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INTRODUGCAO: O desenvolvimento de mapas genéticos é considerado uma das
aplicacBGes de maior impacto da tecnologia de marcadores moleculares na analise
genética de espécies e, potencialmente, no melhoramento de plantas. O
mapeamento genético possibilita a cobertura e analise completa de genomas, a
decomposicdo de caracteristicas genéticas complexas nos seus componentes
mendelianos, a localizacdo de regides gendmicas que controlam caracteres de
importancia econémica, a quantificacdo do efeito dessas regifes na caracteristica
estudada e a canalizacdo de toda essa informacdo para uso em programas de
melhoramento (Lee, 1995). Além da localizagdo dos QTLs (Quantitative Trait
Loci) e a determinacdo de seus efeitos, o desenvolvimento de mapas de ligacdo
permite o entendimento da estrutura do genoma e estudos de sintenia. A construcao
destes mapas genéticos requer a escolha de genitores que apresentam o maximo de
polimorfismo, e que sejam produzidas geracdes em que os locos estejam em
desequilibrio de ligacdo. A identificacdo de um grande ndmero de marcadores
moleculares polimérficos constitui uma etapa primordial, pois quanto mais marcas
houver no mapa (maior saturacdo), maior sera a capacidade informativa deste
mapa, e consequentemente mais rapidamente os dados serdo utilizados nos
programas de melhoramento (Staub et al., 1996, Carneiro & Vieira, 2002). Dentre
os marcadores moleculares utilizados nos estudos de mapeamento genético, 0s
marcadores microssatélites, também denominados SSR (Simple Sequence
Repeats), destacam-se por serem altamente informativos, multialélicos e por
apresentarem alta reprodutibilidade. A compreensdo a nivel molecular de
caracteristicas relacionadas a qualidade nutricional, como o teor de proteina,
poderd permitir uma melhor exploracdo na variabilidade genética existente,
implicando resultados mais eficientes em programas de melhoramento de feijoeiro.
O objetivo deste trabalho foi selecionar marcadores microssatélites polimérficospara
construcdo de um mapa genético a partir de uma populacdo F, oriunda do cruzamento
entre as linhagens de feijoeiro carioca CNFC 7812 e CNFC 8056.
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MATERIAL E METODOS: Para obtencdo da populagdo segregante (F,) foi
realizado um cruzamento entre as linhagens CNFC 7812 e CNFC 8056, sendo estas
contrastantes para o teor de proteina com 24 e 19%, respectivamente. O DNA
gendmico foi extraido conforme descrito por Ferreira & Grattapaglia (1998), com
modificagbes. A quantificagdo do DNA foi realizada em gel de agarose 1%,
comparando a amostra com uma série de concentracdes conhecidas do DNA (10,
20 50 e 100 ng) do fago lambda. Para sele¢cdo dos marcadores SSR polimorficos
foram utilizados os dois genitores e quatro individuos da F,. Foram testados
211pares de primers das bibliotecas PV (Phaseolus vulgaris), 58 de BM (Bean
microsatellite) e 43 outros (AJ416, AG, X e Z), perfazendo um total de 312
microssatélites, destes apenas os primers PVs sdo provenientes de bibliotecas
gendmicas, o restante dos primers foi obtido a partir de seqiéncias génicas. As
reacOes de amplificacdo foram realizadas com 15 ng de DNA, 1X Buffer, 1,5 mM
de MgCI2, 0,4 mM de dNTPs, 0, 28 mM dos primers R + F, 1U de Tag DNA
polimerase. As amostras foram submetidas a desnaturacdo inicial de 94°C por 5
minutos, 30 ciclos de 94°C por 1 minuto; temperatura de anelamento do primer (48
a 56° C) por 1 minuto e a extensdo final a 72°C por 1 minuto. Os produtos
resultantes da amplificacdo foram submetidos a eletroforese em gel de
poliacrilamida a 6% e a visualizagdo das bandas realizada em solucdo de nitrato de
prata conforme descrito por Creste et al. (2001).

RESULTADOS E DISCUSSAQ: Do total de 312 microssatélites testados, apenas 12
(3,84%) ndo amplificaram qualquer fragmento, 43 (13,78%) amplificaram locos
polimorficos, 203 (65,06%) foram monomorficos e 54 (17,3%) foram considerados de
dificil anélise (Tabela 1). Os locos SSR de dificil analise referem-se aqueles que
resultaram em produtos de amplificacdo de baixa intensidade e de padrdes de multiplas
bandas. Dos 43 microssatélites polimoérficos encontrados, 24 (55,8%) locos foram
obtidos a partir de bibliotecas genémicas e, 19 (44,18%) de bibliotecas génicas.

Tabela 1. Marcadores microssatélites testados entre os genitores CNFC 7812 e
CNFC 8056 e quatro individuos da populacéo.

Biblioteca de Dificil
SSR Polimédrfico Monomo6rfico Ndo Amplificou Analise TOTAL
PV 24 130 10 47 211
BM 14 39 2 3 58
Outros* 5 34 0 4 43
TOTAL 43 203 12 54 312

* Qutros: AJ416, AG, X e Z.
As porcentagens de locos polimérficos encontradas foram de 11,37% para os SSR

derivados de bibliotecas gendmicas e de 18,81% para aqueles isolados de biblioteca
génica. Blair et al. (2003), utilizando duas populacfes RIL (linhagens endogémicas
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recombinantes) de feijoeiro, observaram que os marcadores SSR provenientes de
bibliotecas génicas (46,3%) foram menos polimdrficos quando comparados com os de
bibliotecas gendmicas (64,3%). No entanto, em outros trabalhos semelhantes taxas de
polimorfismo entre microssatélites génicos e gendmicos foram observadas (Chagné et al,
2004; Barbosa, 2005). Neste trabalho, a ndo amplificacdo de locos microssatélites
gendmicos foi mais frequiente do que a de locos génicos. Ao contrario do resultado aqui
exposto, Blair et al.(2003) observaram que a ndo amplificacdo foi mais freqliente em
microssatélites baseados em seqiiéncias génicas quando comparados com as genémicas.
A diferenca entre os resultados é provavelmente devido a presenca de introns nos pares
de primers desenvolvidos para P. vulgaris.

CONCLUSOES: Foi possivel detectar polimorfismo entre o0s marcadores
microssatélites testados para as linhagens CNFC 7812 e CNFC 8056, sendo que 0s pares
de primers oriundos de bibliotecas génicas apresentaram uma maior taxa de
polimorfismo.
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