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1. INTRODUCAO

Para atender de forma réapida e precisa as necessidades de aumento da
qualidade do grdo no feijoeiro comum, as técnicas de melhoramento genético da
cultura necessitam ser aprimoradas. Deste modo, ferramentas moleculares tornam-
se uma importante alternativa possibilitando a identificacdo de regides gendmicas
gue controlam essas caracteristicas, como o teor de fibras, por exemplo. O gréo de
feijdo apresenta um equilibrio interessante nas propor¢des de fibras solaveis e
insollveis para a alimentacdo humana. Assim, para o aumento da qualidade
nutricional do grao de feijao, existe a necessidade da conducgéo de estudos dirigidos
para a obtencdo de maiores informacgdes relativas ao numero de genes envolvidos,
sua localizagdo nos cromossomos, e a contribuicdo relativa de cada um deles na
expressao final do carater. Ferramentas moleculares sdo as mais adequadas para
este estudo e, para o feijoeiro, ja sdo utilizadas tanto na construcdo de mapas
genéticos com diversos tipos de marcadores moleculares (Blair et all, 2006; Grisi
2006, Blair et al 2003; Yu et all, 2000 ) quanto na andlise da diversidade genética
(Franco et al., 2001, Emygdio, 2003).

Das classes de marcadores moleculares existentes, os microssatélites sdo os
gue mais se aproximam do marcador ideal para estudos de mapeamento genético e
para a caracterizacdo e exploracdo da variabilidade genética. Marcadores
microssatélites sdo abundantes e uniformemente distribuidos por todo o genoma,
co-dominantes e multialélicos, apresentando o maior contetdo informativo por loco
génico entre todas as classes de marcadores moleculares. O que limita a utilizacao
de microssatélites de forma ampla é o elevado custo inicial para seu
desenvolvimento. Entretanto, uma vez desenvolvidos, esses marcadores tornam-se
acessiveis a outros laboratorios atraves da publicagdo das sequéncias dos
iniciadores (primers) necessarios para sua amplificacdo. Porém, ainda nao existe um
namero suficiente de marcadores microssatélites que possibilitem uma ampla
cobertura do genoma do feijoeiro.

Assim, para a obtencdo de mapas genéticos com um numero maior de
marcas, outros tipos de marcadores podem ser utilizados. Marcadores RAPD
(Random Amplified Polimorfic DNA - Williams et al., 1990) sdo uma classe de
marcadores moleculares de menor custo e obtencdo mais simples do que os
marcadores microssatélites. Além do baixo custo, facilidade e rapidez em sua
utilizacdo, marcadores RAPD possuem a vantagem de nao ser necessario 0



conhecimento prévio da sequéncia a ser amplificada. A desvantagem deste
marcador, em relacdo a sua utilizacdo para a confeccdo de mapas genéticos, é seu
carater dominante, ndo sendo possivel a distingdo de individuos heterozigotos.

O objetivo deste trabalho foi buscar locos informativos tanto de marcadores
microssatélites quanto RAPD para a confeccdo de um mapa genético em feijoeiro
comum visando o mapeamento de QTL relacionados ao teor de fibra.

2. MATERIAL E METODOS.

Para o desenvolvimento de uma mapa genético em feijoeiro comum para o
mapeamento de QTLs associados ao teor de fibras, uma populagdo de mapeamento
foi formada com 94 plantas F, originadas a partir do cruzamento das linhagens
CNFC-7812 e CNFC-7829, contrastantes para o carater teor de fibras, com 12,7% e
17% respectivamente. Para as analises moleculares, a selecdo de um conjunto de
marcadores polimorficos para a confec¢cdo do mapa de ligacdo é o primeiro passo
para o0 mapeamento. Os testes foram realizados utilizando o DNA das linhagens
contrastantes e de dois individuos da populacdo F».

O DNA genbdmico foi isolado de acordo como o protocolo Ferreira e
Grattapaglia (1998) com modificacbes. A quantificacdo de DNA foi realizada
comparando-se a concentracdo de amostras de DNA de cada acesso com amostra
de DNA de fago A na concentracdo de 10ng/uL, submetidas a eletroforese em gel
de agarose a 1,0% e a concentracdo das amostra de DNA das amostras foram
obtidas comparando-se a fluorescéncia das mesmas, coradas com BrEt (Brometo de
etidio) e visualizadas sobre luz ultravioleta.

Entre os marcadores microssatélites foram testados pares de primers das
bibliotecas PVBR (Phaseolus vulgaris desenvolvido pelo Embrapa Recursos
Genéticos e Biotecnologia - Cenargen), PVIAC (Phaseolus vulgaris desenvolvido
pelo Instituto Agrondmico de Campinas) BM (Bean microsatellite - GAITAN-SOLIS,
2002) AJ416 (bankgene), PvM (Phaseolus vulgaris desenvolvido na Escola Superior
de Agricultura Luiz de Queiroz - Esalq) e outros (Bankgene), totalizando 496
microssatélites. Para a reacdo de amplificacdo por PCR foram utilizados 15 ng de
DNA gen6mico em um volume final de 15 pL contendo: 50 mM KCI, 20 mM Tris-HCI
pH 8,8; 1,5 mM MgCl,; 04 mM dNTPs; 0,28 uM de cada primer e 1U de Tag DNA
polimerase. Utilizou-se termociclador modelo My Cycler (Bio-Rad), programado para
30 ciclos repetidos de 94°C por 1 minuto, 48°C a 56°C (dependendo do par de
primers) por 1 minuto e 72°C por 7 minuto. Apoés, foi realizado um ciclo adicional de
extensdo a 72°C por 1 minuto. Os produtos das reacbes de amplificacdo foram
separados eletroforeticamente em géis de poliacrilamida a 6% corados com nitrato
de prata.

Os primers RAPD testados na busca de locos polimérficos pertencem as
séries: OPAA, OPA, OPC, OPE, OPF, OPG, OPH, OPT, OPW e OPZ da Operon
Techonologies, totalizando 214 primers. Nas reagbes de amplificagdo foram
utilizados um volume final de 25uL contendo: 0,2mM Tris HCI pH 2.4; 0,5M de KCI;
3mM MgCl;; 0.25mM dNTPs; 30ng de primer, 15 ng de DNA gendmico, 1 U de Taq
polimerase e H,O g.s.p, submetidas a amplificacdo em equipamento termociclador
My Cycler da Bio - Rad, utilizando o programa de 39 ciclos repetidos de 94°C por 15
segundos (desnaturacao), 35°C por 30 segundos (anelamento) e 72°C por 1 minuto
(extenséo), com um ciclo final de extensdo a 72°C por 1 minuto (Emygdio et al.
2003). Os produtos de amplificacdo foram submetidos a eletroforese em agarose a



1,4% em tampdo TBE (Tris-borato 90mM e EDTA 2mM). Apés o término da
eletroforese 0s géis serdo corados com brometo de etideo (0.5 ng/mL) e
fotografados sob luz ultravioleta.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO.

Foram selecionados 136 locos polimorficos sendo 62 de microssatélites e 74
RAPD. Dentre os microssatélites 87% (431) mostraram bandas nitidas e bem
definidas, entre estes 14% (62 - AG - 1 ; AJ416401; BM-150; BM-151; BM-154; BM-
158; BM-166; BM-170; BM-183; BM-184; BM-185; BM-187; BM-188; BM-201; BM-
205; BM-211; BM-53; BM-68; K-03288; PV-107; PV-12; PV-163; PV-227; PV-34; PV-
37; PV-46; PV-54; PV-60; PV-67, PV-71; PV-78; PV-83; PV-87; PV-93; PVm 01; U -
18791; X-0466; X-80051; Z - 30347; PVm 02; PVm 13; PVm 52; PVm 21; PVm 65;
PVm 45) foram polimorficos, 2% (9) ndo apresentaram repetibilidade e 84% (360)
eram monomarficos.

Dos primers RAPD 97% (207) apresentaram bandas nitidas e definidas.
Destes, 73% (151) foram monomorficos e 27% (56) foram polimorficos (Figura 1).
Dentre os polimérficos, descartou-se 23% (13) por ndo apresentarem 0 mesmo
padrdo de polimorfismo em uma amostra maior de individuos F, restando 43
marcardores (OPA-02; OPA-04; OPA-13; OPAA-01; OPAA-02; OPAA-03; OPAA-09;
OPAA-16; OPAC-07; OPAE-11; OPB-08; OPB-11; OPB-13; OPC-01; OPC-02; OPD-
07; OPE-16; OPF-03; OPG-03; OPH-01; OPH-12; OPH-17; OPH-18; OPI-14; OPI-
18; OPI-19; OPJ-16; OPL-14; OPL-17; OPN-07; OPP-07; OPR-13; OPW-19; OPZ-
08). Dos 77% (43) restantes foi possivel obter 74 locos polimérficos, com uma média
de 1,7 locos por primer.

Perfil apresentado nos 214 primers Perfil apresentado nos 496
RAPD utilizados no teste de microssatélites utilizados no teste de
polimorfismo polimorfismo.
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Figura 1 — Sintese dos resultados dos testes de polimorfismo utilizando
marcadores microssatélites e RAPD.



Estas baixas taxas de polimorfismo demonstradas nestes resultados podem
ser explicadas pelo estreitamento da base genética das plantas cultivadas e, no
caso especifico deste trabalho, pela origem dos genitores, pois tanto CNFC-7812 e
CNFC-7229 pertencem ao mesmo pool génico (Mesoamericado) e mesmo grupo
(Carioca), além de possuirem em suas genealogias gendtipos ancestrais comuns.
Entretanto, além de serem contrastantes para o carater a ser mapeado, as linhagens
utiizadas neste trabalho ja estdo prontas para utilizacdo em programas de
melhoramento, tendo valores agronémicos de interesse agregados.

4. CONCLUSOES

Embora o ndamero de locos polimérficos obtidos com os dois tipos de
marcadores tenha sido pequena, esta quantidade permite que um primeiro esboco
de um mapa genético em feijoeiro comum possa ser elaborado.
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