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I ntroducéo

Incontestavel fonte protéica, obtendo a denominagdo
de “carne da populagdo de baixa renda’, o feijoeiro
comum Phaseolus vulgaris L) é a leguminosa mais
consumida no Brasil formando a base da nossa
aimentacdo didria Estima-se que o feijdo faz parte da
dieta de mais de 300 milhdes de pessoas no mundo
todo e, aém da proteina, fornece 25 a 30% dos niveis
recomendados de ferro, 25% de magnésio e cobre, e
15% de potassio e zinco [1]. Outra questdo nutriciorgﬁl
gque vem ganhando atencdo, no que se diz arespeito de
qualidade nutricional e salde, é a fibra aimentar
presente no feijdo. As fibras presentes nos alimentos
sd0 componentes importantes da dieta humana, pois
exercem efeitos benéficos na salde, auxiliando na
prevencdo de doencas do sistema digestivo e do
coragdo, de cancer de célon e de mama, contribuindo
também para a reducéo do colesterol e no controle
glicémico. Em estudos avaliando a dieta do brasileiro,
constataram que a principal fonte de fibra alimentar
advém daingestdo de feijdo.

O objetivo deste trabalho foi a construcdo de um
mapa genético do feijoeiro comum, utilizando
populagdes de melhoramento contrastante para o teor
de fibra com base em marcadores microssatélites e
RAPD.

Material e métodos

Material vegetal

Foram selecionadas duas linhagens elites CNFC 7812
e CNFC 7829 com 12,7% e 17% de teor de fibras,
respectivamente, obtendo-se uma populagdo F, de 94
individuos. Essas linhagens pertencem ao programa de
melhoramento da Embrapa Arroz e Feijdo. A linhagem

CNFC 7812 foi originada a partir do cruzamento BZ 3836-1//
FEB 166 / AN 910523, 0 mesmo cruzamento que originou a
cultivar lancada BRS-Pontal pela Embrapa [2], e alinhagem
CNFC 7829 foi proveniente do cruzamento BZ 3836-1 /AN
910518 / CB 734579. Essas linhagens pertencem ao
programa de melhoramento da Embrapa Arroz e Feijéo que
visa resisténcia a doencas, principalmente antracnose e
crestamento.

I solamento, quantificacdo e selecdo de marcadores

A gendmico isolado utilizando o método CTAB proposto
por [3]. A quantificagdo foi realizada apds eletroforese em
gel de agarose (1%) de aiquotas de cada amostra,
comparando-as com uma série de concentragdes
conhecidas do DNA (10, 20, 50 e 100 ng) do fago ?. A
concentracdo de DNA foi estimada a partir da comparagao
visual da intensidade das bandas, revelada pela coloracédo
com brometo de etideo (0,5 ng/ml) sob luz ultravioleta. A
avaliagdo inicial do nivel de polimorfismo, objetivando a
selecdo dos primers microssatélites e RAPD, foi realizada
utilizando-se os dois genitores (CNFC 7812 e 7829) e quatro
individuos da populagdo de mapeamento.Foram utilizados
uma bateria 712 marcadores, sendo 498 microssatélites e 214
RAPD.

Construcdo do mapa genético

Para os microssatélites foram utilizados seguintes cédigos
padrfes: letra “A” para indicar um individuo homozigoto
parao aelo “a’ neste loco (P,/CNFC 7812); aletra“B” para
indicar um individuo homozigoto parao aelo “b” (P./CNFC
7829), e a letra “H" indicando um individuo heterozigoto
contendo ambos os alelos “a” e “b” (F,). Deacordo com o
comportamento dos genitores nos locos RAPD
selecionados foram utilizadas duas codificacfes. Paralocos
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RAPD em que o genitor CNFC 7812 apresentou
auséncia de banda foi denominado A para a ausénciae
C para a presenca da banda, denotando assim aletra C
paraainformagéo de “ndo A”. Nos locos RAPD em que
a auséncia de banda foi para o genitor CNFC 7829, esta
auséncia foi codificada com a letra B e a presenca de
banda nestes locos pela letra D, denotando agora “ ndo
B”.

As andlises de ligagéo e determinacdo da ordem dos
marcadores foram feitas com o auxilio do programa
Joinmap versdo 3.0® [4]. Os grupos de ligagdo foram
estabel ecidos com LOD score minimo de 3,00 utilizando
o comando LOD grouping. A ordem dos marcadores
nos grupos de ligagéo foi estabelecida em duas etapas.
A primeira, adotou-se como critério uma freguéncia
méxima de recombinacdo de 0,30 e um LOD score
minimo de 2,00, e valoresde jump = 5,00 eripple = 3,00,
criando o mapa framework, que foi indicando por meio
do comando fixed order, e a segunda etapa, foram
alocados novos marcadores utilizando critérios menos
rigorosos que na primeira etapa, mas sendo mantidos
os valores atribuidos para jump e ripple da etapa
anterior. Asfragtes de recombinagdo foram convertidas
em valores de distancia de mapa pela fungdo Kosambi.
O desenho da versdo final do mapa de ligagdo foi
gerada com auxilio do programa MapChart [5].

Resultados e Discussao

Foram obtidos 104 locos polimorficos para a
construcdo do mapa genético. Foram analisados 214
primers RAPD sendo que 207 (96,7 %) revelaram um
perfil de bandas nitidas e reproduziveis, e 7 (3,3%) nao
amplificaram qualquer fragmento. Dos primers que
amplificaram fragmentos, 27% (56 primers) revelaram
pelo menos um loco polimérfico e 73% (151) foram
monomorficos. Foram testados 498 locos
microssatélites, sendo que 408 (82%) originaram-se
biblioteca gendmica e 90 (18%) de biblioteca génica. Do
total de microssatélites analisando, 423 (85%)
amplificaram produtos de boa qualidade fornecendo um
padrdo de bandas de f&cil interpretacdo, e 75 (15%)
produziram amplificagdo inespecifica ou nenhuma
amplificac8o. Dos 423 microssatélites que apresentaram
produtos de amplificagdo definidos, 65 (15%) foram
polimérficos e 358 (85%) monomorficos. A maioria dos
mapas construidos em feijoeiro comum utilizou
populacBes segregantes oriundas de genitores de
centro de origem diferentes (Andino x Mesoamericano)
[el, 17, 8], [9], [10], [11], [12] ou a utilizagdo de
linhagens selvagens cruzadas com linhagens modernas
[13], [14] para como estratégia para elevar o
polimorfismo. Este trabalho optou por utilizar como
genitores linhagens elites, oriundas de populacées de
melhoramento, que ja possui agregada na sua
constituicdo genética caracteristicas de interesse
econdmico, como resisténcia a doengas, tipo de gréo
carioca e etc. Ferreira, (2006) [15] utilizando, também

populacbes de melhoramento, entretanto sem grau de
parentesco entre 0s genitores obteve indice semelhante ao
encontrado neste trabalho (41 microssatélites polimorficos
em 498 testado — 8,2%).

Dos marcadores selecionados, 26 (25%) apresentaram
distorcdo dos padrbes de segregacdo esperados. Foi
possivel construir 11 grupos de ligagdo, com 50 locos
mapeados, e tendo uma mbertura do genoma de 646,3cM
(Tabela 01). Como o tamanho do genoma do feijoeiro foi
estimado em torno de 1200 cM [16], estima-se que a
cobertura gendmica deste trabalho foi de 53,8% do genoma
do feijoeiro. O tamanho dos grupos variou de 16,3 cM
(grupo 11) a115,5¢cM (grupo 1). O ndmero de marcas ligadas
variou de 8 (grupo 01) a 2 (grupos 9, 10 e 11). Foi possivel
construcdo de um mapa genético, baseando-se em uma
populacdo de melhoramento, oriunda de genitores
aparentados. Entretanto este mapa necessita de uma maior
saturagéo.
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Tabela 1. Nimero de marcadores microssatélites e RAPD, comprimento em centimorgans (cM), disténcia maxmae minima
(cM) dos onze grupos de ligagdo gerados no mapa genético de Phaseolus vulgaris L, obtido a partir da
popul acdo F, oriunda do cruzamento entre as linhagens CNFC 7812 e 7829.

Gruposde  Comprimento (cM) NUmero de mar cadores Distancia Distancia minima

ligacdo ligados (SSR/RAPD) méxima (cM) (av)
1 1155 8(5/3 41,9 32
2 89,9 6(0/6) 193 89
3 85,5 5(5/0) 348 131
4 69,9 5(@21/3) 26,0 10
5 65,8 53 328 35
6 57,9 3(0/3) 311 26,8
7 519 3(3/0) 41 78
8 3384 4(0/4) 194 14
9 288 2(0/2) - 288
10 26,7 2(0/2 - 26,7
11 16,3 2(0/2) - 16




