans (“drought”
and winter) in 1996, 1997 and 1998 in Lavras, in the State
of Minas Gerais, Brazil. For the phenotypic evaluation of
the families, 4 field experiments were conducted. The
experimental design used was a 14 x 14 partially balanced
Square Lattice, with two replications. Each plot
consisted of two 2m-long rows spaced 50 cm apart and
sowed with 15 seeds per meter. Results indicated that
there is the possibility of identifying molecular markers
related to days to flowering in common beans, utilizing

both multiple regression technique and composite
interval mapping. The interaction of QTLs by sowing
times were significant, and a some QTLs with stability
were identified. Multiple regression analysis identified a
greater number of QTL s-linked markers than the
process of composite interval mapping. There was no
coincidence between results obtained with the two
methods for the mgjority of the traits studied. Molecular
markers which were considered of greater potential use
on marker-assisted selection in the days to flowering
were OPE-20 (891 pb) and OPO-13 (1318 pb).

INDEX TERMS Phaseolus vulgaris, RAPD markers, QTLs mapping, QTLs X environment interactions.

INTRODUCAO

Com o desenvolvimento das técnicas de marca-
dores moleculares, houve também um aprimoramento de
suas aplicagdes. A érea de melhoramento genético de
plantas podera ser beneficiada com o desenvolvimento
dos estudos de mapeamento utilizando marcadores mo-
leculares, principalmente com a utilizagdo dessas infor-
magdes em programas de selecdo assistida por marcado-
res.

O feijoeiro (Phaseolus vulgaris L.) é umaespécie
com um genoma pegueno, estimado em 637 mbp ou 0,66
pg/1C (Arumuganatham & Earle, 1991), o que representa
aproximadamente 1200 cM em disténcia de mapa (Valle-
jos et a., 1992). Também foi estimado, via cinética de re-
associagdo do DNA, que 60% do genoma do feijoeiro €
composta de seqliéncias de copia simples (Talbot et al.,
1984). Essas caracteristicas facilitam a obtencéo de mar-
cadores moleculares distribuidos uniformemente por to-
dos 0s cromossomos, 0 que aumenta a possibilidade de
deteccdo dos QTLS, pois pode-se conseguir mapas ge-
néticos altamente saturados.

A principal dificuldade no mapeamento de QTLs
€ o fato de vérios fatores genéticos e ambientais afeta-
rem a expressao final do fendtipo. Assim, os delineamen-
tos experimentais devem envolver a medicéo e genotipa-
gem, com marcadores moleculares, de um grande nimero
de individuos ou familias para permitir a precisdo neces-
saria a identificagdo do QTL (Ferreira & Grattapaglia,
1996).

Em espécies em que a endogamia severa € tolera-
da, as familias a serem testadas tém sido obtidas por au-
tofecundagdo sucessivas (Burr & Burr, 1991). As gran-
des vantagens sdo que as linhas homozigéticas (linha-
gens recombinantes) podem ser multiplicadas e testadas
em véarios ambientes, permitindo o estudo da interagcdo

QTLs x ambientes e facilitando o intercambio de material
entre pesquisadores (Lanzaet a., 2000). Havériostraba-
lhos (Takeda et al., 1991; Melo et d., 1997) sobre feijoel-
ro, nos quais relata-se a existéncia de forte interacdo de
gendtipos por ambientes para as principais caracteristi-
cas utilizadas no melhoramento dessa espécie.

O mapeamento genético do genoma do feijoeiro
iniciou-se com o desenvolvimento de um nepa de liga-
¢do rudimentar, com a maioria dos marcadores sendo
morfolégicos e alguns poucos marcadores, izoenzimati-
cos (Basset, 1991). Em seguida, Vallgjos et d. (1992) e
Nodari et al. (1993) construiram mapas baseados princi-
pal mente em marcadores RFL P, cobrindo, respectivamen-
te, 82% e 69% do genomado feijoeiro.

Existem poucos trabalhos que utilizaram as infor-
magdes de mapeamento molecular para identificacéo de
QTLs nessa espécie. No entanto, Taram et a., (2000), u-
sando os marcadores RFLP, SSR, AFLP e RAPD, identi-
ficaram 29 QTLs associados com caracteres agronomi-
cos ho feijoeiro, mostrando a possibilidade de identificar
marcadores moleculares Uteis ao processo de melhora-
mento genético dessa cultura.

Redizou-se este trabalho objetivando: 1-
identificar e mapear, em diferentes épocas de cultivo,
marcadores RAPD ligados aos locos génicos (QTLS)
controladores da época de florescimento em uma popu-
lac80 segregante de feijoeiro; 2 avaliar a existéncia de
interacdo QTL por épocas de cultivo e, 3- comparar 0s
processos de deteccéo dos marcadores ligados aos Q-
TLs utilizando o método de mapeamento por intervalo
composto e o método de regressdo multipla, com sele-
¢do das variaveis regressoras (marcadores) pelo proces-
so de Stepwise. )

MATERIAL E METODOS
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Procedimentos experimentais de avaliagdo fenoti-
pica

Foram utilizadas 196 familias do cruzamento entre
0s genitores 'Carioca (conjunto génico 3) e 'Flor de M a-
yo' (conjunto génico 6). A cultivar 'Carioca apresenta
sementes pequenas, de coloragdo bege com estrias mar-
rons, habito de crescimento indeterminado do tipo 11l e
faseolina tipo S, e a'Flor de Mayo' apresenta sementes
médias, de coloragdo bege com estrias rosas, habito de
crescimento indeterminado tipo 1V e faseolina S (Shing,
1988).

A partir da geracéo F,, foram obtidas as geraces
F, até ks, sendo conduzidas pelo método da populagao.
Na geracéo Fs, foram coletadas sementes de 196 plantas
individuais, tomadas ao acaso, originando 196 familias
Fs.6. Essas familias foram multiplicadas por um ciclo, ori-
ginando as familias Fs;7,

As familias foram avaliadas em duas épocas tra-
dicionais de cultivo do feijoeiro (seca e inverno) nos a-
nos de 1996, 1997 e 1998, na area experimental do Depar-
tamento de Biologia da Universidade Federal de Lavras,
em Lavras, MG.

Para a avaliaggo fenotipica das familias, foram
conduzidos quatro experimentos (2 no inverno e 2 na se-
ca). Em todos os experimentos, foi utilizado o delinea-
mento experimental em létice quadrado (14 x 14) parcial-
mente balanceado, com duas repeticdes. Cada parcelafoi
constituida por duas linhas de 2 metros de comprimento,
com espacamento de 50 cm entre as linhas e 15 sementes
por metro linear. Os tratos culturais foram os normais pa-
raacultura, com irrigacéo sempre que hecessario.

A época de florescimento foi avaliada por meio
da contagem do nimero de dias da semeadura até o flo-
rescimento, sendo considerado como florescimento o dia
em gue 50% das plantas da parcela apresentavam pelo
menos umaflor aberta.

Anélise estatistica dos Experimentos

Foi realizada uma andlise conjunta de variancia
utilizando as médias gjustadas das andlises individuais,
sendo o efeito de épocas considerado como fixo. O es-
guema da andlise conjunta de variancia, as esperancas
do quadrado médio e as estimativas dos parametros ge-
néticos foram obtidas de acordo com o apresentado por
Vencovsky & Barriga (1992). Para a herdabilidade, foram
estimados os limites inferior e superior dos intervalos de
confianga, com coeficiente de confianga 1a = 0,95
(Knapp et a., 1985).

Extracdo de DNA e obtencdo dos marcadores
RAPD

A extracdo de DNA e a obtengdo dos marcadores
RAPD foram realizadas de acordo com os procedimentos
descritos por Duarte et al. (1999). As bandas polimorfi-
cas (marcadores) foram classificadas como intensa, me-
dia ou fraca, considerando-se a resolugédo e grau de am
plificagdo. Somente bandas classificadas como intensas
ou médias foram incluidas na analise.

Para detectar se os marcadores obtidos apresen-
tavam padrdo de segregacdo mendeliana, foi readlizado
um teste de qui-quadrado (c?), testando-se a hipé6tese de
0s marcadores apresentarem uma segregacdo 17/32
(53,1%) das familias avaliadas com a presenca da banda
e 15/32 (46,9%) com auséncia. Essa hipétese testada é
referente a proporcéo esperada na geragdo F; (abertura
do bulk) de plantas com o marcador (M-) e sem o marca-
dor (mm). Quando o teste do qui-quadrado apresentava-
se significativo, inferia-se que o marcador ndo era confi-
avel para utilizacdo no mapeamento.

I dentificacio de Marcadores ligados a QTLSs com
andlise deregressao linear multipla

Foi realizada uma andlise de regressdo multipla
envolvendo todos os marcadores que apresentaram se-
gregacdo mendeliana para cada experimento individual-
mente, e também com as médias de cada época de culti-
vo separadamente, além da andlise envolvendo as mé-
dias de todos 0s experimentos. A andlise de regres-
s80 linear multipla considerava os marcadores molecula-
res como variaveis independentes, e as caracteristicas
fendtipicas, como varidveis dependentes. O processo de
selecdo de varidveis regressoras Stepwise (Draper &
Smith, 1981) foi aplicado para obter uma estimativa étima
dos valores genotipicos dos QTLs, s seus erros-
padrdo e da porcentagem da variagdo genética explicada
(coeficiente de determinagdo) em cada situacao.

Andlise edtatistica para detecgdo dosQTL s

Antes da realizacdo das andlises estatisticas, foi
realizada a construcdo de um mapa genético de ligagéo
entre os marcadores RAPD polimérficos e com segrega-
¢do mendeliana, pelo programa MAPMAKER (Lander et
a., 1987), versdo 3.0, utilizando um lod score (log of
oddsratio) de 4,8 e distancia méxima de 50 cM, que for-
neceu um valor de a de aproximadamente 1%. A funcéo-
mapa de Haldane (1919) foi empregada para calcular as
distancias genéticas em centimorgans (cM).
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Apos a construgdo do mapa molecular dos mar-
cadores RAPD, realizou-se 0 mapeamento dos QTL s uti-
lizando o programa QTL Cartographer para Windows
(versdo 1.01). O mapeamento foi realizado para cada ex-
perimento individualmente, e também com as médias de
cada época de cultivo separadamente, além da andlise
envolvendo as médias de todos 0s exp erimentos.

Utilizou-se a metodol ogia de mapeamento por in-
tervalo composto (CIM) (Jansen, 1993; Zeng, 1993). O
mapeamento por intervalo composto é uma combinagéo
do mapeamento por interval o e umaregressdo linear mul-
tipla que utiliza os marcadores como variaveis regresso-
ras. O processo de Stepwise foi utilizado para selegdo
das variéveis regressoras na regressdo multipla, dentro
do mapeamento por intervalo composto, utilizando-se
um valor de lod scores de 2,6, para assumir um QTL co-
mo participante do controle genético do cardter analisa-
do.

RESULTADOSE DISCUSSAO

Avaliagdo fenctipica

A época de florescimento normalmente é utilizada
como indicador do ciclo de uma cultivar, pois é um cara-
ter que pode ser avaliado mais facilmente e com maior
precisdo quando comparado com a avaliagdo do ciclo da
cultura. Além disso, ambos estdo diretamente relaciona-
dos com as temperaturas ocorridas durante a fase de
germinagdo, emergéncia e crescimento vegetativo, e,
portanto, respondem de maneira muito semelhante asin-
fluéncias ambientais.

Analisando-se os resultados apresentados na
Tabela 1, observa-se a baixa estimativa de herdabilidade
guando comparada com as estimativas obtidas em ou-
tros trabalhos (Teixeira et a., 1995; Melo et a., 1997).
Como a herdabilidade no sentido amplo mede a propor-
¢ao da variacdo total que é devida a fatores genéticos,
pode-seinferir que existe baixa variabilidade genéticapa-
ra essa caracteristica, visto que a precisdo experimental
foi elevada (baixo coeficiente de variagdo experimental),
o que indica pequeno efeito ambiental na variagdo total
entre as familias. Dessa forma, pode-se concluir que a
baixa herdabilidade ndo foi devida a ata variagcdo ambi-
ental (variancia fenotipica) e sim devida abaixavariabili-
dade genética. A pequena variabilidade na populagdo
analisada deve-se basicamente a grande semelhancga dos
genitores para essa caracteristica.

Pelos resultados da Tabela 1 infere-se a ocorrén-
cia de interacdo entre familias e épocas de cultivo, indi-

cando a existéncia de resposta diferencial das familiasa
mudanca da época de cultivo. A correlagdo entre as mé-
dias das familias nas duas épocas de cultivo foi de
30,20%, sugerindo-se que amaior parte dainteragdo para
essa caracteristica € do tipo complexa, pois Ramalho et
a. (1993) observaram que quando a correlagdo entre o
desempenho médio dos genétipos em dois arbientes é
baixa, aumenta-se aimportancia da parte complexa dain-
teracdo. Portanto, se a correlacdo é baixa, aumentam-se
as chances do material superior em um ambiente, ndo o
ser em outro, complicando o trabalho de selegéo.

Para confirmar o grande efeito da interagcdo fami-
lias com épocas de cultivo, foi calculada a herdabilidade
considerando-se todos os fatores do modelo como aea-
térios (Vencovsky & Barriga, 1992), obtendo-se, assim, a
estimativa desse pardmetro totalmente livre do efeito da
interacdo na estimativa da varidncia genética. Dessa
forma, consegue-se avaliar o impacto da interagdo fami-
lias por ambientes no desempenho fenotipico das fami-
lias. Para a época de florescimento, a herdabilidade esti-
mada nessa condicdo foi de 39,38%, confirmando-se as-
sim, o grande efeito dainteracdo na expressao fenotipica
do florescimento em feijoeiro. Assim sendo, h& a neces-
sidade de se avaliar essa caracteristica nas duas €pocas,
pois o desempenho das familias € dependente da época
de cultivo utilizada.

Na literatura, hi relatos de que a época de flores-
cimento € controlada por poucos genes, com doninancia
do alelo que condiciona a precocidade (Teixeira et al.,
1995), embora ha também relatos de controle poligénico,
ora com a predominancia de efeitos aditivos (White &
Singh, 1991; Melo et a., 1997), ora com a predominancia
dos efeitos de dominancia (Evans & Davis, 1978). Dessa
forma, devem existir alguns genes de efeitos principais
controlando o carater associado a alguns modificadores,
e dependendo dos genitores utilizados e temperaturas
ocorridas, encontram-se resultados discrepantes. Neste
estudo, nenhum genitor € precoce; portanto, o alelo do-
minante para precocidade ndo ocorre na populagéo ava-
liada, sendo as diferencas encontradas devidas a prova-
vel presenca de genes modificadores que possuem ale-
los de pequeno efeito. Assim, apesar da menor diversi-
dade genética, ha a possibilidade de marcar QTLs res-
ponsaveis pelo numero de dias para o florescimento,
sem interferéncia dos genes de efeitos principais.

A identificac8o desses alelos de efeitos menores
via marcadores moleculares pode-se somar a deteccao
dos aelos de efeitos maiores por meio de avaliagéo feno-
tipica e, assim, aumentar a eficiéncia do processo seleti-
vOo, aimentando os ganhos com a selecdo por meio de
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um programa de sele¢cdo assistida por marcadores que
utilizem a informacdo molecular associada com a infor-
magao fenotipica.

TABELA 1 — Resumo da andlise conjunta de varianciae
estimativas do coeficiente de variagdo genético (CVQ),
relacdo entre coeficiente de variagdo genético e ambien-
tal (b) e herdabilidade no sentido amplo (h,%) com seus
limites inferiores (LI) e superiores (LS), para época de
florescimento.

Fontgsde Va- GrausdelLi- oM
riacdo berdade

Epocas (E) 1 101168,06**
Familias (F) 195 11,58**
ExF 195 7,02%*
Erro médio 676 320
Média 50,34
CVe (%) 2,66
CVg (%) 2,03
B 0,76
ha? (%) 72,36 (39,38)°
LI (h,?) 65,12
LS(hd) 77,79

** Ggnificativo a 1% de probabilidade pelo teseF. ? Es-
timativa da herdabilidade considerando todos os fatores
do modelo como aleatorios.

Avaliacdo Molecular

Neste trabalho, foram utilizados 42 “primers’ que
geraram pelo menos uma banda polimérfica entre as fa-
milias analisadas. Por suavez, esses 42 “primers’ produ-
ziram 92 produtos de amplificacdo (bandas) polimérficos.
O numero de bandas polimoérficas variou entre os pri-
mers, sendo 0 minimo de uma e o maximo de cinco
(OPN-07 e OPH-03).

Ao se redlizar o teste de qui-quadrado (c?) com
0s 92 marcadores, verificou-se que 20 marcadores ndo
apresentaram segregacdo mendeliana, e, portanto, tive-
ram que ser descartados. Dos 72 marcadores (bandas)
restantes, 9 foram descartados por apresentarem muitas
observagdes perdidas, restando 63 para serem analisa-
dos, obtendo-se uma média de 1,85 banda polimérfi-

cas/primer, dos quais 18 “primers’ apresentaram apenas
uma banda polimorfica.

O menor numero de familias genotipadas foi para
0 marcador OPAA-09, que foi utilizado em 188 familias.
Dos 63 marcadores obtidos, 26 (41,3%) ndo tiveram ne-
nhuma informagdo perdida, ou sgja, foram utilizados nas
196 familias; 10 marcadores (15,9%) tiveram uma infor-
magdo perdida e 7 (11,1%) tiveram duas. Dessa forma,
pode-se observar que, de umaformageral, neste estudo,
os marcadores podem fornecer um alto nivel deinforma-
G0 sobre as familias avaliadas, pois 68,3% dos marca-
dores utilizados tiveram, no méximo, duas informagdes
perdidas. Das 196 familias, 150 (76,5%) foram genotipa-
das por todos o0s 63 marcadores; portanto, tiveram todas
as suas informagdes genéticas preservadas. Esse bom
aproveitamento dos marcadores se deve a um rigido
processo de selecdo de primers e também ao descarte de
alguns primers que tiveram muitas informagdes perdidas.

I dentificacdo de marcadores RAPD ligados a
QTLspor meiodaregressao linear maltipla

A analise de regressao paraflorescimento (Tabela
2) no experimento realizado no inverno de 1996, em La-
vras, identificou 6 marcadores RAPD ligados a QTLs
gue participam do controle genético dessa caracteristica,
e 4 estdo ligados a QTLs que tendem areduzir (sinal ne-
gativo) o nimero de dias para o florescimento e 2 que
tendem a aumentar (sinal positivo). Os marcadores que
explicaram amaior proporc¢do da variacdo genética (maior
R?) foram o0 OPR-02' (com 7,04%, no sentido de aumen-
tar) e 0 OPO-13° (com 9,23%, no sentido de reduzir). No
conjunto, todos os marcadores explicaram 34,33% dava-
riacdo genética, ou seja, foram responsaveis por mais de
um terco da variagdo genética do florescimento. Para o
segundo experimento (avras, ks, seca, 1997), identifi-
cou-se apenas um marcador ligado a QTL (OPE-207, com
3,80% no sentido de reduzir), e esse marcador ndo tinha
sido identificado no primeiro experimento. No terceiro
experimento (Lavras, F, inverno, 1997), foram encontra-
dos 3 marcadores ligados aQTLs que controlam o flo-
rescimento, sendo 2 no sentido de reduzir (OPE-20° e
OPO-13) a eqressdo do carater e 1 no sentido de au-
mentar (OPN-07), sendo todos responsaveis por menos
de 4 % da variac8o genética. Os dois marcadores que a-
tuam no sentido de reduzir o fenétipo do carater ja ti-
nham sido identificados anteriormente, mas o que atua
no sentido de aumentar apareceu pela primeiravez nesse
experimento. No quarto experimento (Lavras, Fy, seca,
1998), foi identificado apenas 1 marcador (OPO-13%) no
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sentido de reduzir a eqressao dessa caracteristica, ex
plicando 4,92% da variagdo genética. Esse marcador foi
identificado em outros 2 experimentos, mostrando estar
ligado aum QTL mais estavel.

Quando se observa a andlise conjunta do flores-
cimento somente nos experimentos realizados na época
de inverno, verificase que h4 6 marcadores ligados a
QTLs, sendo 4 (OPE-207, OPN-07*, OPD-08, OPO-13%) no
sentido de reduzir e 2 (OPR-02', OPG-16") no sentido de
aumentar a expressdo desse caréter. Todos esses marca-
dores j& haviam sido identificados em pelo menos um
dos experimentos individuais. Mais umavez, o marcador
OPO-13* mostrou estar ligado aum QTL de grande esta-
bilidade, pois foi 0 mais importante paraexplicar avaria-
¢do do florescimento das familias na época de inverno,
sendo responsavel por 10, 42% da variagdo dessa carac-
teristica nessa época de cultivo. No conjunto, todos os
marcadores explicaram 28,37% da variagdo genética do
florescimento na época de inverno. Na seca, ndo se iden-
tificou nenhum marcador ligado a QTL.

Na andlise conjunta (Tabela 2), a partir da médias
de todos os experimentos, identificaram-se 5 marcadores
ligados a QTLs, sendo quatro (OPE-20", OPN-07%, OPN-
07, OPO-13%) no sentido de reduzir e um (OPR-02) no
sentido de aumentar o nimero de dias para o floresd-
mento. Mais uma vez se confirmou a maior importancia
do marcador OPO-13?, que explicou, na média de todos
0s experimentos, 12,91% da variagdo genética total das
familias para caracteristica. Em conjunto, os marca-
dores conseguiramexplicar 32,15% da variagcdo genética,
Ou sgja, quase um terco de toda essa variacdo. Vale res-
satar que a grande maioria dos marcadores ligados a
QTLs identificados nesse trabalho foram de pequeno e-
feito e no sentido de reduzir o ciclo da cultura, sendo
encontrados apenas 3 marcadores que atuam no sentido
de aumentar a expressao desse carater. O pequeno efeito
dos marcadores se deve, principamente, a auséncia de
alelos de efeito principal na populagéo estudada.

Mapa de Ligacdo dos M arcadores RAPD

No mapa de ligagdo dos marcadores RAPD
(Tabela 3) utilizados neste trabalho, foram encontrados
sete grupos de ligagdo no genoma do feijoeiro. Como o
feljoeiro € uma espécie que tem nUimero bésico de

somo igual a 11, esperava-se no minimo 11 grupos de li-
gacdo. Provavelmente, a maior saturagcdo desse mapa,
nos trabalhos posteriores, propiciara a identificacdo de
novos grupos de ligagéo.

O numero de marcadores por grupo de ligacéo foi
bastante varidvel, e, em média, obtiveram-se 5,57. Em re-
lacdo ao tamanho (cM) dos grupos de ligagdo, obtive-
ram-se, em média, grupos com 112,24 cM, sendo o menor
com 16 cM e o maior com 252 cM. Dessa forma, em me-
dia, os marcadores foram mapeados com um intervalo de
20,15 cM dentro de cada grupo de ligagdo, sendo o me-
nor intervalo de 4,2 cM (grupo de ligagdo 2, entre os
marcadores OPO-20° e OPO-20°) e o maior intervalo de
63,1 cM (grupo de ligagéo 4, entre os marcadores OPN-
022 e OPO-10°%. Sutber et al. (1992) relataram a méxima
vantagem da andlise por intervalo sobre a anélise por
ponto que ocorre quando marcadores ligados estéo ra-
zoavelmente separados (mais de 15 e menos de 35 cM de
distancia). Nessas condi¢des, provavelmente existirdo
algumas permutas entre os marcadores e 0 QTL, que po-
dem ser compensadas pela andlise por intervalo.

No total, conseguiu-se mapear uma regido que
corresponde a aproximadamente 785,7 cM. Como o ta-
manho do genoma do feijoeiro é estimado em torno de
1200 cM (Vadlgos et d., 1992), estima-se que com este
trabalho conseguiu-se mapear em torno de 66% do ge-
noma do feijoeiro. Como a saturagdo de marcadores no
mapa foi baixa, pode-se considerar essa cobertura como
satisfatoria, visto que em outros trabal hos (Nodari et al.,
1993 e Vallgios, 1994) que utilizaram mapas muito mais
saturados conseguiram no maximo 82 % de cobertura do
genoma.

Neste trabalho, 0 mapa de ligagdo construido en-
volveu um numero relativamente pequeno de marcado-
res RAPD, 0 que ocasionou a construgdo de um mapa
molecular com baixa saturacdo. Dessa forma, esse nmepa
apresenta algumas regides descobertas, o que dificultaa
identificagcdo dos QTLs. Segundo Lanza et a. (2000), um
mapa pode ser considerado completo, quando o nimero
de grupos de ligagdo for igual ao nimero bésico de cro-
mossomos ou quando todos os marcadores estiverem
ligados, sugerindo que todas as regides do genoma es-
téo representadas.

GridBielssoMo Riessuahoa das ardipeeavie segresstamimidti fllas para florescimento utilizando o processo de Stepwise para

selecdo dos marcadores, Lavras, MG, 2000.

Edimativas dos

Mar cadores Par ametr os

R parcia

Erro-padréo Testedet*

LAVRAS- F;- INVERNO - 1996
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Intercepto 59,70 0,56 106,75
OPE-20" (1585 pb) 0,84 0,0239 0,37 2,28
OPN-07* (741 pb) -1,23 0,0492 038 -321
OPD-08 (759 pb) -1,10 0,034 038 -2,88
OPR-02" (1230 pb) 1,37 0,0704 0,39 353
OPO-13° (1318 pb) -1,55 0,0923 038 -4,10
OPG-16" (851 pb) 1,33 0,0735 0,40 334

LAVRAS, Fg, SECA, 1997
Intercepto 4335 0,16 263,82
OPE-20° -053 0,038 022 242
LAVRAS, F,, INVERNO, 1997

Intercepto 58,11 050 116,57
OPE-20° (891 pb) -0,89 0,0271 043 209
OPN-07” (1445 pb) 1,07 0,0294 042 2,56
OPO-13* (1318 pb) -1,30 0,0361 044 297

LAVRAS, Fy, SECA, 1998

Intercepto 41,72 0,12 346,42

OPO-13* (1318 pb) 044 0,0492 0,16 2,77
MEDIA - INVERNO

Intercepto 59,21 044 135,67
OPE-20” (891 pb) -0,72 0,0328 0,29 2,48
OPN-07* (741 pb) -0,75 0,0532 028 -2,66

OPD-08 (759 pb) -0,61 0,0233 0,28 2,18
OPR-02" (1230 pb) 0,68 0,0414 0,29 2,38
OPO-13* (1318 pb) -1,42 0,1042 0,29 -4,84

OPG-16' (851 pb) 0,74 0,0283 0,29 254

MEDIA - SECA - Nenhum marcador identificado
MEDIA - GERAL

Intercepto 51,19 0,29 179,27
OPE-20" (1585 pb) -0,49 0,0298 019 -250
OPN-07* (1445 pb) -0,48 0,039% 021 233
OPN-07* (741 pb) -0,70 0,0572 0,20 -346
OPR-02" (1230 pb) 0,75 0,0658 0,20 373
OPO-13* (1318 pb) -0,93 0,1291 0,20 -4,68

* ggnificativo ao nivel de 5% de probabilidade pelotestedet.

TABELA 3- Mapade ligago molecular do feijoeiro utilizando marcadores RAFD e linhagens recombinantes oriundas
de um cruzamento biparental, Lavras-MG, 2000.

GruposdeLigago Marcadores RAPD (tamanho) Distancias (cM)
OPF-10 (1000 phb) 0,0
OPM-06" (1096 pb) 58,1
1 OPH-03° (1112 pb) 898

Ciénc. agrotec., Lavras, v.26, n.4, p.768-779, jul./ago., 2002
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OPI-03 (955 ph) 104,1

OPE-207 (891 pb) 1332

OPI-06 (480 pb) 00

OPR-12" (794 pb) 249

OPO-10" (2951 pb) 382

2 OPO-20° (741 pb) 76,1
OPO-20° (1585 pb) 883

OPO-207 (1698 pb) R5

OPO-20" (933 ph) 102,9

3 OPN-10 (851 pb) 00
OPM-06° (575 pb) 16,0

OPG-16? (676 pb) 00

OPO-04 (1905 ph) 495

OPE-15" (851 pb) 703

OPO-13" (1698 pb) 75,0

OPG-16° (602 pb) 814

4 OPS-13° (1122 pb) 88,6
OPN-02° (436 pb) 116,0

OPO-10° (525 pb) 1791

OPG-19 (851 pb) 2131

OPN-07" (1698 pb) 236,0

OP0-12 (1412 pb) 252,0

OPN-07° (661 pb) 00

OPN-07° (1072 pb) 118

OPG-16" (851 pb) 56,1

OPS-13" (1950 ph) 81,0

5 OPS-107 (562 pb) RN5
OPR-02° (832 pb) 1155

OPR-12° (1000 pb) 131,8

OPO-19 (1412 pb) 1593

OPAA-09 (1059 pb) 2043

OPR-02" (1230 pb) 00

6 OPB-18 (1412 pb) 29,7
OPS-16 (640 phb) 483

7 OPH-03" (759 pb) 00
OPR-12" (3200 pb) 290

Mapeamento de QTLs utilizando a Metodolo-
giado Intervalo Compogto (CIM)

Vale ressatar que, no mapeamento utilizando a
metodologia do intervalo composto, sd foram utilizados
0s marcadores mapeados nos grupos de ligagdo defini-
dos pelo programa MAPMAKER, pois esse processo de
mapeamento sO considera os marcadores alocados em
algum grupo de ligagdo. Os marcadores que ndo se liga-

ram a nenhum grupo sdo desconsiderados da andlise.
Dessa forma, como dos 63 marcadores obtidos nesse es-
tudo, somente 39 (Tabela 3) participaram do mapa nole-
cular dos marcadores RAPD, somente esses 39 foram
utilizados nesse processo de mapeamento.

O mapeamento realizado para época de floresci-
mento no primeiro experimento (Figura 1) (Inverno em
Lavras) identificou um QTL no grupo de ligac&o 6, loca-
lizado a43 cM do inicio do grupo (lod 3,80). Comparan-
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do-se com 0 mapa de ligagdo dos marcadores RAPD
(Tabela 3), conclui-se que esse QTL estalocalizado entre
0s marcadores OPB-18 e OPS-16, aumadisténciade 13,3
cM do primeiro e 5,3 cM do segundo marcador. Esse
QTL identificado possui efeito aditivo negativo, ou sgja,
atua no sentido de reduzir o nimero de dias para o flo-
rescimento. Na andlise de regressdo, esses marcadores
ndo foram identificados como ligados a QTLs que parti-
cipam do controle genético do florescimento em nenhum
experimento. Nos outros experimentos individuais, ndo
foram identificados nenhum QTL para essa caracteristi-
ca

O mapeamento realizado com as médias do inver-
no (Figura 2) identificou 0 mesmo QTL descrito anteri-
ormente, mas com um lod score um pouco inferior (2,5)
a0 minimo definido (2,6), mostrando uma tendéncia de
esse QTL ter um efeito mais pronunciado na época de
inverno. Na época da seca, ndo foi identificado nenhum
QTL significativo.

O mapeamento realizado com as médias de todos
os experimentos (Figura 3) identificou um QTL que ndo
tinha sido encontrado em nenhum experimento anterior.
Esse QTL esta situado no grupo de ligagdo 1, a 133 cM
do inicio do grupo, com um lod score de 2,7. Comparan-
do-se com 0 mapa de ligagdo dos marcadores RAPD
(Tabela 3), pode-se concluir que esse QTL estaligado ao
marcador OPE-207 a uma distancia de 0,2 cM, ou sgja,
praticamente 0 marcador esté localizado na mesma posi-
¢do do QTL. Esse QTL identificado também possui efei-
to aditivo negativo, ou seja, atua no sentido de reduzir o
nimero de dias para o florescimento. Na andlise de re-
gressdo, esse marcador foi identificado em trés situagbes
como ligado a QTLs que participam do controle genético
do florescimento, também no sentido de reduzir a e-
pressao do caréter, mostrando, assim, alguma semelhan-
¢anos resultados encontrados pel os dois processos.

O fato de se identificar apenas um marcador no
mapeamento que utilizou as médias de todos os exp eri-
mentos deve-se ao efeito pronunciado da interacéo ge-
noti pos por épocas de cultivo nessa caracteristica, como
mostrado anteriormente.

Na cultura do feijdo, ainteragdo € muito expressi-
va por causa da diversidade de locais e épocas de culti-
vos utilizados, e especialmente os ambientes (épocas de

cultivo) utilizados nesse trabalho foram muito contras-
tantes, principalmente para as condi¢des de temp eratura.
Assim, ja era esperado que essa interagdo se manifes-
tasse nos QTLs que foram identificados pelos marcado-
res, de tal forma que, apesar de o QTL e de o marcador
estarem presentes e ligados ao mesmo grupo de ligagéo,
0 marcador s6 é informativo se 0 QTL edpressar 0 seu
efeito nos v érios ambientes de avaliagéo.

Na verdade, espera-se que a maioria dos QTLs
sofra o efeito dessainteracéo e sd se expresse em condi-
¢Oes especificas. No entanto, existem alguns QTLs que
mantém seus efeitos significativos na maioria dos ambi-
entes. Esses s@0 0s mais interessantes de seremidentifi-
cados por ligagdo a um marcador molecular. Entretanto,
eles devem ser a minoria, por causa da grande variagéo
ambiental na avaliagdo das familias da acentuadaintera-
¢ao gendtipos por ambientes. Portanto, taisQTLsdevem
ser dificeis de serem identificados por meio de marcado-
res moleculares, a ndo ser que o mapa de ligagdo dos
marcadores sgja altamente saturado, ou seja, com no mi-
nimo um marcador a cada 15 cM (Tanksley, 1993), o que
aumenta as chances de encontrar um marcador ligado a
esse QTL, aparentemente tdo raro.

Finalmente, vale comentar que, em virtude da
grande interag@o genotipos por ambiente, e conseqlien-
temente dos baixos valores de herdabilidade na andlise
conjunta (modelo aleatério), hd possibilidades de a se-
lecdo assistida por marcadores contribuir para aumentar
a eficiéncia de selecdo dessa caracteristica, visto que,
nessas condi¢Bes, 0 processo de melhoramento con-
venciona é muito dificil. Além disso, Lande & Thonp-
son (1990) observam que quanto menor a herdabilidade
de um caréter, maior € a eficiéncia da selegdo assistida
por marcadores em relagdo a selecdo fenotipica, o quere-
forca o potencia de utilizagdo de marcadores molecula-
res no melhoramento do feijoeiro, apesar das vérias difi-
culdades que ainda devem ser superadas.

Neste trabalho, conseguiu-se identificar dguns
marcadores ligados a QTLs estaveis. A utilizagdo desses
marcadores no processo seletivo pode auxiliar naidenti-
ficagcdo de linhagens com fendtipos desejéveis, e que se
expressam na maioria dos arbientes, contribuindo, as-
sim, para o0 aumento da eficiéncia dos programas de me-
Ihoramento genético do feijoeiro.
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FIGURA 3 — Mapeamento e efeito aditivo de QTLs para época de florescimento em feijoeiro na média de todos os ex-

perimentos, Lavras e Patos de Minas, MG, 1996 a 1998.

CONCLUSOES

Ha a possibilidade de identificar marcadores no-
leculares estaveis ligados a época de florescimento em
feijoeiro utilizando tanto o processo de regressdo malti-
pla, quanto 0 processo de mapeamento por intervalo
composto.

Utilizando o processo de regressdo, foram identi-
ficados 8 marcadores ligados a QTLsS que controlam a
época de florescimento, e com o processo de mapeamen-
to por intervalo composto, foram identificados apenas 3
marcadores.

Utilizando o processo de regressao, encontraram-
se que 62,5% dos QTLs identificados nas andlises indi-
viduais, também foram identificados quando se fez a
andlise com a média dos ambientes. Com o processo de
mapeamento por intervalo composto, ndo se identificou
nenhum marcador estavel em todos os experimentos.

Os marcadores que se mostraram mais estaveis e
promissores para serem utilizados na selecdo assistida
por marcadores para época de florescimento foram OPE-

20° e OPO-13.
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