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INTRODUCAO: O feijaio comum (Phaseolus vulgaris L.) é uma cultura
amplamente difundida no Brasil, maior pais produtor e consumidor do gréo.
Marcadores moleculares mapeados e ligados a genes de caracteristicas de interesse
agricola podem ser utilizados para identificar indiretamente os gendtipos de feijdo
com fendtipo favordvel armazenados em bancos de germoplasma. Desta forma,
esses marcadores auxiliam o processo de incorporacdo das caracteristicas
favoraveis em gendtipos elite de feijdo, favorecendo o desenvolvimento de novas
cultivares comerciais. Devido a multiplicidade de objetivos nos programas de
melhoramento do feijdo, tais como resisténcia a pragas e doencas, tolerancia a
estresses bidticos e abidticos, uma Unica populacdo ndo pode segregar para todas as
caracteristicas de interesse. Assim, genes para essas caracteristicas sdo
identificados em mapas desenvolvidos a partir do cruzamento de diferentes
genitores, gerando populacdes segregantes diferenciadas. O desafio, portanto, tem
sido estabelecer uma comparagdo entre estes mapas, permitindo assim que as
relacGes de ligacdo entre diferentes genes possam ser identificadas em um mapa
consenso. A primeira populacdo de mapa consenso para o feijoeiro foi selecionada
por Freyre et al. (1998), sendo esta uma populagdo de linhas puras recombinantes
resultante do cruzamento entre os gendtipos BAT93 (linhagem desenvolvida no
CIAT) e JaloEEP558 (cultivar brasileira). A populacdo BAT93 x JaloEEP558 (BJ)
exibe um alto nivel de diversidade para RFLP e outros marcadores, pois seus
parentais originam-se de pools génicos da América Central e dos Andes,
respectivamente (Nodari et al., 1992). Inicialmente 0o mapa genético BJ foi
construido com 620 marcadores moleculares (RAPD, RFLP, SCAR e isoenzimas)
(Freyre et al., 1998). Contudo, é fundamental a incorporacdo de marcadores
microssatélites (SSR) neste mapa, devido a sua ampla dispersdo no genoma,
codominancia, multialelismo e alto contetdo de informacdo de polimorfismo
desses marcadores. Este trabalho tem como objetivo mapear e integrar um conjunto
de marcadores SSR no mapa genético consenso BJ do feijoeiro comum (Phaseolus
vulgaris L.).
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MATERIAL E METODOS: O material vegetal foi constituido por 79 linhagens
puras recombinantes resultantes do cruzamento BAT93 x Jalo EEP558. As
extracoes de DNA foram realizadas e a concentracdo de cada amostra de DNA
ajustada para 3 ng/ul. Para a andlise genética foram utilizados marcadores SSR,
sendo que um total de 292 marcadores foram avaliados quanto ao padrdo de
amplificacdo. Destes, 99 SSRs estdo disponiveis na literatura (Yu et al., 1999;
Gaitan-Solis et al., 2002, Yaish et al, 2003) e 193, desenvolvidos na Embrapa
Recursos Genéticos e Biotecnologia (dados ndo publicados). Inicialmente, os 292
locos foram testados & temperatura de 56°C. Os primers que ndo amplificaram
foram submetidos a novos testes com temperaturas mais baixas (48°C, 50°C e
52°C) e, para os SSRs com padrdo de amplificacdo com multiplas bandas, elevou-
se a temperatura de anelamento (58°C e 60°C) na tentativa aumentar especificidade
do produto amplificado. Os SSRs selecionados por amplificarem produtos de PCR
de facil interpretacdo foram avaliados quanto ao polimorfismo entre os parentais do
cruzamento BAT93 x Jalo EEP558. As reacfes de PCR foram conduzidas em um
volume final de 15ul e amplificadas em termociclador PT-100 (MJ Research). Os
produtos de amplificacdo foram submetidos a eletroforese horizontal em géis de
agarose 5%, corados com brometo de etidio (0,1ug/ul). Os SSRs néo identificados
como polimorficos entre os parentais, em géis de agarose 5%, foram submetidos a
eletroforese em géis de poliacrilamida 6% corados com nitrato de prata,
possibilitando a separacdo de fragmentos com menores diferencas em pares de
base. Os locos SSR que apresentaram polimorfismo para os parentais foram
genotipados na populagdo segregante. A analise de ligagdo foi efetuada reunindo os
dados de segregacdo obtidos com os marcadores SSR e os dados de segregacdo
previamente publicados, que incluem 119 marcadores (RAPD, RFLP, SCAR e
isoenzimas), e estdo disponibilizados no endereco
http://www.agronomy.ucdavis.edu/gepts/bjril7.htm. A distor¢do de segregacéo em
relagdo a proporcéo esperada de 1:1 foi verificada através do teste 2. Os mapas de
ligacdo foram obtidos com o programa Mapmaker versdo 2.0 para Macintosh, com
0s parametros de LOD score=3,0, maxima fracdo de recombinacdo de 0,3 e fun¢édo
de mapeamento de Kosambi. Os grupos de ligacdo foram enumerados de acordo
com o mapa estabelecido por Freyre et al., 1998.

RESULTADOS E DISCUSSAOQ: Dos 292 locos microssatélites avaliados quanto
as condicBes de amplificacdo, 223 foram selecionados. Entre os locos selecionados,
120 SSR (54%) foram identificados como sendo polimérficos entre os parentais do
cruzamento e, portanto, podem fazer parte da analise de ligacdo. Até o momento,
75 marcadores SSR foram utilizados na genotipagem da populacdo segregante.
Destes, 24% dos locos tiveram o polimorfismo detectado em géis de agarose, e 0s
demais 76% em géis de poliacrilamida. Dos 75 marcadores, 5 apresentaram um
alelo nulo para um dos parentais (BM167, BM153, AJ416389, AJ416391 e PV6).
A auséncia de amplificacdo de um alelo em linhagens de feijdo pode ser o resultado
de mutagdes (delegbes ou substituicdes) no sitio de anelamento do primer, ou a
delecdo do microssatélite num loco especifico. Dos 75 SSRs genotipados na
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populagédo BJ, 3 (PV54, PV218 e PV6) desviaram da segregacdo esperada de 1:1
(P<0.05), 0 que esta dentro do esperado devido apenas ao acaso, que seria de
aproximadamente 3,75 marcadores (o = 0.05). A andlise de ligacdo foi realizada
com 194 marcadores (119 do mapa original e 75 SSRs utilizados na genotipagem
da populacdo neste trabalho). Destes, 169 (84,5%) foram mapeados e distribuidos
ao longo de 12 grupos de ligacéo (Figura 1), excedendo o nimero de cromossomos
de feijao (n=11). Apenas 6 marcadores SSR genotipados ndo foram mapeados com
o0s parametros de mapeamento adotados. Os grupos 4a e 4b correspondem ao grupo
de ligacdo 4 do mapa desenvolvido por Freyre et al., 1998. O mesmo ocorreu para
0s grupos 7a e 7b, que foram correspondentes ao grupo 7. Trés estratégias
poderiam ser empregadas para integrar estes marcadores no mapa genético e
também para reduzir a formacdo de grupos de marcadores isolados: a primeira seria
diminuir o LOD score, fazendo com que os marcadores tivessem maiores chances
de serem posicionados em algum ponto do mapa; a segunda seria o teste de mais
marcadores, esperando que estes pudessem fazer a ponte entre o grupo de ligagdo
principal e os marcadores ou grupos ndo integrados, e a terceira seria 0 aumento do
tamanho da amostra, o que resultaria na possibilidade de conseguir detectar ligacéo
mesmo a grandes distancias. O tamanho dos grupos de ligacdo variou de 295,53
cM a 16,63 cM, com uma média de 101,7 cM. O tamanho total do mapa foi
estimado em 1322 cM, bem préximo ao valor de 1226cM estabelecido por por
Freyre et al. (1998) que relata para feijdo 0 maior nimero de marcadores mapeados
para a espécie Phaseolus vulgaris L..

CONCLUSOES: Dos 223 locos SSR avaliados quanto ao polimorfismo no
cruzamento BAT93 x Jalo EEP558, 54% detectaram polimorfismo entre os
parentais e estdo sendo integrados neste mapa consenso. Estes resultados indicam a
possibilidade de se alinhar mapas genéticos construidos originalmente com
marcadores menos informativos, a partir da genotipagem da populacdo segregante
com um numero reduzido de marcadores codominantes que possuam, porém, um
elevado contetdo de informacdo genética e uma ampla distribui¢cdo ao longo do
genoma. A partir de um mapa genético baseado exclusivamente em locos SSR
abre-se a possibilidade real do desenvolvimento de um mapa referéncia atil para as
espécies do género Phaseolus, com novas perspectivas para a analise de homologia
entre QTLs mapeados em diferentes populagdes segregantes e a busca direcionada
de novos alelos a QTLs em gendtipos armazenados em bancos de germoplasma.
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Figura 1. Mapa de ligacdo para a populagdo Bat 93 x Jalo EEP558 integrando um
conjunto de marcadores SSRs (indicados em negrito).
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