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Prefácio 

 Os resultados obtidos durante o desenvolvimento deste trabalho de tese 

estão apresentados na forma de artigos científicos. O primeiro artigo, Structure of 

genetic diversity among common bean (Phaseolus vulgaris L.) varieties of 

Mesoamerican and Andean origins using new developed microsatellite markers, 

publicado na revista Genetic Resources and Crop Evolution (54: 1747-1762; 2007), 

descreve o desenvolvimento de microssatélites a partir de uma biblioteca 

enriquecida, a caracterização e a aplicação destes locos para a análise de 

diversidade em 24 acessos. O segundo artigo, Development, characterization, and 

comparative analysis of polymorphism at common bean SSR loci isolated from genic 

and genomic sources, publicado na revista Genome (50: 266-277; 2007), apresenta 

a caracterização de novos locos microssatélites e a comparação destes com EST-

SSRs. O terceiro artigo, Microsatellites for genetic studies and breeding programs in 

common bean, publicado na revista Pesquisa Agropecuária Brasileira (42: 589-592; 

2007), descreve a validação de novos locos microssatélites. O quarto artigo, 

Development of a new genetic map based on microsatellite markers in common bean 

(Phaseolus vulgaris L.), submetido à revista Theoretical and Applied Genetics, 

descreve a obtenção do mapa genético com os marcadores microssatélites 

desenvolvidos e também daqueles disponíveis na literatura, além do mapeamento 

de marcadores fenotípicos. 
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Resumo 

 O melhoramento genético do feijoeiro busca responder ou atender 

demandas específicas dos produtores. Um cultivar de feijoeiro deve atender às 

características de produtividade, de resistência às principais doenças da cultura, e 

de qualidade tecnológicas, tais como tempo de cozimento, qualidades nutricionais 

e tipo de caldo. A escolha de critérios racionais e eficientes para a identificação de 

linhagens superiores a serem utilizadas em cruzamentos facilita o trabalho do 

melhorista. Além disso, a escolha dos genitores com maior potencial genético para 

recombinação aumenta as chances de obtenção de cultivares mais produtivos e 

estáveis para o comércio, bem como facilita a seleção dos genótipos nos ensaios de 

competição. 

 O feijoeiro é uma das culturas de destaque no Brasil com potencial a ser 

explorado e requer esforços para o manejo adequado. Neste sentido, o 

investimento em técnicas moleculares pode ser associado ao auxílio no 

melhoramento clássico, como para a realização de programas de seleção assistida 

por marcadores. Os microssatélites são marcadores moleculares definidos por 

sequências repetitivas abundantes nos genomas de eucariotos, transferíveis e 

informativas. Os microssatélites são marcadores amplamente utilizados em 

estudos genéticos e no desenvolvimento de mapas genéticos.  

Este trabalho teve como objetivo o desenvolvimento de marcadores 

moleculares do tipo microssatélites para feijoeiro para a construção de um mapa 

genético molecular. Foram desenvolvidos 488 novos microssatélites, sendo que 

183 estão disponíveis em 3 publicações sobre caracterização destes locos e, 64 

estão descritos no artigo referente ao mapa genético. Os demais locos 
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apresentaram-se monomórficos dentre os genótipos utilizados, mas também serão 

divulgados na forma de manuscrito.  

O mapa genético foi estabelecido com base em uma população F10 

segregante, composta de 380 linhagens endogâmicas, derivadas do cruzamento 

entre IAC-UNA e CAL143. Foram analisados no total 871 microssatélites, entre eles 

265 (30,4%) foram polimórficos e 247 (28,4%) apresentaram padrão adequado de 

leitura de genotipagem. Para a construção do mapa, além dos marcadores 

moleculares, foram utilizados três marcadores fenotípicos: cor de flor, formato do 

ápice da vagem e hábito de crescimento. Foi possível mapear 198 microssatélites e 

os 3 marcadores fenotípicos. Dentre os marcadores mapeados, 131 tinham a 

posição até então desconhecida em grupos de ligação. O mapa resultante cobre 

1865.9 cM, com uma distância média entre marcadores de 9.4 cM. A cobertura de 

mapa é considerada de saturação moderada e pode servir de base para o 

mapeamento de outras características fenotípicas e de QTLs. 
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Abstract 

 The common bean breeding programs are meant to attend specific demands 

of bean producers. A common bean genotype of commercial interest must present 

desirable productivity characteristics; resistance to the main diseases and 

technological quality, like cooking time, nutritional value and type of broth. The 

choice of efficient criteria for identification of superiors inbred lines to be used in 

crosses supports breeders work. Moreover, the use of genitors with higher genetic 

potential increases the chances to reach more stable and productive cultivars, as 

well as facilitates genotypes selection in competitive assays. 

 The common bean is one of the most important crops in Brazil and it has 

potential to be explored, but, the current productivity is low and requires efforts to 

improve the field performance. In this way, the search for molecular techniques 

can be associated to assist the classic breeding, like to perform marker-assisted 

selection. Microsatellites are repetitive sequences present in eukaryotes genomes, 

transferable, and informative. The microsatellite markers are widely used in 

genetic studies, and one of the main uses is to construct genetic maps.  

The objective of the present work was to develop new microsatellite markers 

to common bean and to construct a genetic map. Up to new 488 microsatellites 

were developed, of which 183 are available in 3 articles about loci characterization 

and, 64 are described in genetic map article. The remaining loci were 

monomorphic for the genotypes used, and they will be described in an article too.  

The genetic map was based on a mapping population F10, formed by 380 

recombinant inbred lines derived of IAC-UNAF and CAL143 crosses. We tested 871 

microssatellites, of which 265 (30,4%) were polymorphic and 247 (28,4%) 

presented adequate genotyping standard. Beyond the molecular markers, we 
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evaluated three phenotypic markers: flower color, pod tip shape, and growth habit. 

It was possible to map 198 microssatellites and the 3 phenotypic markers. 

Amongst the mapped microsatellite markers, 131 have never been located before 

in any known linkage group. The resulting map covers a total of 1865.9 cM in 

length and average distance between markers was 9.4 cM. The coverage of the 

generated map is considered to have a moderate saturation, which makes it useful 

for mapping other qualitative traits and QTLs. 
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1. Introdução 

 A espécie Phaseolus vulgaris é uma leguminosa favorável para estudos 

genéticos por possuir uma série de características que facilitam tais estudos. As 

mais importantes são: apresentar o genoma relativamente pequeno (637 Mb; 

Arumuganathan & Earle, 1991), genética diplóide (2n = 2x = 22) e, pelo fato do 

feijoeiro apresentar ciclo de vida curto. O feijoeiro é uma planta herbácea e sua 

reprodução é por autofecundação. Devido ao mecanismo de cleistogamia, tem 

apenas 5% de fecundação cruzada, e por isso, encontra-se em homozigose.  

 O feijoeiro é uma das culturas mais importantes para o Brasil e, devido à 

produtividade atual ser considerada baixa, requer esforços para o melhoramento 

de seu desempenho em campo (Silva, 2000). Neste sentido, o investimento em 

técnicas moleculares associadas ao melhoramento clássico tem crescido.  

 Espera-se maior contribuição dos marcadores moleculares para seleção das 

características quantitativas, pelas dificuldades envolvidas no processo de seleção 

fenotípica desse tipo de caráter (Ferreira & Gratapaglia, 1998). Os marcadores 

moleculares podem ser utilizados como uma ferramenta para auxiliar no processo 

seletivo.  

 O poder de detecção da variabilidade existente diretamente ao nível de DNA 

foi alcançado com o desenvolvimento de técnicas em biologia molecular. 

Marcadores moleculares de DNA têm sido empregados na cultura do feijoeiro para 

estimar os níveis de diversidade e heterozigosidade entre diferentes genótipos, 

para mapeamento genético e de “QTLs”, e para realização de estudos de sintenia 

(Blair et al., 2003; 2006a; Kwak et al., 2008; Hougaard et al., 2008), entre outros. O 

avanço do melhoramento genético pode ser assessorado pelo desenvolvimento de 
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novos marcadores, que constituem ferramentas para a execução de programas de 

seleção assistida (Oliveira et al., 2008).  

 Os mapas genéticos são ferramentas que facilitam a seleção de genes de 

interesse agronômico, pois através deles é possível acompanhar, pelo uso de 

marcadores, regiões do genoma que são selecionadas a cada geração melhorada. 

Através da utilização de um grande número de marcadores moleculares e de 

métodos estatísticos, é possível individualizar o efeito fenotípico de locos que 

contribuem para um QTL (Quantitative Trait Loci). 

 Uma das técnicas mais indicadas para estudar polimorfismos entre 

sequências de DNA é através dos microssatélites ou SSR (Simple Sequence Repeats, 

Tautz & Renz, 1984). Essa técnica baseia-se no uso de pares de iniciadores numa 

reação de PCR para detectar variações em locos de sequências repetitivas.  A 

técnica de SSR revela polimorfismo em um loco devido a diferenças no número de 

vezes em que um motivo se repete naquele loco.  

 O conteúdo genético informativo de um loco SSR é bastante alto, por se 

tratar de sequências de alta taxa evolutiva. A sua natureza multialélica e 

codominante permite o estabelecimento da genotipagem de indivíduos dentro de 

populações ou entre genótipos relacionados, por isso, marcadores microssatélites 

têm sido usados para identificação individual, análise de diversidade (Powell et al., 

1996a) e estudos de evolução e de estrutura de populações de espécies 

relacionadas. Além destas aplicações, os marcadores microssatélites são 

amplamente utilizados no mapeamento genético e na análise de QTLs. 

 No início deste estudo existiam poucos locos microssatélites disponíveis na 

literatura. Como o trabalho de desenvolvimento de um mapa genético requer uma 

grande quantidade de marcadores, foi necessário centralizar esforços na busca por 
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novos locos. Neste contexto, o trabalho atual teve como objetivo central 

desenvolver marcadores microssatélites em grande número, permitindo assim a 

construção de um mapa genético molecular suficientemente saturado para 

assessorar os programas de melhoramento do feijoeiro.  
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2. Revisão Bibliográfica 

2.1. A Cultura do Feijoeiro 

 O feijão pertence à ordem Rosales e a família Fabaceae (Leguminoseae). A 

família das leguminosas representa a terceira maior família de plantas superiores e 

inclui mais de 19000 espécies (Lewis et al., 2005). As plantas pertencentes a esta 

família são diversas quanto ao hábito de crescimento e ao potencial econômico 

explorado: existem árvores, arbustos, herbáceas anuais, ornamentais e culturas de 

importância agronômica. As leguminosas têm um papel fundamental em ecossistemas 

naturais e na agricultura devido à capacidade de estabelecer simbiose com bactérias 

fixadoras de nitrogênio, tornando-as eficientes colonizadoras de ambientes pobres 

neste nutriente. Além disso, as leguminosas fornecem uma dieta rica em proteínas. 

 Duas espécies de feijão são muito consumidas no Brasil: Phaseolus vulgaris, o 

feijoeiro-comum, e Vigna unguiculata, vulgarmente conhecida por feijão de corda, 

feijão macassa, ou caupi (Vieira, 1988). O gênero Phaseolus compreende 

aproximadamente 55 espécies, das quais, apenas cinco são cultivadas: o feijoeiro 

comum (P. vulgaris L); o feijão de lima (P. lunatus); o feijão ayocote (P. coccineus); o 

feijão tepari (P. acutifolius); e o P. polyanthus. Existem mais de 29000 acessos de 

feijões domesticados e 1300 acessos selvagens em bancos de germoplasma 

(Broughton et al., 2003). 

 O feijoeiro comum é uma leguminosa anual domesticada há mais de 10000 

anos. A origem e a domesticação da cultura podem ser explicadas por Gepts (1986) 

através da análise de diferentes padrões eletroforéticos de faseolina, a proteína de 
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reserva das sementes. O autor sugere que existam três centros primários de 

diversidade genética: um Mesoamericano e dois Andinos (Norte e Sul), como mostra a 

Figura 1. O grupo Mesoamericano possui sementes pequenas e faseolina do tipo S. Os 

Andinos possuem sementes maiores e com faseolina tipos T, C, H e A. Dados de 

isoenzimas (Koenig & Gepts, 1989; Singh et al., 1991a), DNA mitocondrial e RFLPs 

também diferenciam os dois pools gênicos, Andinos e Mesoamericanos, tanto em 

linhagens cultivadas como em selvagens (Becerra-Velazquez & Gepts, 1994; 

Khairallah et al., 1992). 

     

Figura 1. A)Localização dos 3 centros de origem de Phaseolus vulgaris: região Andina 

Norte e Sul e, região da Mesoamérica com destaque em B)para os países que formam a 

região. 

 Estima-se que a diversidade genética do feijoeiro cultivado seja menor em 

relação ao selvagem em função de um efeito de gargalo e do efeito fundador que 

ocorreu durante a domesticação da cultura, conhecida como síndrome da 

domesticação (Gepts & Bliss, 1986; Koinange et al., 1996; Chacón et al., 2005). As 

A) 
B) 
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diferenças fenotípicas entre cultivares selvagens e domesticados são resultados da 

seleção durante o período de domesticação para adaptação aos ambientes de cultivo. 

As diferenças ocorreram em características que facilitaram o manejo no cultivo, tais 

como na dormência de sementes, mecanismos de dispersão das sementes, hábito de 

crescimento e sensibilidade ao fotoperíodo. Em feijoeiro, os dois atributos mais 

importantes da síndrome da domesticação são: 1) a perda da capacidade de dispersão 

das sementes, condicionada pela presença de fibras nas vagens e, 2) a dormência nas 

sementes, condicionada pela impermeabilidade do tegumento da semente (Koinange 

et al., 1996). 

 Segundo análises de polimorfismo de DNA de cloroplasto, há evidências de que 

houve um único evento de domesticação na região Andina, enquanto que ocorreram 

múltiplas domesticações e eventos de introgressão na Mesoamérica, resultantes de 

cruzamentos selvagens X cultivados (Chacón et al., 2005). Genótipos selvagens podem 

ser usados como fonte de aumento de variabilidade para o feijoeiro cultivado, 

principalmente para o pool Andino, que apresenta baixa diversidade. Estima-se que 

menos de 5% da diversidade genética disponível tem sido usada globalmente 

(Broughton et al., 2003). 

 O conceito de variabilidade genética é a base de toda capacidade de se 

promover seleção e, consequentemente do melhoramento genético. À medida que se 

processa um programa de seleção e este se perpetua por muitas gerações, há uma 

redução no nível de variabilidade genética (Kepler, 2000). Um importante pré-

requisito para o uso de recursos genéticos é o amplo conhecimento da extensão e 
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distribuição da variabilidade genética das espécies cultivada e de seus parentes 

selvagens. 

 O feijoeiro representa a cultura mais difundida no mundo, principalmente na 

América Latina, África e Ásia, regiões onde consiste numa das principais fontes 

protéicas para cerca de 500 milhões de pessoas. Em muitos destes países, a proteína 

de origem vegetal chega a mais de 80% do total de proteínas da dieta humana (Brown 

et al., 1990). O feijão é também fonte de calorias, fibras, minerais (Ca, Cu, Fe, Mg, Mn, 

Zn) e vitaminas. Trata-se da terceira leguminosa mais consumida no mundo, sendo 

superada apenas pela soja e o amendoim (Singh, 1999). Ele complementa uma dieta 

baseada em cereais e outros alimentos ricos em carboidratos, por fornecer muitos 

nutrientes. Além disso, o consumo regular de feijões ajuda a reduzir o colesterol e o 

risco de câncer.  

 Neste contexto, o Brasil é o maior produtor mundial do gênero Phaseolus 

(Vieira et al., 1988) e o segundo maior produtor de feijão comum, mesmo 

apresentando produtividade média baixa, equivalente a 600 kg/ha (Silva, 2000). Essa 

baixa produtividade ocorre devido a vários fatores, dentre os quais: a falta de 

nutrientes no solo, em virtude de adubações inadequadas ou não realizadas; 

predominância de cultivos associados com outras culturas, sobretudo milho; ataque 

de pragas e incidência de doenças (Vieira, 1988). Existem mais de 200 doenças que 

atacam essa cultura (Bianchini et al., 1989), causadas por fungos, vírus, bactérias e 

nematóides, limitando sua produção e reduzindo a qualidade fisiológica, sanitária, 

nutricional e comercial do produto.  
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 Além dos principais motivos da baixa produtividade descritos anteriormente, 

destacam-se outras duas causas: as variedades plantadas e as sementes utilizadas. No 

Brasil, semeia-se grande número de variedades de feijão, das quais muitas nunca 

foram estudadas. Muitas dessas variedades apresentam menor capacidade de 

produção e, são susceptíveis a uma ou mais enfermidades. As sementes plantadas são 

geralmente produzidas pelo próprio agricultor e, por isso, nem sempre são de boa 

qualidade.  

 Doenças como a antracnose, mofo branco, crestamento bacteriano, mancha-de-

alternaria e, mancha angular podem ser transmitidas pelas sementes, fato esse 

desconhecido por muitos produtores de feijão. Os pequenos agricultores são os 

principais produtores da cultura, e o que se observa usualmente são baixos níveis de 

tecnologia e insumos empregados e mão de obra familiar (Vieira, 1988). 

 

 No Brasil, o cultivo e colheita do feijoeiro se concentram em três safras 

tradicionais, segundo o zoneamento ecológico (época das águas, da seca e de inverno). 

Assim, outra causa provável das baixas produções brasileiras é o regime pluvial 

desfavorável. A maioria dos agricultores não realiza a irrigação da cultura. Dessa 

forma, as chuvas devido à escassez, má distribuição ou mesmo excesso, têm sido um 

motivo das baixas produções em algumas safras no Brasil (Vieira, 1988). 

 A partir do começo da década de 1970, a pesquisa de feijão no Brasil passou a 

receber mais atenção, com aumento dos recursos disponíveis e dos pesquisadores 

envolvidos. Depois das chamadas “crises de feijão”, em que por motivos climáticos 

houve escassez de feijão no mercado, fazendo com que produto atingisse altos preços 
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e o governo se viu obrigado a importá-lo. A partir deste momento, as autoridades 

concluíram que se tornara urgente a realização de investimentos em pesquisas, de 

forma a evitar futuras crises. O feijão havia então deixado de ser um produto 

abundante e consumido por todas as classes sociais (Vieira, 2004).  

 Em meio às atuais tendências de aumento da população e do consumo de feijão, 

pode ser esperado um aumento da demanda deste produto a níveis sem precedentes. 

Este aumento no consumo somente será suprido se novos cultivares, com níveis mais 

altos de produtividade, de resistência à doenças, tolerância à seca e com bons 

rendimentos em solos inférteis forem desenvolvidos (Guidolin, 2003). Além disso, o 

aumento da demanda por produtos alimentares livres de pesticidas e a necessidade 

de reduzir os custos de produção oferecem um grande desafio à comunidade de 

pesquisadores e aos produtores de feijão. 

 O melhoramento genético é fundamental no desenvolvimento da agricultura, 

gerando novos cultivares e variedades de interesse agronômico. O aumento na 

eficiência de seleção, o melhor conhecimento e caracterização do germoplasma e a 

maximização dos ganhos genéticos têm sido objetivos de melhoristas de plantas do 

mundo inteiro. Com a cultura do feijoeiro não pode ser diferente. É notável a 

necessidade de se aprimorar estudos com a cultura e que haja interesse e cooperação 

entre os diferentes grupos de pesquisa para estudos genéticos que auxiliem o 

melhoramento e, que estes sejam realizados em maior número. 
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2.2 Evolução de Marcadores  

 Os primeiros marcadores utilizados em estudos genéticos foram os fenotípicos, 

os quais eram representados por caracteres morfológicos controlados por genes com 

segregação Mendeliana. Estes caracteres são de fácil identificação visual, como por 

exemplo, a deficiência clorofítica, nanismo, cor de pétalas ou morfologia foliar 

(Ferreira & Grattapaglia, 1995). Estes marcadores contribuíram significativamente 

para o desenvolvimento teórico da análise de ligação gênica e para a construção das 

primeiras versões de mapas genéticos. Os caracteres são de avaliação muito simples e 

de baixo custo. No entanto, esses marcadores existem em número limitado no 

genoma, e sua expressão gênica pode estar sujeita às variações do ambiente e à ação 

de outros genes (Borém, 1998).  

 Na década de 60, surgiram os marcadores de polimorfismos bioquímicos, 

denominados de isoenzimas. Esses marcadores são formas moleculares de uma 

mesma enzima que, apesar de desempenharem as mesmas funções catalíticas, podem 

apresentar propriedades cinéticas distintas, diferenciadas via eletroforese (Ferreira & 

Grattapaglia, 1995). As isoenzimas apresentam níveis de polimorfismos 

consideravelmente baixos, sendo pouco abundantes, o que reduz significativamente o 

potencial de utilização desses marcadores (Murphy et al., 1990). Além disto, as 

isoenzimas podem estar sujeitas à influência do ambiente (Richards, 1997). 

 No início dos anos 80 descobriu-se a primeira classe de marcadores de 

polimorfismo ao nível do DNA, o RFLP (Restriction Fragment Lenght Polymorphism, 

Botstein et al., 1980). Esse marcador se baseia na variação do tamanho de fragmentos 

de DNA obtidos com o uso de enzimas de restrição. O polimorfismo está baseado nos 
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diferentes tamanhos de fragmentos obtidos em função da variação na distribuição dos 

sítios de restrição. Tal variação é resultante de mutações pontuais que levam à criação 

ou eliminação de sítios de clivagem para uma mesma enzima, ao longo do genoma. 

Além disso, podem ocorrer inserções e deleções de bases, bem como translocações ou 

inversões das sequências de DNA em um dado fragmento delimitado por dois sítios de 

restrição. Essas variações alteram o tamanho do fragmento sem que tenha ocorrido 

modificação do sitio de restrição da enzima que delimita o fragmento (Botstein et al., 

1980). Os fragmentos produzidos por digestão com enzimas específicas são separados 

através de eletroforese em gel de agarose e visualizados pelo processo de Southern 

Blot (Southern, 1975). O marcador RFLP é considerado robusto, isto é, altamente 

reprodutível e estável, porém, é o mais caro e trabalhoso entre aqueles atualmente 

disponíveis devido à impossibilidade de automatização completa da técnica 

empregada (Garcia et al., 2004).  

 Outro marcador amplamente utilizado na década de 90 é o RAPD (Random 

Amplified Polymorphic DNA, Williams et al., 1990), o qual faz uso de oligonucleotídeos 

com sequência arbitrária de bases para a amplificação de regiões aleatórias do DNA 

genômico. Apesar dos marcadores RAPDs apresentarem a vantagem da rapidez na 

análise de um grande número de genótipos, existem grandes limitações, como a baixa 

reprodutibilidade dos resultados e a natureza dominante do marcador, não 

permitindo a distinção entre os locos heterozigotos e homozigotos dominantes. Tais 

fatos, limitam seu uso na estimação de parâmetros genéticos e no mapeamento 

genético molecular. Atualmente este marcador tem sido cada vez mais preterido 

frente a outros existentes devido às essas limitações (Garcia et al., 2004). 
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 Os marcadores AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism) são obtidos 

pela combinação da distribuição de sítios de restrição e amplificação aleatória de 

fragmentos de DNA. A técnica consiste em digerir o DNA com enzimas de restrição, 

ligar adaptadores aos fragmentos resultantes e re-amplificação de um conjunto 

selecionado de fragmentos digeridos e amplificados. A quantidade de informação 

gerada é bastante grande, possibilitando caracterizar dezenas de genótipos em poucas 

análises. Entretanto, o marcador AFLP apresenta as deficiências de um marcador 

dominante e o fato da técnica ser cara e muito sofisticada para grande parte dos 

laboratórios que trabalham com genotipagem de plantas (Zabeau & Vos, 1993).  

O polimorfismo de nucleotídeos únicos ou SNPs (Single Nucleotide 

Polymorphisms) são variações pontuais no DNA primeiramente observadas com o 

sequenciamento do genoma humano (Brookes, 1999). Este marcador é bi-alélico e, 

corresponde a uma posição em que existe uma alternância dos nucleotídeos A, T, G, C. 

Os SNPs ocorrem em regiões codificantes e não codificantes nos genomas. Em regiões 

codificadoras, quando resultam em uma substituição de aminoácido na sequencia 

protéica são denominados não sinônimos, podendo a substituição ser conservativa ou 

não conservativa em função dos aminoácidos envolvidos na troca. Nesses casos 

podem ocorrer modificações estruturais e funcionais na proteína. Quando essas 

substituições não alteram o aminoácido formado, elas são ditas sinônimas. Embora 

SNPs sinônimos não alterem a sequência protéica, eles podem modificar a estrutura e 

a estabilidade do RNA mensageiro (Kwok, 1999). Os SNPs podem ser identificados 

através de seqüenciamento direto do DNA, de informações disponíveis em bancos de 

dados, ou através de métodos bioquímicos que investigam a presença de variantes. A 
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genotipagem não se baseia no comprimento dos alelos, como outros marcadores 

moleculares utilizados, e a distinção dos alelos podem ser automatizados (Giordano et 

al., 1999). A grande vantagem dos SNPs reside na abundancia de polimorfismos entre 

alelos de um determinado gene.  

 Os marcadores moleculares são classificados em dominantes e codominantes. 

Os marcadores codominantes permitem a visualização simultânea dos diferentes 

alelos de um mesmo loco, podendo-se identificar três classes genotípicas. Encontram-

se nesta classe os RFLPs e os microssatélites. Os marcadores dominantes revelam o 

polimorfismo em dezenas de locos diferentes simultaneamente, como é o caso para os 

marcadores RAPDs e AFLPs. 

 

2.2.1 Marcadores Microssatélites 

 Os marcadores microssatélites ou SSR (Simple Sequence Repeat, Tautz, 1989; 

Weber & May, 1989) são combinações de uma a seis bases repetidas em tandem. A 

natureza de sua variação é o número de repetições das unidades repetidas que o 

compõem. A técnica é baseada na amplificação das sequências repetidas, utilizando-se 

oligonucleotídeos iniciadores ancorados nas regiões flanqueadoras às repetições. 

Apesar da variação no número de motivos, a sequência de bases adjacentes pode ser 

única no genoma e conservada entre indivíduos. Assim, indivíduos que apresentam 

variações nos motivos repetidos produzem diferentes tamanhos de produtos de 

amplificação. 
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 Os marcadores microssatélites têm representado um importante avanço para 

estudos genéticos. Este marcador apresenta alto nível de polimorfismo, codominância, 

alta heterozigosidade e padrão de herança Mendeliana. Além disso, a técnica para sua 

obtenção é possível a partir de qualquer tipo de tecido em qualquer estágio de 

desenvolvimento. São marcadores baseados na amplificação via reação de polimerase 

em cadeia (Polimerase Chain Reaction, Mullis & Faloona, 1987),  facilitando a 

transferência da técnica entre diferentes grupos de pesquisa. Este marcador encontra-

se regularmente distribuído no genoma e, quando comparado a outros marcadores 

como os RFLPs, são menos custosos (Powell et al., 1996a).  

 A presença dessas características faz com que os microssatélites sejam 

marcadores ideais para mapeamento genético de genomas, para identificação e 

discriminação de genótipos e estudos de genética de populações. Em função das 

vantagens que esse marcador representa, na última década ele tem se tornado o 

marcador genético mais popular (Schlotterer, 2000). 

 A hipervariabilidade de microssatélites não é totalmente entendida, podendo 

ser originada através de crossing over desigual ou deslizamento de sequências durante 

a replicação do DNA. Estes eventos podem resultar em variação do número de cópias 

da unidade básica de repetição (Schlotterer & Tautz, 1992). 

 Um fenômeno comum observado na genotipagem de locos microssatélites é a 

ocorrência de bandas fantasmas. Este padrão de dupla ou tripla banda pode ser 

derivado do deslizamento da Taq-polimerase durante a reação de amplificação 

(Levinson & Gutman, 1987; Schlotterer & Tautz, 1992). 
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 A detecção dos microssatélites amplificados pode ser feita em gel de 

poliacrilamida ou em agarose de alta resolução e separadas por eletroforese. É 

necessária a utilização de géis adequados à separação eficiente dos alelos, pois esses 

podem diferir em apenas uma base. A visualização das bandas pode ser feita por 

coloração com brometo de etídeo, tratamento com nitrato de prata, auto-radiografia, 

ou pela utilização de fluoróforos.  

 O sistema fluorescente permite a precisa detecção dos alelos através de um 

sistema automatizado, um aspecto muito importante em análises de populações para 

evitar erros de genotipagem. Neste método, um dos iniciadores usados na 

amplificação tem a extremidade 5’ marcada com fluorocromo. Entretanto, o custo da 

síntese de iniciadores fluorescentes é um fator limitante em muitos laboratórios, pois 

varia de 5 a 10 vezes mais que um primer comum. Os locos podem ser analisados 

individualmente ou em conjunto com outros SSRs de tamanhos diferentes, e neste 

caso, utiliza-se mais de um par de iniciadores na reação de PCR (Ferreira & 

Grattapaglia, 1995).  

 Na tentativa de reduzir os custos da análise por fluorescência, Oetting et al. 

(1995) propôs a estratégia via PCR de multiplex com 3 componentes: 1)iniciadores 

forward possuindo uma extensão de 19-pb na extremidade 5’ com a sequência de um 

iniciador M13; 2)iniciador reverse sem modificações, e 3)iniciador M13 marcado com 

fluorescência. Os iniciadores extendidos com a cauda M13 contêm a sequência 

complementar do M13 marcado, gerando produtos fluorescentes que podem ser 

detectados em um sequenciador automático. A grande vantagem consiste em 

sintetizar apenas um iniciador M13 fluorescente universal, enquanto que pelo método 
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convencional para cada microssatélite a ser analisado seria necessário sintetizar um 

específico iniciador marcado.   

 Os marcadores microssatélites têm sido usados para a análise genética em 

espécies de mamíferos (Moore et al., 1998), insetos (Harper et al., 2003), aves 

(Primmer et al., 1997), peixes (Rico, et al., 1993), e plantas (Condit e Hubbell, 1991; 

Zhao e Kochert, 1992; 1993; Yang et al., 1994; Yu et al., 2000). 

 Os microssatélites podem ser obtidos convencionalmente através do 

isolamento e seqüenciamento de clones contendo possíveis motivos SSRs, seguidos de 

desenho de iniciadores para as regiões flanqueadoras aos motivos. Buscando a 

redução do custo e do tempo gasto, foram desenvolvidos processos de clonagem para 

a criação de bibliotecas enriquecidas em microssatélites (Kijas et al., 1994; Billote et 

al., 1999). A utilização da biblioteca enriquecida para desenvolvimento de 

microssatélites tem se mostrado mais eficiente e rápida do que a utilização da 

biblioteca genômica (Refseth et al., 1997). O sequenciamento de ESTs (Expressed 

Sequenced Tags) permite que microssatélites sejam desenvolvidos a partir de 

sequências depositadas em bancos de dados públicos. 

 A maior limitação dos microssatélites é que eles precisam ser isolados para a 

maioria das espécies, uma vez que a transferência de iniciadores de uma espécie para 

outra nem sempre resulta em produtos de amplificação. Desta forma, quanto maior o 

número de microssatélites disponíveis para feijoeiro, mais saturado com marcadores 

poderá ser o mapa genético molecular da espécie. Uma vez desenvolvidos, os 

microssatélites são marcadores estáveis e de fácil manuseio. 
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2.2.2. Microssatélites na Cultura do Feijoeiro 

 O desenvolvimento de microssatélites em feijão iniciou-se recentemente (Yu et 

al., 1999; Gaitán-Solís, et al., 2002; Métais et al., 2002; Blair et al.,2003; Guerra-Sanz, 

2004; Buso et al.; 2006). Yu et al. (1999) obtiveram 49 microssatélites para feijão 

comum a partir de pesquisa em bancos de sequências. Em outro estudo em banco de 

dados, foram desenvolvidos 18 microssatélites, e a avaliação dos locos foi feita num 

conjunto de acessos de P. vulgaris, além de dois acessos de P. coccineus (Guerra-Sanz, 

2004).  Nos estudos de Gaitán-Solís et. al (2002) foram isolados 68 microssatélites de 

sequências de origem genômica e testados em genótipos Andinos, Mesoamericanos e 

em outras espécies do gênero Phaseolus. 

 Dessa forma, em 2002, quando o grupo da Prof. Anete P. de Souza iniciou o 

desenvolvimento de marcadores microssatélites para feijoeiro, havia apenas 117 

microssatélites disponíveis para a espécie. Esse número era muito pequeno para 

possibilitar a construção de um mapa genético com saturação média ou suficiente 

para o mapeamento preciso de características quantitativas de interesse econômico. 

 Em 2003, Yaish & de la Vega descreveram o isolamento de microssatélites 

(GA)n utilizando a metodologia de bibliotecas enriquecidas e identificaram 

microssatélites ligados ao gene putativo MADS-box, cuja família gênica fornece 

recursos para estudos evolutivos em plantas (Winter et al. 1999; Theissen et al., 

2000). Bancos enriquecidos também foram utilizados por Buso et al. (2006), que 
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desenvolveram 20 marcadores microssatélites e 10 apresentaram padrão adequado 

para serem caracterizados em 85 genótipos.   

 O desenvolvimento de microssatélites a partir de BACs (Bacterial Artificial 

Chromosome) foi descrito por Caixeta et al. (2005). Neste trabalho, foram 

desenvolvidos 21 microssatélites a partir de 4 clones de BACs que foram subclonados, 

hibridizados e sequenciados. Foram geradas 62 sequências e 27 (43,6%) 

apresentaram motivos repetidos. Não houve relação entre a diferença no tamanho dos 

alelos com múltiplos do número de nucleotídeos que formavam a repetição.  

 Na cultura do feijoeiro já existem estudos relatando a geração e análise de 

sequências gênicas a partir de ESTs (Expressed Sequence Tag, Melotto et al., 2005; 

Ramirez et al., 2005; Hanai et al., 2007). No trabalho de Melotto et al. (2005), as 

bibliotecas foram construídas com base na expressão diferencial dos genes ligados a 

resistência ao fungo Colletotrichum lindemuthianum, causador da antracnose. O acesso 

às sequências depositadas abre a perspectiva de sua utilização para localização de 

microssatélites gênicos, podendo reduzir custos com geração de novas bibliotecas 

enriquecidas. Estudos têm mostrado que os microssatélites de origem gênica se 

apresentam menos polimórficos que os de origem genômica (Blair et al., 2003). Desta 

forma, uma biblioteca genômica enriquecida em microssatélites tenderia a possibilitar 

um acesso melhor ao polimorfismo do que microssatélites derivados de EST. 

Entretanto, não há até o momento evidências de alto conteúdo de polimorfismo 

associado aos locos de microssatélites de feijoeiro quer sejam eles gênicos ou 

genômicos. O baixo conteúdo de polimorfismo revelado em um conjunto de 

microssatélites poderia ser explicado por um conjunto de fatores: base genética 



Revisão Bibliográfica 

 

 

estreita para acessos cultivados, conforme relatado por Singh (1991b), tipo de 

reprodução, e pequeno tamanho dos motivos repetidos possivelmente insuficiente 

para acessar o polimorfismo dentro da espécie.  

 As repetições mais frequentes em plantas são motivos de AT (Powell et al., 

1996b). Assim, para analisar a informatividade deste tipo de repetição, 

microssatélites de repetições AT foram desenvolvidos recentemente para feijoeiro, e 

comparados quanto ao polimorfismo com outras repetições (Blair et al., 2008). Os 

locos de dinucleotídeos AT apresentaram mais problemas de “bandas fantasmas”, e 

talvez sejam necessários ajustes de amplificação em outros laboratórios que venham a 

utilizar estes locos. Porém, os locos derivados de dinucleotídeos AT foram mais 

polimórficos que repetições GA e CA comparadas no estudo, o que demonstra o 

potencial do novo enriquecimento.  

 Além do desenvolvimento e validação dos marcadores microssatélites, a 

aplicação destes marcadores para estudos genéticos da cultura têm aumentado. Um 

estudo com microssatélites demonstrou recentemente declínio na frequência de 

alguns alelos em cultivares de feijoeiro cultivados nos dois últimos séculos (Maras et 

al.; 2006). Martinez-Castillo et al. (2007) encontraram que o fluxo gênico entre plantas 

domesticadas de Phaseolus lunatus para as populações selvagens é três vezes maior 

em relação ao sentido inverso. O fluxo gênico assimétrico encontrado pode criar uma 

redução drástica na diversidade genética de populações selvagens e até mesmo levar a 

extinção de populações locais. Consequentemente pode ocorrer a diminuição da 

diversidade genética do pool gênico de plantas domesticadas, reduzindo assim a 

disponibilidade de genes de interesse agronômico. 
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 Blair et al (2006a) utilizaram dois tipos de microssatélites, gênicos e 

genômicos. Foi observado que ambos os tipos foram consistentes para a separação 

dos genótipos dos centros de origem Andinos dos Mesoamericanos. Foi detectada 

menor diversidade genética no pool Mesoamericano, quando comparado ao Andino. 

Neste estudo, os microssatélites de origem gênica apresentaram-se menos 

polimórficos em número de alelos e no conteúdo de polimorfismo informativo (PIC).  

 Nos estudos de Zhang et al. (2008) foram avaliados acessos de feijoeiros da 

China para estimar a variabilidade genética e identidade do pool gênico. Esse estudo 

discute a possível existência de um centro secundário de diversidade para o feijoeiro 

na China. 

 O uso de ferramentas moleculares está se tornando mais efetiva para a análise 

de características cujo fenótipo é de difícil reconhecimento ou não pode ser acessado 

diretamente. Tal fato é decorrente da possibilidade de se monitorar diretamente a 

região genômica que possui o gene responsável pela característica de interesse. 

Assim, em cruzamentos onde se pretende transferir determinadas características de 

um genótipo a outro, é possível monitorar a introgressão do gene responsável pela 

característica desejada através de marcadores moleculares. Esse procedimento facilita 

a identificação dos indivíduos contendo o gene desejado, principalmente em situações 

onde o fenótipo da característica é por identificação indireta, como por exemplo, a 

análise de aminoácidos, enzimas e outros componentes celulares. 

  A utilização de microssatélites para auxiliar a recuperação do genótipo elite em 

etapas de retrocruzamento assistido já foi realizada com sucesso em feijoeiro 

(Oliveira et al., 2008). Os resultados demonstraram a aplicação da tecnologia de 
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marcadores moleculares microssatélites associados ao melhoramento do feijoeiro 

para reduzir o número de retrocruzamentos necessários e consequentemente, o 

tempo para recuperação do genoma dos genitores recorrentes contendo as 

características de interesse. 

 O desenvolvimento e disponibilização de marcadores microssatélites para 

feijoeiro no momento, é um esforço conjunto da comunidade nacional e internacional, 

evidenciando assim, a importância da aplicação desta ferramenta para auxiliar o 

melhoramento do feijoeiro. 

 

2.3. Mapas Genéticos 

 A disponibilidade de marcadores, aliada a métodos estatísticos complexos, tem 

permitido a construção de mapas genéticos para a maioria das espécies vegetais de 

interesse econômico, até mesmo para aquelas de longo ciclo de vida, como as 

florestais e as frutíferas (Carneiro e Vieira, 2002). 

 O objetivo principal de um trabalho de mapeamento é ordenar o genoma, de 

maneira regular, visando à localização de genes de interesse e à identificação de 

marcadores fortemente ligados a estes genes. O mapeamento visa também estimar a 

distância genética entre marcadores consecutivos. Mapas de ligação saturados são de 

extrema importância para assessorar os programas de melhoramento das diferentes 

espécies. Alem disso, é possível maximizar os ganhos de produção de uma dada 

cultura através de programas de introgressão de genes responsáveis por 

características de interesse em cultivares comerciais e selecionar as plantas contendo 

o gene por seleção assistida por marcadores.  
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 A seleção assistida por marcadores (SAM) fundamenta-se no conceito de que é 

possível inferir a presença de um gene a partir de um marcador fortemente ligado a 

este. Quando o marcador encontra-se distante da região de interesse, a possibilidade 

de ambos serem transmitidos aos indivíduos da progênie é reduzida devido aos 

eventos de recombinação. Assim, a existência de uma forte ligação entre a 

característica de interesse e o marcador é pré-requisito neste tipo de seleção (Kumar 

et al., 1999). Com o uso de marcadores moleculares, a seleção assistida e a 

piramidação de genes (introgressão de vários genes que contribuem para a melhoria 

de uma mesma característica, por exemplo, resistência a uma doença especifica) de 

interesse agronômico pode ser realizada.  

 Estudos evolutivos também podem utilizar informações de mapas genéticos, 

pois os mapas fornecem informação sobre a estrutura, função e evolução dos 

genomas. É possível fazer a comparação de mapas entre diferentes espécies ou 

populações em diferentes níveis. Assim, pode-se efetuar a comparação quanto à 

homologia de genes, conservação da distância entre eles e a ordem de ligação dos 

genes nos cromossomos (Weeden et al., 1992; Moore et al., 1995; Hougaard et al., 

2008). 

 Os marcadores mais adequados para um trabalho de mapeamento genético 

apresentam como características, herança codominante, alto nível de polimorfismo, 

grande quantidade e distribuição uniforme pelo genoma. No mapeamento de 

características fenotípicas utilizando marcadores moleculares, avalia-se a segregação 

conjunta dos diferentes fenótipos associados a características de interesse, com os 

alelos e locos evidenciados pelos marcadores. A observação de co-segregação entre 
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alelo e fenótipos indica ligação física entre diferentes locos envolvidos, ou apenas 

associados a genes que controlam a caracteristica. Se o marcador e genes 

responsáveis pela característica fenotípica segregarem sempre juntos, sugere-se que 

estejam ligados, ou seja, estão fisicamente próximos; se por outro lado, a segregação 

for independente, conclui-se que o marcador e o gene não estão ligados e, portanto, 

estão genética e possivelmente fisicamente distantes entre si (Schuster & Cruz, 2004).  

 Um dos fatores de fundamental importância para se obter dados consistentes 

em um trabalho de mapeamento é o tamanho da população estudada. A precisão na 

determinação das distâncias entre os locos no mapa e a capacidade de se determinar a 

sequência de marcadores nele estão diretamente relacionadas ao tamanho amostral 

(população que esta sendo genotipada). É fundamental que se estimem 

adequadamente distâncias entre os genes, estabelecendo-se o ordenamento correto e 

formando-se grupos de ligação que reflitam o número básico de cromossomos da 

espécie. Como os eventos de permutação ocorrem ao acaso ao longo do cromossomo, 

a probabilidade de recombinação é maior para locos que se encontram mais distantes 

entre si. Assim, quanto mais próximos estão dois genes, menor a freqüência de 

permuta e, consequentemente, menor a distancia em cM. 

 Mapas genéticos são desenvolvidos com base em populações segregantes com 

o máximo de desequilíbrio de ligação para a obtenção das estimativas de 

recombinação. Uma população está em equilíbrio de ligação quando seus gametas são 

formados por combinações aleatórias dos alelos que constituem tal população. As 

freqüências gaméticas são resultado do produto das frequências alélicas e, neste caso, 

elas são iguais. Quando a combinação dos alelos de diferentes locos não é aleatória, as 
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freqüências gaméticas apresentam desvios em relação ao produto das freqüências 

alélicas, e assim, a população está em desequilíbrio de ligação. O desequilíbrio de 

ligação pode ser decorrente de diversas causas de alteração na panmixia, como 

seleção e deriva genética, mas a principal destas é a ligação física dos locos. O 

desequilíbrio de ligação devido à ligação física dos locos é bastante elevado em 

populações de cruzamentos controlados; conseqüentemente, a capacidade de se 

detectar a ligação entre os dois locos fisicamente ligados também é elevada (Tanksley, 

1993; Falconer & Mackay, 1996; Lynch & Walsh, 1998). 

 Com os dados de populações segregantes gerados por delineamentos 

específicos (F2, retrocruzamentos, linhagens recombinantes) e com indivíduos 

analisados por meio de marcadores moleculares, é possível a construção do mapa 

genético de ligação. Para se construir um mapa é necessário: (a) teste de segregação 

(teste do Qui-quadrado) para verificar o padrão de segregação Mendeliana de cada 

loco independentemente; (b) teste de ligação, para verificar o desequilíbrio de ligação 

entre os pares de marcadores que apresentaram segregação Mendeliana, formando 

um conjunto de marcadores para cada grupo de ligação e (c) ordenação dos locos a 

partir das distâncias entre eles, estimadas a partir das frequências de recombinação 

entre as marcas. Para formar os grupos de ligação é necessário testar estatisticamente 

se o valor da frequência de recombinação difere de 0,5 através do uso do teste de 

razão de verossimilhança (LR), ou outros testes equivalentes como o índice conhecido 

como LOD-score (Logarithm of Odds, Lynch & Walsh, 1998). 
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2.3.1. Teste de Segregação 

 A condução da população de mapeamento delineia diferentes tipos de 

segregação esperados. Mapas genéticos podem ser construídos empregando-se 

populações tipo F2, e, a proporção esperada dos alelos de uma dado loco, 

representado pelas diferentes bandas reveladas por um marcador é de 1:2:1; no caso 

de RILs (Recombinant Inbred Lines) avançadas, a proporção esperada entre os alelos 

de um loco é 1:1. A forma mais comum para avaliação de hipóteses genéticas é através 

do teste de Qui-quadrado, pois além de considerar desvios ocorridos entre valores 

previstos e observados, também é sensível ao tamanho da amostra em que são 

realizadas as mensurações: 

−
=

, onde: 

 fo = frequência observada em cada uma das classes; fe = frequência esperada em cada 

uma das classes (proporção Mendeliana do modelo genético adotado). 

 Os valores obtidos do Qui-quadrado são comparados com valores tabelados 

para conclusão sobre a significância desse valor. Um aspecto que deve ser considerado 

é o nível de significância adotado. Por isso, a correção de Bonferroni (Lynch & Walsh, 

1998), de acordo com a fórmula abaixo, é utilizada para resolver situações de erro 

tipo I, onde são descartadas hipóteses incorretamente:  

η

γ
α = , em que:  

α = nível de significância; γ = probabilidade de se encontrar pelo menos um falso 

positivo (nível de significância global); n = número de testes independentes, 

correspondente ao número de marcadores utilizados. Assim, o nível de significância 
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para cada marcador pode ser obtido dividindo-se o nível de significância global pelo 

número de marcadores empregados. 

 

2.3.2. Teste de Ligação 

 A frequência de recombinação (θ) traduz o número de permutações 

produzidas entre dois locos durante a meiose. A frequência de recombinantes 

esperada entre diferentes locos que não estão ligados é de 50% da progênie, devido à 

segregação independente. Porém, quando há ligação entre os locos, a freqüência de 

recombinantes varia entre 0 e 50% (Griffiths et al., 2000).  

 São feitos testes considerando-se duas marcas a cada vez, com Ho 

considerando a freqüência de recombinação igual a 0,5.  O teste é feito para se 

verificar se o estimador θ é significativamente diferente de 0,5, e utiliza-se 

usualmente, o LOD-score. 

 Tal método consiste em calcular a probabilidade de se obter um conjunto de 

dados numa situação de segregação independente e, alternativamente, sob a 

ocorrência de ligação. Em seguida, calcula-se a razão entre as probabilidades dessas 

duas situações e, o logaritmo na base 10 dessa razão. Consideram-se locos ligados 

aqueles que apresentam valores de LOD superiores a 3, isto é, a probabilidade de que 

estejam ligados é 1000 vezes maior que a probabilidade dos locos não estarem 

ligados. 

 A frequência de recombinação é transformada em distância genética por 

funções de mapeamento. As duas funções de mapeamento genéticas mais utilizadas 

são as funções de Haldane (1919) e Kosambi (1944). Enquanto Haldane (1919) supõe 
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ausência de interferência, a segunda supõe interferência moderada. A interferência é 

causada pela possibilidade de ocorrência de mais de uma permutação em regiões 

adjacentes. A ocorrência de uma permuta afeta a ocorrência de outras em regiões 

adjacentes (Lynch & Walsh, 1998; Griffiths et al., 2000). A relação entre a frequência 

de recombinação (distância genética) e o número de nucleotídeos entre dois 

marcadores (distância física) não é universal, podendo variar entre organismos e 

entre regiões do genoma. 

 Com o aumento do número de marcas utilizadas na construção dos mapas e 

aumento do número de indivíduos analisados, houve o desenvolvimento de 

algoritmos e programas computacionais para a construção de mapas genéticos, como 

o Mapmaker/EXP (Lander et al., 1987; Lincoln et al., 1992), JoinMap (Stam, 1993), e o 

OneMap (Margarido et al., 2007).  

 

2.3.3. Ordenação de Marcadores 

 Os marcadores são ordenados dentro de cada grupo de ligação pelo princípio 

da máxima verossimilhança. A melhor ordem de ligação das marcas de um conjunto 

de dados é a ordem que fornece a máxima verossimilhança para tal conjunto. Todas as 

ordens possíveis são testadas para um conjunto de marcas, e calcula-se a máxima 

verossimilhança para cada uma das ordens. O número de ordens possíveis é dado por 

n!/2, em que n é o número de marcas. 

 



Revisão Bibliográfica 

 

 

2.3.4. Mapas Genéticos em Feijoeiro 

 O uso de marcadores moleculares para acessar o perfil genético em feijoeiro 

tem sido amplamente empregado: para investigar a origem e a diversidade de 

cultivares (Gepts, 1998), a domesticação de Phaseolus vulgaris (Koinange et al., 1996), 

o controle genético de importantes doenças (Nodari et al., 1993; Blair et al., 2006b), a 

construção e integração dos diferentes mapas já construídos para feijoeiro também 

para o mapeamento de QTLs (Blair et al. 2006b). 

 O feijoeiro cultivado apresenta uma base genética estreita devido ao processo 

de domesticação, como discutido anteriormente (Singh et al., 1991a). 

Consequentemente há a necessidade ter disponível um grande número de marcadores 

para poder conduzir adequadamente um programa de mapeamento, pois muitos 

marcadores não apresentarão polimorfismo entre os genitores da população 

segregante e consequentemente, não serão úteis ao mapeamento. O número de 

marcadores polimórficos é geralmente muito baixo quando os genitores pertencem ao 

mesmo centro de origem. 

 Existem vários mapas genéticos de Phaseolus desenvolvidos nos últimos anos 

(Adam-Blondon et al., 1994; Freire et al, 1998.; Nodari et al, 1993; Yu et al., 2000). 

Eles podem ser distinguidos por várias características, tais como: genitores utilizados, 

padrão de segregação para a população estabelecida, características segregantes, tipos 

de marcadores ancorados, número de marcadores, tamanho (cM) do mapa. 

 O mapeamento genético do genoma do feijoeiro iniciou-se com o 

desenvolvimento um mapa de ligação baseado em marcadores morfológicos e 

isoenzimas (Basset, 1991). Os mapas de Vallejos et al. (1992), Gepts et al. (1993), 
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Nodari et al. (1993) e Adam-Blondom et al. (1994) foram baseados primariamente em 

marcadores RFLPs. Os estudos de Vallejos et al. (1992) e Nodari et al. (1993) 

representaram um grande avanço para o mapeamento do genoma do feijoeiro, pois 

cobriram 82% e 69% do genoma. Marcadores RAPDs (Bai et al., 1997; Faleiro et al., 

2004) e AFLPs (Tar´an et al., 2002) também têm sido utilizados para o 

desenvolvimento de mapas de ligação em feijoeiro.   

 O mapeamento comparativo é vantajoso por resultar em mapas de alta 

densidade e, consequentemente, há a possibilidade de que marcadores mais próximos 

a genes de interesse sejam identificados. A correspondência entre os mapas de ligação 

do feijoeiro obtidos por Gepts et al. (1993), por Freyre et al. (1998) e por Adam-

Blondom et al. (1994) foi estudada por Freyre et al. (1998). Os grupos de ligação 

obtidos com diferentes genótipos representantes dos grupos Andinos e 

Mesoamericanos foram alinhados, mostrando que não ocorreram grandes rearranjos 

no genoma do feijoeiro. Desta forma, foi obtido um mapa integrado contendo 470 

marcas RFLPs, 570 marcas RAPDs e 40 marcadores bioquímicos e morfológicos, 

cobrindo 1226 cM, com saturação média inferior a duas marcas por cM. Ainda busca-

se a integração dos novos marcadores moleculares a este mapa consenso (Yu et al., 

2000). A população base que foi usada para o feijoeiro nesses trabalhos foi obtida a 

partir do cruzamento entre os genótipos BAT93 x Jalo EEP558 (BJ), uma população 

avançada até a geração F10 contendo 75 RILs. 

 Em outro trabalho de mapeamento, Yu et al. (2000) testaram 37 

microssatélites, dos quais 16 estavam ligados e 15 foram inseridos em grupos de 

ligação do mapa estabelecido por Freyre et al. (1998). Yu et al. (2000) observaram que 
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os locos que continham dinucleotídeos foram mais polimórficos e não encontraram 

relação entre o comprimento do motivo repetido do microssatélite e o nível do 

polimorfismo apresentado por ele. Devido à razoável saturação do mapa integrado do 

feijoeiro, a inclusão dos 15 microssatélites não aumentou de forma significativa a 

saturação, exceto para o grupo B4 do mapa de Freyre et al. (1998), onde havia uma 

lacuna, na qual foram inseridos três marcadores, melhorando assim a saturação nessa 

região.  

 O mapeamento do feijoeiro realizado por Tar’an et al. (2002) em 142 

indivíduos da população OAC Seaforth e OAC95-4, empregando marcadores RAPD, 

RFLP, SSR e AFLP, objetivou identificar QTLs para diversos caracteres de importância 

agronômica, entre eles o peso de 100 sementes e a produtividade de grãos. No 

mapeamento foram obtidos doze grupos de ligação cobrindo 1717 cM, com 

marcadores espaçados de 15 cM em média. Além de mapear QTLs, as informações 

obtidas foram integradas ao mapa desenvolvido por Freyre et al. (1998). 

 Nos estudos de Blair et al. (2003) foram utilizados 150 microssatélites para 

ancorar ao mapa consenso. Foi possível a localização da posição de 100 locos através 

do mapeamento comparativo em duas populações. Na população com 87 RILs, 

oriundas do cruzamento entre DOR364 X G19833, o polimorfismo foi de 56,0% e 78 

microssatélites foram posicionados. Na população BAT93 X Jalo EEP558 o 

polimorfismo foi de 55,7% e 22 microssatélites foram integrados aos 11 grupos 

ligação. Neste estudo, o mapa obtido teve uma cobertura de 1720 cM, com uma média 

de distância de 19.5 cM entre os locos. Estes autores relataram que houve maior 
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número de microssatélites genômicos ligados ao mapa em relação aos microssatélites 

desenvolvidos a partir de sequências gênicas derivadas do GenBank.  

 Em uma população de mapeamento com 157 linhas geradas a partir de um 

genitor Andino cultivado e um acesso selvagem Mesoamericano (ICA Cerinza X 

G24404), Blair et al. (2006b) desenvolveram um mapa genético com  80 

microssatélites e 4 marcadores SCAR, com uma cobertura de 869.5 cM e alta sintenia 

com o mapa obtido anteriomente (Blair et al., 2003). Observou-se distorção da 

segregação nesta população, principalmente nos grupos B8 e B1. A observação de 

desvios de segregação em cruzamentos entre os dois pools gênicos tem sido freqüente 

(Freyre et al., 1998; Johnson & Gepts, 2002). Foram observados desvio da segregação 

na população BAT 93 X Jalo EEP558 não somente com microssatélites, mas também 

com marcadores provindos do sequenciamento de genes conservados entre Phaseolus 

vulgaris, Lotus japonicus, Medicago truncatula e Arachis (Hougaard et al., 2008). A 

transmissão preferencial de alelos de um dos genitores pode ser causada por uma 

vantagem de um alelo específico na viabilidade ou fertilidade. Assim, os desvios na 

segregação tem sido observados com alguns marcadores por eles representarem ou 

estarem em locos ligados a alelos acidentalmente selecionados durante as gerações de 

autofecundação utilizadas para o desenvolvimento da população. 

 Rodríguez-Suárez et al. (2006) desenvolveram um mapa genético utilizando 

marcadores RAPDs, RFLPs, SCARs e 1 marcador morfológico. A população de 

mapeamento continha 85 indivíduos na geração F2. O mapa cobriu cerca de 1401.9 

cM, com uma média de 7.1 cM de distância entre cada marcador. Este mapa 

apresentou marcadores ligados a genes de resistência à antracnose, vírus do mosaico 
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comum, vírus do mosaico dourado, mofo branco e ferrugem. Porém, o mapa não 

utilizou nenhum marcador do tipo microssatélite na sua construção. Isso diminuiu a 

transferência dos marcadores ligados aos genes de resistência a doenças a outras 

populações de feijoeiro, devido a dificuldade de utilização dos marcadores 

dominantes (RAPD), bem como de codominantes do tipo RFLP. 

 O último trabalho de saturação do mapa core resultou na identificação da 

posição de 106 microssatélites (Grisi et al., 2007). A distância total do mapa foi de 

1358 cM, com uma média de 7.2 cM entre as marcas. Os grupos de ligação puderam 

ser denominados de cromossomos, de acordo com um estudo de identificação dos 

grupos do mapa core com um mapa de cromossomos mitóticos, de C1 a C11 (Pedrosa 

et al., 2003). Este mapa de ligação representa o mapa mais saturado em 

microssatélites até o momento. Porém, destaca-se o tamanho amostral da população 

referência, BAT 93 X Jalo EEP558, com 75 linhagens puras recombinantes, limitante 

na detecção de possíveis recombinantes. A precisão da distância entre locos em um 

mapa genético e a capacidade de se identificar a ordem correta deles nos grupos de 

ligação estão diretamente relacionadas com o tamanho da população (Bhering & Cruz, 

2008). 

 Um importante avanço no estudo do genoma do feijoeiro foi a publicação do 

primeiro esboço de mapa físico (Schlueter et al., 2008). O mapa físico corresponde a 

uma descrição mais próxima da realidade molecular devido ao processo de 

seqüenciamento e alinhamento do genoma. Ele inclui regiões idênticas entre 

indivíduos, o que não é possível em um mapa de ligação devido à ausência de 

polimorfismo. A ordem das referências deve ser a mesma para os dois mapas. Neste 
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trabalho de Schlueter et al. (2008)  o sequenciamento das extremidades de BACs 

aliado a sequências obtidas por shotgun geraram uma cobertura de aproximadamente 

10% do genoma. Os resultados obtidos indicaram que aproximadamente 49,2% do 

genoma contêm sequências repetitivas e 29,3% são genes. A análise de Blast no NCBI 

indicou que apenas 6 microssatélites disponíveis em publicações foram detectados 

na análise de sequências deste trabalho.  

 O mapeamento genético e o mapeamento físico são trabalhos que se 

complementam e associam informações, e são freqüentemente estudados por grupos 

de pesquisa correlacionados. Os marcadores microssatélites podem ser usados para 

ancorar um mapa genético ao mapa físico, sendo esta uma etapa fundamental para a 

clonagem de genes de interesse para o melhoramento da cultura (Grisi et al., 2007). 

 

2.4. Características Quantitativas e Qualitativas em Feijoeiro 

 A variação de caracteres quantitativos, como a produção e qualidade de grãos, 

bem como a tolerância a doenças são de grande interesse no melhoramento e 

apresentam influência ambiental. W. Johannsen (1909) demonstrou no início do 

século XX, através de experimentos com feijão, que variações quantitativas resultam 

da ação combinada da segregação de múltiplos genes e fatores ambientais. A genética 

de tais características foi estudada a princípio utilizando técnicas de estatística 

(médias de populações e variâncias, covariância, herdabilidade), se contrapondo à 

idéia de efeitos individuais de genes propagada por Mendel (Asins, 2002).  
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 As características qualitativas, ao contrário das quantitativas, têm seus 

fenótipos bem definidos em classes distintas e sua distribuição é discreta. São 

características governadas por um ou poucos genes, sofrem pouca influência 

ambiental, e consequentemente são de alta herdabilidade. Caracterizam-se pela fácil 

identificação dos diferentes fenótipos e podem ser usadas na saturação de mapas 

genéticos como marcadores morfológicos. 

 A cultura do feijoeiro domesticada é morfologicamente diversa, com variação 

no hábito de crescimento, coloração das sementes e flores, tipo de vagem, e fenologia 

(Singh et al., 1991a). A cor e padrão do tegumento da semente e das flores são 

características geralmente usadas para distinguir genótipos de muitas espécies de 

plantas superiores e, em geral são de características controladas por um ou poucos 

genes.  

 Em feijoeiro, a cor é controlada por um grupo bem definido de genes que 

regulam vias biossintéticas de flavonol e antocianina. A expressão da cor nas flores ou 

no tegumento das sementes é completamente dependente de múltiplos alelos 

presentes no loco P (Emerson, 1909).  O alelo dominante em P potencializa a cor no 

tegumento da semente e nas flores. Estes tecidos são brancos em indivíduos em 

homozigose recessiva pp, onde indivíduos de flores quase brancas e sementes 

acinzentadas-brancas são homozigotas em pgri, outro alelo em P (Basset, 1994). Em P_ 

indivíduos, uma série multialélica dominante em V controla cor das flores: V_ (violeta) 

> vlae_ (rosa) > vv (branca) (Lamprech, 1935). O tegumento da semente de genótipos 

V_ contém pigmentos de antocianina, enquanto que em genótipos vlae_ e vv há 

pigmentos flavonóides (Beninger et al., 1999, 2000). Alelos em sete outros genes – Gy, 
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C, R, J, G, B, e Rk – interagem com V e também entre eles para determinar as várias 

cores encontradas em sementes de feijão.  

 O padrão rajado do tegumento é controlado pela ação de dois genes 

independentes, C e T. Todos os genes controladores de cor em tegumento requerem a 

presença do alelo dominante P para expressão fenotípica. C é um loco complexo 

consistindo de muitos genes proximamente ligados responsáveis por uma variedade 

de padrões incluindo salpicado, rajado e matizado. Esses padrões são geralmente 

distinguidos por uma cor de fundo clara com a sobreposição de um padrão de cor 

mais escuro, determinado pelo genótipo de genes de cores descrito. Fortemente ligado 

ao complexo loco C está o gene R, responsável por algumas cores de tegumento 

vermelhas (Prakken, 1974). 

 O tegumento do feijão também pode ser parcialmente colorido, exemplo de um 

tegumento branco com cores secundárias. Sementes parcialmente coloridas requerem 

a presença do genótipo em homozigose recessiva tt no loco T (Emerson, 1909) e 

interações epistáticas entre três outros genes que controlam o tamanho e a forma da 

área colorida do tegumento: zonal (Z), limiter (L), e bipunctata (Bip) (Basset & 

McClean, 2000). O genótipo tt tem um efeito pleitrópico que determina flores brancas 

e é epistático para o loco V que origina flores violetas (Emerson, 1909). O loco Z 

descrito por Tschermak (1912) controla 3 padrões de pigmentação ao redor do hilo: 

virgarcus (z), piebald (zsel/z) e sellatus (zsel). 

 Feijoeiros selvagens têm hábito de crescimento indeterminado e são 

trepadeiras típicas, crescendo sobre outras plantas que servem como suporte. 

Durante a domesticação do feijoeiro a disseminação de seus centros de domesticação, 
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o crescimento determinado foi selecionado em seus centros de domesticação por 

acelerar o florescimento e encurtar o período de floração (Cober & Taner, 1995). Em 

cultivares de crescimento indeterminado, o meristema terminal permanece em estado 

vegetativo, o qual controla a produção de folhas e hastes. Em cultivares com 

crescimento determinado, o meristema terminal troca de estado vegetativo a um 

estado reprodutivo, ou seja, é produzida uma inflorescência terminal. O loco fin é 

descrito como responsável pelo hábito de crescimento determinado ou indeterminado 

(Basset, 1997; Surface, 1916), sendo que o genótipo recessivo caracteriza indivíduos 

com crescimento determinado. Não existe um consenso na posição deste loco em 

estudos de mapeamento (McClean et al., 2002).  Em estudos com diferentes 

populações e genitores de crescimento indeterminado, de origem Mesoamericana e 

Andina, foram obtidas posições em diferentes grupos de ligação (Koinange et al., 

1996; Bassett, 1997; Kwak, et al., 2008). Sugere-se que a característica de hábito de 

crescimento evoluiu separadamente para cada centro de origem, e assim, podem ser 

genes múltiplos e presentes em diferentes grupos de ligação (Singh et al., 1991b). 

 Em feijoeiro vários locos de maior efeito e QTL’s já foram descritos para hábito 

de crescimento, sensibilidade ao fotoperíodo e tempo de floração (Norton, 1915, 

Wallace et al., 1993; Jung et al., 1996; Basset, 1997; McClean et al., 2002; Tar’an et al., 

2002). Mas a maioria dos estudos citados acima ainda se baseava em marcadores 

dominantes, como RAPD. Nestes casos, a informação contida fica restrita à população 

mapeada e utilizada em cada estudo, uma vez que a transferibilidade deste tipo de 

marcador é baixa entre genótipos diferentes. 
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 Diante das informações apresentadas, observa-se que ainda existe a 

necessidade de estudos de características de herança simples, os caracteres chamados 

de qualitativos na cultura do feijoeiro. Frente à importância da cultura no contexto 

nacional e, ao potencial que pode ser explorado, torna-se evidente os avanços que 

podem ser alcançados no melhoramento genético do feijoeiro com a construção de 

mapas genéticos utilizando marcadores moleculares do tipo microssatélites, sejam 

eles genômicos ou funcionais. 
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3. Objetivo 

 

 

 

 

 

 

O presente trabalho teve como objetivo principal a construção de um mapa 

genético para feijão (Phaseolus vulgaris L.) utilizando marcadores moleculares do 

tipo microssatélites, a partir de uma população de mapeamento derivada de duas 

linhagens comerciais divergentes, bem como, mapear características morfológicas 

de herança qualtitativa. 
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3.1 Objetivos Específicos 

 

 

 

 

• Desenvolvimento dos microssatélites: 

- Análise de sequências; 

- Desenho de iniciadores; 

- Caracterização dos microssatélites; 

- Otimização de condições de amplificação; 

- Avaliação do índice polimorfismo. 

 

 

 

 

• Construção do mapa genético: 

- Genotipagem da população de mapeamento; 

-Localização dos microssátélites em grupos de ligação; 

-Mensurações fenotípicas de características qualitativas e quantitativas; 

-Mapeamento dos marcadores morfológicos. 
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Abstract 

A genetic linkage map for common bean (Phaseolus vulgaris L.) is a valuable 

tool to breeding programs. The aim of this study was to develop a new genetic 

linkage map using genic and genomic microsatellite markers and some phenotypic 

characteristics. A large based mapping population was generated from IAC-UNA x 

CAL143, consisting of 380 recombinant F10 lines. A total of 871 microsatellites 

were screened for polymorphism among the parents, and 247 polymorphic 

markers were found. Morphological traits were also used to extend the map cover. 

A linkage map was obtained with 198 mapped microsatellites in 11 linkage groups. 

Three phenotypic markers were mapped: the V, Ct and fin loci. The map has length 

of 1865.9 cM and an average of 9.4 cM distance between markers.  

 

 

 

Keywords: Microsatellites, SSRs, Common bean, Phaseolus vulgaris L., Genetic 

Maps, Phenotypic markers. 
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Introduction 

 Common bean (Phaseolus vulgaris L.) is a major staple food crop in Africa 

and Latin America. It occupies the first position on commodities production rank in 

Brazil, together with coffee, mate, orange, papaya and sugar cane (FAO, 2005). 

Beans are valued as one of the primary protein source in the diet of the low-

income population in developing countries. Moreover, it is a legume favorable to 

genetics studies because of some characteristics of model plants, such as a small 

genome content of 637 to 675 Mb per haploid genome (Arumuganathan & Earle, 

1991; Guo et al., 2007), to be a true diploid (2n = 2x = 22), and to have a self-

pollinating reproductive system.  

The cultivated bean is morphologically diverse, with variation in many traits, 

like growth habit, pigmentation, pod, seed and phenology (Singh et al, 1991). The 

morphological diversity contradicts to the narrow based genetic background in 

domesticated beans. Less than 5% of the genetic diversity available has been used 

globally, despite nearly a century of organized bean improvement (Broughton et 

al., 2003). Several studies have suggested that wild bean populations present 

greater genetic variability than cultivated beans, due to the founder effect during 

the domestication process. The domestication syndrome has modulated the 

genetic variability to exclude the diversity for adaptative conditions and to fix 

traits selected to consumer’s preferences (Romero and Bliss, 1985; Koinange, 

1996; Gepts et al., 1999). 

The seed coat pattern and color in common bean are controlled by genes that 

exhibit epistatic interactions (McClean et al., 2002). The flower standards are traits 

usually used for differentiate superior plants and they can be used like 
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morphological markers. Morphological traits are used as markers when present 

qualitative variation and discrete phenotypic segregation classes. 

Molecular markers have been used in many crops. The advance of genetic 

improvement is sustained by the development of new markers which are tools for 

performing marker-assisted selection (MAS). One example in markers technology 

is the construct of genetic maps. Genetic maps are an essential tool for several 

studies. The localization of genome regions that express phenotypic 

characteristics, sinteny studies, cloning genes based on genetic maps are 

complements important to be considered in breeding programs. Linkage maps can 

be used not only to investigated genetic control of simple traits, but also of 

quantitative traits and their linkage relationships. An important prerequisite for 

the use of genetic resources is the knowledge of genetic variability accessed by 

adequate molecular markers for the study. 

 Microsatellites or SSR (“Simple Sequence Repeats”, Tautz & Renz, 1984) are 

one of the most indicated techniques to study polymorphism between DNA 

sequences. This molecular marker is based on PCR reaction to detect loci 

variations of repetitive sequences. They present high levels of polymorphism, co-

dominance, multiallelism, and mendelian pattern. Microsatellites have been used 

in several genetic analysis in mammals (Moore et al., 1998), insects (Harper et al., 

2003), birds (Primmer et al., 1997), fishes (Rico et al., 1993) and plants (Condit & 

Hubbell, 1991; Yang et al., 1994; Yu et al., 2000). Microsatellites are recently 

available for common bean (Yu et al., 1999; Gaitan-Sólis et al., 2002; Métais et al., 

2002; Blair et al., 2003; 2008; Buso et al, 2006; Hanai et al., 2007; Benchimol et al., 

2007; Campos et al., 2007; Cardoso et al., 2008), results of researches efforts to 

develop genetic knowing about the crop. When microsatellites are derived from 
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ESTs, they can be associated with genes of known function and used as functional 

markers, tagging genes of interest in a more efficient manner (Hackauf & Wehling, 

2002). 

Genetic mapping in common bean has started based on morphologic 

markers and isozymes (Basset, 1991). The maps developed by Vallejos et al. 

(1992), Gepts et al. (1993), Nodari et al. (1993), and Adam-Blondom et al. (1994) 

were first comprised of restriction length polymorphism (RFLPs) markers. A core 

map was established in common bean based on a recombinant inbred population 

BAT 93 X Jalo EEP558 (Freyre et al., 1998). Random amplified polymorphic DNA 

(RAPDs) (Adam-Blondon et al., 1994; Bai et al., 1997, Rodríguez-Suárez et al. 2006) 

and amplified fragment length polymorphisms (AFLPs) (Tar´an et al., 2002) were 

also used to construct linkage maps for the crop. 

 Some of the SSRs described above have already been used in diversity 

analysis (Zhang et al. 2008) and in genetic maps (Yu et al., 2000; Blair et al., 2003, 

2006; Grisi et al., 2007). There are still linkage groups with low saturation and 

gaps remain considerable. A central effort of common bean genome research is the 

generation of integrated genetic and physical map. A draft physical map was 

developed and covered approximately 9,54% of the genome (Schlueter et al., 

2008). The objectives of the present study were: to validate new microsatellites, to 

develop a linkage map based on genic and genomic microsatellites markers and 

phenotypic markers and to compare this map with the physical map available. 
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Material and Methods 

Parental genotypes 

A mapping population was obtained from the cross of CAL143 with IAC-UNA. 

CAL143 is an Andean line with red stringed seeds (cream coat color) and calima 

type. IAC-UNA is a black seeded variety developed by the Agronomic Institute 

(IAC), and it is from the Mesoamerican gene pool. The two parents are divergent 

for many phenotypic characteristics and have contrasting responses to many 

common bean pathogens such as anthracnose, angular leaf spot and rust.  This 

mapping population was developed at IAC, and it was advanced by inbreeding to 

F10 generation and 380 lines were selected to be mapped. 

 

Microsatellites amplifications and analysis 

Total genomic DNA for each of 380 recombinant inbred lines was isolated 

from bulked young leaves of ten plants per line, using CTAB extraction method as 

described in Hoisington et al. (1994).  

Eight hundred and seventy one microsatellites were tested for their 

polymorphism among CAL143 and IAC-UNA. From these, 567 have been already 

published. There were 44 markers of PV series (Yu et al., 2000; Caixeta et al., 

2005), 46 markers from BM, AG and GAT series (Gaitán-Solis et al., 2002), 2 

markers from PVbng series (Murray et al., 2002), 49 markers from Bmd series 

(Blair et al, 2003), 15 markers from M series (Yaish & Perez de la Vega, 2003), 18 

markers from Guerra-Sanz (2004), 71 markers from PVBR series (Buso et al., 

2006; Grisi et al., 2007), 80 from PvM and FJ series (Hanai et al., 2007), 222 

markers from SSR-IAC series (Benchimol et al., 2007; Cardoso et al., 2008), and 20 

markers from FJ series (Campos et al., 2007). The series PvM (developed from 
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ESTs), Bmd and PV from Yu et al. (2000) and the markers from Guerra-Sanz 

(2004) (developed from GenBank gene searches) were gene based microsatellites. 

The remaining 304 markers tested were developed in this work according to 

Benchimol et al. (2007) and the polymorphic markers were further described 

(Table 1).  

The microsatellite fragments were amplified by PCR containing: 40 ng of 

template DNA, 0.8 µM of forward and reverse primer, 150 µM of each dNTP, 1.5 

mM MgCl2, 10 mM Tris-HCl, 50 mM KCl,, and 0.5 U Taq DNA Polymerase. Reactions 

were performed using the following conditions: 1 min at 94ºC, followed by 30 

cycles of 94ºC for 1 min, specific annealing temperature for 1 min and 72ºC for 1 

min, finishing by 72ºC for 5 min. Some microsatellites were mapping using cycles 

of touchdown (TD) profile (Table 1) described in Hanai et al. (2007). PCR 

products were separated by electrophoresis in denaturing polyacrylamide gels 

(6% w/v) and silver stained (Creste et al. 2001). Molecular sizes of the fragments 

were estimated using a 10bp ladder (Invitrogen). For 39 loci, it was utilized 

fluorescent primers according to Schuelke (2000), and they were genotyped at 

automatic sequencer ABI 3730. 
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Table 1. Description of the polymorphic microsatellites for CAL143 and IAC-

UNA developed in this work. Including primer sequences, repeat motif, allele size 

and annealing temperature (Ta). 



Artigo IV 

 

 



Artigo IV 

 

 

 

 



Artigo IV 

 

 

Phenotypic markers 

Three phenotypic characteristics were evaluated on F11 mapping population: 

flower color, growth habit, and curved pod tip shape. Flower color is controlled at 

the V locus (Lamprech, 1939) and segregates to purple and pink in mapping 

population. Growth habit varies from determinate and indeterminate habit, and it 

is described like qualitative characteristic controlled by fin locus (Lamprecht, 

1935; Rudorf, 1958). The tip shape can be curved pod tip shape (Ct) or straight 

pod tip (ct) (Al-Mukhtar and Coyne 1981). 

 

Segregation and linkage analyses 

Tests of chi-square (χ2) for 1:1 segregation ratios were performed on a 

subset of polymorphic markers. The segregation ratios were analyzed by p-valor 

and Bonferroni correction (Lynch & Walsh, 1998), performed in “R” Program 

version 2.5.1 (The R Foundation for Statistical Computing, 2007). The linkage map 

was constructed using the MAPMAKER 3.0b (Lander et al., 1987). It was 

considered LOD values superiors to 3 and a maximum genetic distance of 37.5 cM. 

Initially, markers with known position in others maps were anchored (‘ANCHOR’ 

command) in the correspondent group. The linkage groups were established by 

two point analyses (‘TWO POINT’ command). Markers in conflict were observed 

through ‘LIST STATUS’ command and they were positioned by the greatest LOD 

value observed (‘ATTACH’ command). 

Ordering analyses was conducted with priority for the markers with 

amplification fails no more than 100 samples in genotyping process 

(Informativeness Criteria: min Distance 2.0, min #Individuals 280) and without 

segregation distortion, utilizing ‘SUGGEST SUBSET’ command. For each group, nine 
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markers with the greatest statistical precision described above were placed first 

(‘COMPARE’ command). Additional markers were added using the ‘TRY’ command. 

First, the more informative loci were added, and after that, the less informative and 

with segregation distortion markers. The final ordering was verified by ‘RIPPLE’ 

command, using a window with 6 markers. The mapping function used for map 

distances were Kosambi (1944). 

The distance between each marker and the linkage group were obtained by 

‘MAP’ command. The expression graphic of linkage map was developed at 

MapChart 2.2 (Voorrips, 2002), and Adobe Photoshop 7.0 (Microsoft). 

 

Results  

Microsatellite polymorphisms tests 

The 871 microsatellites were optimized for amplification conditions and the 

polymorphism was tested for the parents of the CAL143 X IAC-UNA population. It 

was obtained 265 (30,4%) polymorphic markers, and 247 (28,4%) presented 

adequate visualizing pattern without stutter bands or non-specific bands. It was 

optimized multiple applications in polyacrilamide gel for PCR reactions of the same 

locus (Figure 1). The automated process with fluorescent primers was a fast 

method to obtain mapping data and it allowed that two different loci could be 

genotyped simultaneously (Figure 2).  

There were 8 (38,1%) markers polymorphic of serie PV of Caixeta et al. 

(2005), 19 (41,3%) markers of series BM, AG and GAT, 1 (50,0%) marker of serie 

PVbng, 38 (53,5%) markers of serie PVBR, 11 (26,3%) of serie FJ of Hanai et al. 

(2007), 69 (31,1%) markers of serie SSR-IAC; 5 (25,0%) markers of serie FJ 

(Campos et al, 2007). All 15 markers of serie M were monomorphics. The 
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polymorphism in microsatellites gene based were 5 (21,8%) markers of Yu et al. 

(2000), 15 (32,7%) markers of serie Bmd, 3 (16,7%) markers of Guerra-Sanz 

(2004), and 10 (25%) markers of serie PvM. In total, there were 33 (25,4 %) 

polymorphic markers from 130 gene based markers tested and 232 (31,3%) from 

741 markers of genomic source.  

Figure 1. Locus FJ54 genotyped at polyacrilamide gel (6%) with 4 aplications of 48 

samples for time. 

Figure 2. Multiplex genotyping of locus SSR-IAC288 and SSR-IAC261 at automatic 

sequencer with two fluorescent primers: FAM (in black) and HEX.  
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Genetic map  

A total of 198 microsatellite markers and 3 phenotypic markers were 

mapped distributed in all 11 linkage groups (Figure 3). The total map length was 

1865.9 cM with an average linkage group length of 170.5 cM. The average distance 

between each marker was 9.4 cM, with an average of 18 markers for each group. 

The number of markers varied from 5 (group B11) to 37 (group B2) for each 

linkage group. 

The linkage groups B2, B3, B4, B5, B7, B8, and B9 presented gaps that 

suggested sub-groups. Some gaps could be resulted of markers firstly anchored to 

form the group. These anchored markers were supposed to have known position 

by others maps developed. In the attempt to solve the gaps, the anchored markers 

were removed and the two-point analyses were remade with remain markers of 

each group. Just after all remain markers were positioned, the anchored markers 

were integrated to the formed the group by TRY command. It solved the gaps that 

existed in groups B3, B5 and B7. The groups B2, B4, B8 and B9 still presented 

markers statistical linked (LOD>3) but with genetic distance superior to 37.5 cM. 

In this cases, the initial group resulted in two sub-groups discriminated by 

segmented lines (Figure 3). The group B8 was separated in A and B because it was 

not possible to determine the linkage order between them. The subgroup 8A is 

formed by ten markers with unknown position mapping until then. 

The marker PVBR251 had statistical evidence to be linked at group B1, but 

the distance of it from the adjacent marker (IAC235) was superior to 37.5 cM. 

Because of this, the marker PVBR251 remained linked to the group B1 and this 

position was assumed correct, but the genetic distance is not described in the map. 

The same fact occurred in group B9 with the marker IAC242. 
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Figure 3. Genetic Map for IAC-UNA X CAL143 (UC). B1 to B11 are referent to 

linkage groups and, I to XI are the chromosome correspondence according to 

Pedrosa et al. (2003). Microsatellites underlined were anchored to the linkage 

groups. (*)Markers with segregation distortion to CAL143 and (**) to IAC-UNA. 
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(***) Phenotypic marker, V locus, linked at group B6. Arrows indicate possible 

position of fin and Ct loci. 

            

Markers with significant segregation distortion were used to linkage 

analysis. This phenomenon was observed in 92 (37,3%) microsatellite markers. It 

was mapped 76 markers in the linkage map with segregation distortion, indicated 

by asterisks in Figure 3. These markers tended to be located together in 

determinate chromosome regions.  

Besides V locus, two other phenotypic characteristics measured were 

mapped in the linkage groups, but they were not positioned and integrated to the 

genetic map, because they formed gaps inside the groups. The supposed positions 

of these markers are indicated in the genetic map by arrows. The characteristic 

curved tip shape, Ct locus, was significantly linked at group B9. The growth habit, 

the fin locus was a detected conflict marker, possible linked in group B1 

(LOD=3,76) and in group B9 (LOD=3,95).  

 

Discussion 

Mapping Population  

The new mapping population IAC-UNA X CAL143 established by this study 

represents the largest one developed until nowadays in terms of total number of 

recombinant inbred lines. Besides reaching F10 generation, parents were chosen 

from different gene pools (Mesoamerican and Andean) and therefore, they possess 

phenotypically contrasting features for many traits, like to be resistant in soils that 

present low phosphorus, low nitrogen, and low pH. It was observed that parents 

segregate for resistance to diseases like anthracnose (caused by Colletotrichum 
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lindemuthianum), angular leaf spot (caused by Pseudocercospora griseola), rust 

(caused by Uromyces phaseoli), and halo blight (caused by Pseudomonas savastanoi 

pv. phaseolicola). These characteristics delineate an ideal mapping population with 

several important traits to be mapped. 

A moderate polymorphism rate was found (30.4%) and it was expected for 

a cross between two cultivated genotypes. This result is similar to what was 

reported by other studies, such as 45.7% (Blair et al., 2006) and 42.8% (Grisi et al., 

2007) using contrasting parents. If the parents were from the same gene pool, they 

would probably have a narrower genetic base and lesser content of genetic 

variability.  

Probably, one reason for the lower polymorphism rate found was the 

extensive number of microsatellite with small motif repeats (considered from 5 

units) that were used by our group. As we observed (unpublished data), 

polymorphism tended to be significantly associated (correlation r=0,84, P=0,05) 

with the size of the motif repeats in common bean. If we considered just the PVBR 

series, they presented the most polymorphic microsatellite serie (53.5%). In this 

work we described 64 new microsatellite markers that presented parental 

polymorphism (CAL143 X IAC-UNA) and will be useful for other genetic studies in 

common bean. 

Among the microsatellite gene based, in linkage group B4 the loci BMd9, 

Bmd15 and PVatgc002 were mapped closely and they were derived from different 

phytohemagglutinin gene sequences. Blair et al. (2003) found these markers in the 

same linkage group and they suggested that it represents a single location of a 

gene family cluster. 
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Genetic Map 

The final UC genetic map covered all 11 linkage groups of the common bean. 

The total length (1865.9 cM) was consistent with other genetic mapping studies 

(Blair et al., 2003; Grisi et al. 2007). Vallejos et al (1992) had estimated that an 

ideal common bean map must have about 1200 cM, but that was based on BJ 

population, which have 75 recombinant lines. The UC (CAL143 X IAC-UNA) 

population has higher power to detect recombinant events, because of the huge 

number of recombinant lines (n=380). For this reason, it is expected a higher 

capacity of mapping saturation and a quite robust map to be generated, with 

precise estimates associated.  

Some linkage groups presented highly dense cover distribution of markers 

(B5, B7), and others still have gaps (B2, B8), or did not present many markers yet 

(B11 with 5 markers). In the microsatellite based genetic map presented by Grisi et 

al. (2007), the B11 group (chromosome 6) was also the smaller linkage group 

detected, with 4 markers.  

A total of 199 markers were linked to our UC map, including 131 markers 

that were not mapped before. The use of anchor markers was efficient to form the 

final linkage groups and ordinate the markers with unknown position. However, 

there was the need of remaking the two-point analysis according to our sampling 

data for some markers that could not be linked to the specific groups they were 

referenced before.  

The segregation distortion observed for 92 markers did not exclude them as 

potential informative for recombinant detections. For this reason, they were 

incorporated to the linkage analysis. According to Shizhong (2008), the use of 

markers with segregation distortion could elevate the level of mapping saturation 
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and the detection power of QTLs. The phenomenon of markers with segregation 

distortion in common bean had already been described by many authors (Freyre et 

al., 1998; Blair et al., 2003; Grisi et al., 2007; Hougaard, et al., 2008). It was 

observed not only for microsatellite markers, but in Legume anchor markers 

(Hougaard et al., 2008), and RFLP markers (Freyre et al., 1998). The reasons for 

this fact were not totally elucidated yet, but it could be associated to a preferential 

selection of genomic regions that conferred adaptative advantages during a 

population mapping development.  

In UC map, it was detected a concentration of markers with distortion to 

Andean alleles in the groups B1, and to Mesoamerican alleles in B2 and B5. In the 

linkage group B2 only the superior region presented markers with segregation 

distortion. For the group B5, the distortion region is extended to the superior 

extremity for the middle portion of the group. In group B1, the Andean alleles 

predominated from middle to inferior extremity (Figure 3). Freyre et al. (1998) 

also found the distortion for B1 and B2 for the same parental gene pools. Blair et al. 

(2003) found the same segregation distortion to Mesoamerican alleles on regions 

of chromosome B5.  

 

Phenotypic Markers 

The V locus, responsible by color flower, was mapped in group B6. The 

same result was obtained by Nodari et al. (1992) and McClean et al. (2002). The V 

locus was detected closely linked to microsatellites IAC268 (0.2 cM) and to IAC183 

(0.6 cM) in the extremity of B6, and they could be used for future cloning 

experiments.  
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The fin locus is associated to a gene that controls determinate versus 

indeterminate growth habit. It was identified in two probable groups (B1 and B9), 

with almost the same LOD value. However, it was not positioned on the map 

because it caused a gap in both groups. It is necessary more markers in this group 

to saturate the region and to complete the formed gap. Koinange et al. (1996) also 

mapped the fin locus on B1. Ta’an et al. (2001) mapped the growth habit gene in a 

linkage group K, equivalent to B9. The existence of only one locus to define this 

trait was already questioned, and it is probable that multiple genes to determinate 

growth habit exist in common bean (McClean et al., 2002). The characteristic tip 

shape, Ct locus, was not mapped because of gap formation described above. 
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8. Discussão 

O uso de marcadores moleculares para acessar o perfil genético em feijoeiro 

tem sido amplamente empregado (Jarne & Lagoda, 1996): para investigar a origem 

e a diversidade de cultivares (Gepts, 1998), a domesticação de Phaseolus vulgaris 

(Koinange et al., 1996), o controle genético de importantes doenças (Nodari et al., 

1993; Miklas et al., 2003; Blair et al., 2006b), para a construção e a integração dos 

mapas (Blair et al., 2003; Tarlan et al., 2001; Yu et al., 2000). 

O desenvolvimento de microssatélites em feijoeiro permitiu um maior 

conhecimento genético da cultura. Através da técnica de construção de bibliotecas 

enriquecidas (Bilotte et al., 1999) foi possível obter um grande número de 

microssatélites e observar o padrão dos motivos repetidos nos marcadores. O 

trabalho atual desenvolveu 488 microssatélites e disponibilizou 183 locos na 

forma de 3 artigos publicados. 

O número total de locos variou de 02 a 08 alelos por loco. Yu et al. (2000) 

encontraram uma variação de 02 a 10 alelos quando avaliaram 24 microssatélites 

polimórficos em 12 genótipos. Buso et al. (2006) relataram uma variação de 3 a 10 

alelos para 10 locos polimórficos de microssatélites caracterizados em 85 acessos.  

O menor PIC encontrado foi de 0,14 e foi obtido para 29 locos, que 

apresentaram somente um genótipo com 1 alelo, em homozigose,  diferente em 

relação aos demais genótipos. O genótipo de Vigna spp, Fradinho Cruzeiro, foi o 

material responsável pelo polimorfismo do alelo único em 59% destes casos.  

Observamos motivos de repetições majoritariamente curtas e 

interrompidas no genoma do feijoeiro. Isso nos indica a tendência de conservação 

dos motivos em uma planta autógama e com ciclo de vida curto. Como a taxa de 
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fecundação cruzada é baixa (cerca de 5%) o material genético é, na maior parte, 

conservado entre as gerações, as quais avançam por autofecundação num período 

de ao redor de 3 meses. Acreditamos que o conjunto desses dois fatores levou à 

diminuição dos motivos microssatélites ao longo da evolução do genoma da planta 

e na conservação deste padrão observado. 

O critério de seleção de dinucleotídeos a partir de 5 repetições pode ter sido 

a causa do grande número de locos monomórficos observados. Houve alta 

correlação entre o número repetições e os valores de PIC (r = 0.84). Assim, 

repertições maiores estavam frequentemente associadas a locos mais polimórficos. 

O maior valor de PIC obtido (0,89) foi obtido pelo microssatélite SSR-IAC267 

portador do motivo (CT)15, que apresentou 8 alelos. Apenas 28% dos locos 

desenvolvidos foram polimórficos para mapeamento. Microssatélites de repetições 

curtas podem ter sido ineficientes para acessar o polimorfismo entre os genótipos 

usados. Além disso, os materiais escolhidos no banco de germoplasma do IAC eram 

genótipos cultivados, de base genética estreita devido à seleção ao longo de muitos 

anos de características favoráveis ao plantio e colheita, conhecida como a 

síndrome da domesticação (Koinange et al., 1996). A aparente diversidade 

morfológica na cor de tegumento dos genótipos é uma característica qualitativa, 

controlada por poucos locos. 

Gaitán-Sólis et al. (2002) descreveram que a eficiência de um dado 

microssatélite não dependeria do número de padrões gerados já que eles 

verificaram que locos com o mesmo número de alelos possuíam poder 

discriminatórios diferenciados. Porém, estes autores utilizaram um menor número 

de locos (68) que nosso estudo e com outro critério de seleção de motivos. Além 
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disso, o único microssatélite com dinucleotídeo de 5 repetições apresentou-se 

monomórfico (Gaitán-Sólis et al. 2002). 

Os locos forneceram dados que corroboram para a separação dos genótipos 

Andinos dos Mesoamericanos. De acordo com as distâncias genéticas obtidas pelo 

método de Rogers Modificado (DMR), foi feito um agrupamento UPGMA que 

separou os dois grupos (Benchimol et al., 2007). Em uma análise bayesiana 

desenvolvida no programa Structure 2.2 também houve a separação dos genótipos 

de acordo com o centro de origem (dados ainda não publicados). No trabalho de 

Blair et al, (2006a) os microssatélites também foram eficientes na separação de 44 

materiais quanto ao centro de origem pertencente. Estes resultados mostram a 

eficiência dos marcadores microssatélites para separar pools gênicos distintos. 

 

De acordo com as distâncias genéticas obtidas, os genitores da população de 

mapeamento Cal143 e IAC-UNA apresentam distâncias genética superiores (0,848) 

que aquelas observadas em relação aos genótipos BAT93 e Jalo EEP558 (0,784) da 

população referência do mapa core (Freyre et al., 1998).  

É importante ressaltar que a população de mapeamento desenvolvida neste 

trabalho é única no mundo nas vantagens que apresenta. Não temos conhecimento 

de outra população RIL de tamanho efetivo tão grande (380 linhagens na geração 

F10) para feijoeiro. Além disso, os genitores pertencem a centros de origem 

distintos e são altamente contrastantes para diferentes características, tais como 

hábito de crescimento, produção de sementes, resistência à antracnose, mancha 

angular e ferrugem. As características divergentes entre os genitores possibilitam 
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o mapeamento de diferentes características quantitativas e qualitativas. Portanto, 

esta população permitirá um grande avanço nas pesquisas de mapeamento em 

feijão. Desta forma, pretendemos distribuí-la a diferentes pesquisadores da área, a 

fim de permitir que os avanços sejam rápidos.  

O mapa desenvolvido (Artigo IV) representa o mapa genético com maior 

número de microssatélites até o momento. O mapeamento das características 

qualitativas (cor de flor, hábito de crescimento e formato do ápice da vagem) foi 

efetuado, e também foi possível propor um novo modelo de herança para uma das 

características.  

De acordo com os dados de segregação e de mapeamento em duas regiões, 

estimamos que a característica hábito de crescimento seja governada por dois 

locos, que precisam se apresentar em recessividade para a expressão fenotípica de 

hábito determinado. 
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9. Conclusões  

Desenvolvimento de Marcadores Microssatélites 

(1) O desenvolvimento de um banco enriquecido em microssatélites para a 

variedade IAC-UNA revelou 714 microssatélites. Este número representa um 

sucesso na técnica de enriquecimento de 59%, e está de acordo com os números 

encontrados em trabalhos semelhantes. 

(2) Dentre os microssatélites encontrados, foi possível o desenho de 488 

iniciadores para amplificação dos locos. Eles foram otimizados quanto a suas 

condições de anelamento e genotipados. 

(3) A avaliação do polimorfismo dos microssatélites genômicos desenvolvidos e 

a comparação destes com locos derivados de ESTs revelaram níveis de 

polimorfismos mais baixos. No entanto, o número de microssatélites-ESTs 

disponíveis ainda é inferior aos genômicos, o que pode ter influenciado as análises. 

Além disso, o critério adotado para seleção das repetições de dinucletídeos (n>5) 

pode ter sido a causa do polimorfismo inferior. 

(4) Foi encontrada correlação significativa (r=0,84) entre tamanho do motivo 

microssatélite e o índice de polimorfismo (PIC). Assim, geralmente os locos 

monomórficos apresentavam poucas repetições no motivo microssatélite, tal fato 

foi relatado em outros estudos também. 

(5) Acredita-se que a distribuição dos motivos em pequenas repetições seja 

característico da espécie Phaseolus vulgaris, um possível resultado dos fatores: 

ciclo de vida curto e natureza autógama de reprodução, que levaram à diminuição 

das repetições ao longo das gerações. 

 



Conclusões  

 

 

Mapeamento Genético dos Microssatélites 

(1) Os 247 locos microssatélites polimórficos entre os genitores da população 

de mapeamento promoveram a elaboração de um mapa genético da ordem de 

1865 cM, representando o mapa com o maior número de microssatélites até o 

momento. 

(2) A população de mapeamento utilizada apresenta o maior número de 

linhagens recombinantes (380 linhas puras) já desenvolvida para a cultura, e o 

maior nível de autofecundação alcançado (geração F10). 

(3) O uso de marcadores já utilizados em outros mapas genéticos foi eficiente 

para ancorar os grupos de ligação, possibilitando o posicionamento das novas 

marcas, e assim, foi possível a obtenção dos 11 grupos esperados. 

(4) A utilização de marcadores com desvio da segregação esperada de 1:1 

revelou regiões cromossômicas de alguns grupos de ligação que apresentam 

seleção para um dos genitores. Tal fato também foi relatado em outros estudos e a 

causa é ainda desconhecida e comum entre cruzamentos entre pools gênicos 

distintos. 

 

 

 

 

 

 



Perspectivas  

 

 

10. Perspectivas 

(1) O mapa genético será saturado com outros marcadores microssatélites 

recentemente publicados e, também espera-se utilizar outros tipos de marcadores. 

(2) Outras características qualitativas, responsáveis pela cor e padrão de 

desenho no tegumento da semente, poderão ser mapeadas com a realização de 

cruzamentos testes para a determinação dos alelos específicos dos genitores e a 

referente genotipagem na população de mapeamento. 

(3) Pretende-se realizar outros ensaios de mensurações de características 

quantitativas de produção, em outros locais e em diferentes épocas de plantio, para 

a detecção de possíveis QTLs e sua interação com o ambiente. 

(4) O mapeamento de locos que conferem resistência a doenças também é um 

dos objetivos do grupo. O mapeamento de QTLs para resistência a mancha angular 

já foi desenvolvido, e pretende-se estender os estudos para antracnose e mofo 

branco, além de outras características contrastantes para a população de 

mapeamento CAL143 e IAC-UNA. 
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