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1. INTRODUCAO

O melhoramento de plantas € uma das tecnologias desenvolvidas para
emprego na agricultura que apresentou maior sucesso no século XX. A
produtividade de plantas de interesse agrondbmico tem aumentado continuamente,
gracas a adequacgao das condigbes ambientais ao melhoramento genético das
plantas. O feijoeiro comum (Phaseolus vulgaris L.) € uma espécie leguminosa
bastante utilizada na alimentacdo humana, fazendo parte da dieta de mais de 500
milhdes de pessoas na América Latina e Africa. O feijdo apresenta grande
importancia econdmica e social, sendo umas das principais fontes de proteina de
origem vegetal. Mapas genéticos para feijoeiro comum tornaram-se acessiveis a
partir da década de 90, baseados na combinacdo de diferentes classes de
marcadores moleculares, que surgiram como uma grande contribuigdo do
desenvolvimento das técnicas moleculares que permitem a analise do genoma.
Dentre os marcadores moleculares utilizados nos estudos de mapeamento genético,
0s marcadores microssatélites destacam-se devido a ampla dispersdao no genoma,
multialelismo, alto nivel de informacdo de polimorfismo, codominéncia e por
apresentarem alta reprodutibilidade. Além disso, os marcadores microssatélites
podem ser analisados via PCR (Polymerase Chain Reaction) utilizando-se poucas
quantidades de DNA, caracteristica também encontrada nos marcadores RAPD
(Random Amplified Polymorphic DNA). A constru¢cdo de mapas genéticos requer a
escolha de genitores que apresentam o maximo de polimorfismo, e que sejam
produzidas geragbes em que os locos estejam em desequilibrio de ligagdo. O
objetivo deste estudo foi o desenvolvimento de um mapa de ligagdo em feijoeiro
comum, baseado em marcadores microssatélites e RAPD, a partir de uma
populacdo F; resultante do cruzamento entre as linhagens CNFC 7812 e CNFC
8056. Estas linhagens pertencem ao tipo de grao Carioca, e s&o contrastantes para
o teor de proteina do grdo. A construgdo deste mapa contribuira para o
melhoramento genético do feijoeiro comum, pois permitira incorporagdo as
informacgdes resultantes da analise genémica na identificacdo de QTLs (Quantitative
Trait Loci) para qualidade de grao.

2. METODOLOGIA
Para obtengdo da populagdo segregante (F;) foi realizado um cruzamento

entre as linhagens do feijoeiro tipo Carioca, CNFC 7812 e CNFC 8056, sendo estas
contrastantes para o teor de proteina com 24% e 19%, respectivamente. O DNA
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gendmico foi extraido utilizando o método CTAB proposto por Hoisington et al.
(1994), com modificagdes.

Uma avaliagao inicial do nivel de polimorfismo visando selecionar marcadores
informativos foi realizada utilizando os genitores (CNFC 7812 e 8056) e quatro
individuos da progénie F». No total, foram testados 757 marcadores moleculares,
sendo 498 microssatélites e 259 RAPD. Para a selecdo dos marcadores
microssatélites, foram testados 215 pares de primers da série PV (Phaseolus
vulgaris), 58 da série BM (Bean microsatellite), 81 da série PVM (Microsatellite
vulgaris Phaseolus), 102 da série PV/IAC e 42 de outras bibliotecas (AJ416, AG, X e
Z). As reacgbes de amplificagdo para os marcadores microssatélites foram realizadas
com 15 ng de DNA, 10 mM de Tris-HCI (pH 8,3) e 50 mM de KCI (pH 8,0), 1,5 mM
de MgCl,, 0,4 mM de dNTPs, 0, 28 mM dos primers R + F e 1U de Taq polimerase.
As amostras foram submetidas a desnaturagao inicial de 94°C por 5 minutos, 30
ciclos de 94°C por 1 minuto; temperatura de anelamento do primer (48 a 56° C,
dependendo de cada para de primer) por 1 minuto e a extensao final a 72°C por 1
minuto. Os produtos resultantes da amplificagcao foram submetidos a eletroforese em
gel de poliacrilamida a 6% e a visualizagdo das bandas realizada em solugéo de
nitrato de prata conforme descrito por Creste et al (2003).

Um total de 259 primers RAPD (kits A, AA, AB, AC, AE, AF, AJ,B,C,D, E, F,
H, I,J,L, N, O, P,R, Ze W da Operon Technologies, Alameda, CA). As reagdes de
amplificagdo para os marcadores RAPD foram realizadas conforme as condi¢des
descritas por Prado (2005). Cada reagao de amplificacdo foi realizada para um
volume total de 15 pl, contendo 15 ng de DNA, 10 mM de Tris-HCI (pH 8,3), 50 mM
de KCI (pH 8,0), 2,8 mM de MgCl,, 100 mM de cada um dos desoxirribonucleotideos
(dATP, dCTP, dGTP, dTTP), 0,4 uM do primer e 1 U de Taq polimerase. Estas foram
submetidas a 40 ciclos de 15 segundos a 94°C, 30 segundos a 35°C e 1 minuto a
72°C. Os ciclos foram seguidos de uma extens&o final de 7 minutos a 72°C. Os
fragmentos de DNA foram separados, por eletroforese, em géis de agarose 1,2% em
tampao TBE 1X (Tris-Borato 10mM, e EDTA 2mM), corados com brometo de etideo
(0,5ug/ml).

ApOGs a obtengdo dos dados moleculares foi utilizado o teste de aderéncia de
x* (qui-quadrado), para verificar a hipdtese nula (Ho) de segregacdo mendeliana.
Para controlar o nivel de significancia global, foi adotado o método de raz&o de
falsas descobertas (FDR- False Discovery Rate) proposto por Benjamin e Hocheberg
(1995). A construgdo do mapa foi realizada no programa JoinMap, versao 3.00 (Van
Ooijen e Voorrips, 2001). Os grupos de ligagcao foram estabelecidos com um LOD
minimo de 3,00. A ordem dos marcadores foi estabelecida conforme os seguintes
critérios: LOD minima 2,00, limiar de recombinacéo = 0,30, valor de ripple = 3,00,
limiar de jump = 5. As fragbes de recombinagéo foram convertidas em distancias de
mapa pela fungdo Kosambi (Kosambi, 1944).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A partir dos 498 microssatélites testados, 17 (3,41%) ndo amplificaram e 31
(6,22%) resultaram em um padrdao de bandas inespecificas. Portanto, foram
identificados 427 (85,74%) microssatélites que amplificaram produtos de boa
qualidade. Destes, 41 (9,60%) foram identificados como sendo polimorficos entre os
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genitores e 407 (95,31%) monomorficos. Sendo que, os 41 pares de primers
polimdrficos foram genotipados na populagao F».

Dos 259 primers RAPD testados, 239 (92,27%) revelaram um perfil de bandas
nitidas e 20 (7,72%) nao amplificaram qualquer fragmento. Dos primers que
amplificaram fragmentos, 71 (27,40%) foram polimorficos e 168 (64,86%) foram
monomorficos. Entretanto, em 31 (43,66%) dos primers polimérficos o perfil de
bandas ndo se repetia nos individuos F,. Estes marcadores foram descartados da
genotipagem devido a baixa repetibilidade das marcas. Desta forma, foram utilizados
40 marcadores na genotipagem da populagdo F», que produziram 63 locos
polimérficos, originando 1,57 banda polimérfica por primer. Um total de 351 produtos
de amplificacéo foi obtido nas analises dos 40 primers polimorficos, perfazendo uma
média de 7,98 bandas por primer. Cerca de 87,3% das bandas polimérficas tiveram
seu peso molecular variando entre 500 a 1500 pb. O comprimento médio das
marcas polimérficas de RAPD foi 1023,254 pb, sendo que os fragmentos de
tamanho maximo e minimo mostraram 200 pb e 1900 pb, respectivamente.

O baixo polimorfismo obtido neste estudo (15,31%) pode ser atribuido a base
genética estreita das plantas cultivadas, e neste caso especifico pelos genitores
pertencerem ao mesmo pool génico (Mesoamericano) e ao mesmo grupo (carioca) e
possuirem em suas genealogias genoétipos ancestrais comum.

A segregacao dos 102 marcadores polimorficos (41 locos microssatélites e 61
RAPD) foram analisados em uma progénie composta por 94 individuos, abrangendo
um total de 9588 pontos genémicos analisados, destes 319 (3,32%) consistem de
dados perdidos (115 e 204 correspondem a dados de microssatélites e RAPD,
respectivamente). De acordo com analises do teste de % e do critério de correcédo de
FDR verificou-se que 16 (15,68%) marcadores mostraram distorgdes da proporgao
esperada, sendo 3 marcadores microssatélites (U18791, PV 29 e PVM 49) e 13
marcadores RAPD (B10_1050, AB02_1767, B08_1714, F06_704, AF15_1102,
W06_836, HO01_200, AA18 1634, AE20 748, E06_624, J15 1288, EO06_624,
J09 996 e AE17_1368). Segundo Santos et al. (2003), mapas baseados em
marcadores RAPD geralmente apresentam uma alta distorcdo de segregacao, o que
pode ser devido a uma distribuicdo ndo aleatéria do mapa genético em decorréncia
do estreitamento genético, selegao natural, presenga de incompatibilidade em uma
regido gendbmica nao especifica e problemas na ocorréncia da gametogénese. Em
seu trabalho, encontrou 22,37% de distor¢do de segregacédo utilizando marcadores
RAPD na construgdo de mapa genético em P. vulgaris. Os marcadores que
apresentaram desvios de segregacao mendeliana foram usados nas analises de
ligagao.

Um total de 102 marcadores foram utilizados para estabelecer o mapa de
ligagdo em feijoeiro comum. Aproximadamente 67% destes (68 locos) foram
atribuidos aos grupos de ligagdo, sendo gerados dezessete grupos com um
comprimento total de 781,4 cM. Os tamanhos individuais variaram de 6,7 a 139,0
cM, apresentando uma media de 45,96 + 32,69. A distancia media entre dois
marcadores foi de 15,62 cM (Tabela 1).
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Tabela 1. Caracteristicas do mapa de ligagdo de Phaseolus vulgaris L., gerado a
partir da populacgéo F; obtida do cruzamento entre as linhagens CNFC 7812 e CNFC
8056, utilizando marcadores RAPD e microssatélites.

Grupos de ligacdo | Comprimento | NUmero de Distancia Distéancia
do mapa (cM) | marcadores maior (cM) | menor (cM)
ligados

Grupo 1 139,0 11 35,1 0,3
Grupo 2 80,7 7 33,2 3,8
Grupo 3 77,9 6 32,0 3,2
Grupo 4 62,1 3 38,3 23,8
Grupo 5 57,0 7 21,0 2,5
Grupo 6 53,5 3 37,0 16,5
Grupo 7 53,3 3 35,1 18,2
Grupo 8 40,7 3 20,6 20,1
Grupo 9 40,5 4 31,5 9,0
Grupo 10 38,0 5 22,6 2,9
Grupo 11 34,3 3 21,2 13,1
Grupo 12 32,4 2 - 32,4
Grupo 13 26,3 2 - 26,3
Grupo 14 20,8 3 18,7 2,1
Grupo 15 11,5 2 - 11,5
Grupo 16 6,7 2 - 6,7
Grupo 17 6,7 2 - 6,7

4. CONCLUSAO

Mesmo com a elaboragdo de mapa de ligacdo em feijoeiro comum com uma
distancia media de 15,62 cM, se faz necessario ampliar o numero de individuos da
populagdo segregante bem como incluir um maior numero de marcadores
moleculares, principalmente marcadores do tipo codominantes. Tal estratégia
ampliara a cobertura genomica deste mapa, permitindo maior saturagao de regido
genomica associadas ao teor de proteina em feijoeiro comum.
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