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Resumo

O feijao-caupi apesar de ter sido uma das primeiras espécies investigadas por geneticistas, ainda
recebe pouca atencdo do ponto de vista cientifico e apresenta disponibilidade restrita de dados,
quando comparado com outras leguminosas. O objetivo deste trabalho foi desenvolver marcadores
moleculares AFLP para uso em populacdo de mapeamento (RIL) oriunda do programa de
melhoramento da Embrapa Meio-Norte. Foram testadas 64 combinagdes de primers em amplificacdes
via PCR com DNAs dos genitores para avaliagdo do grau de polimorfismo entre eles. Das
combinacdes testadas, 55 amplificaram fragmentos e trés ndo. O nimero de fragmentos amplificados
foi em média 45 por combinagdo, com cerca de 10 polimorfismos, em média. A selecdo de primers é
etapa fundamental na constru¢ao de mapas de ligacdo, contribuindo para a otimizagdo da genotipagem
da progénie de mapeamento.

Introducao

Atualmente, o feijdo-caupi € uma das 23 espécies cultivadas mais importantes. O Brasil é o segundo
maior produtor dessa leguminosa, atrds somente da Nigéria. A produgdo nacional ocorre
principamente na regido Nordeste, onde possui grande valor estratégico, por suas caracteristicas
potenciais de ampla variabilidade genética, capacidade de adaptagdo, potencial produtivo e eficiéncia
na fixacdo bioldgica de nitrogénio, além de excelente valor nutritivo (FREIRE FILHO et al., 1999).
Apesar de ter sido uma das primeiras espécies investigadas por geneticistas, o feijao-caupi ainda
recebe pouca atencdo do ponto de vista cientifico e mundial, resultando em uma disponibilidade de
dados ainda restrita, quando comparado a outras leguminosas (CHEN et al., 2007). Isso decorre em
parte, por ser uma cultura associada, majoritariamente, a cultivos de subsisténcia, principalmente em
paises pobres ou em desenvolvimento, apesar de excecdes, como a produgdo norte-americana € o uso
em conservas.

O melhoramento genético da cultura é feito de modo convencional, a partir de inimeros cruzamentos
e sele¢des em diferentes anos e locais. No Brasil, ele € realizado principalmente pela Embrapa Meio-
Norte e empresas estaduais de pesquisa, como o IPA, em Pernambuco. Expansdes da cultura para
novas 4reas, nas regides Centro-Oeste e Norte, é uma realidade, bem com a necessidade de
incorporagdo de novas tecnologias pelo melhoramento convencional. O mapeamento genético de
gendtipos oriundos de programas de melhoramento brasileiro, permitird no futuro o uso da selecdo
assistida e a deteccdo de locos controladores de caracteres quantitativos (QTL) importantes para a
cultura em nossas condi¢cdes. Esse € um dos objetivos do Projeto NordEST, inserido no programa
RENORBIO. O projeto dispde de progénie com 221 linhas endogimicas recombinantes (RIL),
geradas pelo programa de melhoramento da Embrapa Meio-Norte, e resultantes do cruzamento dos
gendtipos IT85F-2687 e BR14-Mulato, portadores de reacdes contrarias as viroses CPSMV (Cowpea
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severe mosaic virus) e CABMV (Cowpea aphid-borne mosaic virus), entre outras caracteristicas de
producdo importantes. A progé€nie encontra-se atualmente em ensaio em campo para coleta de dados
fenotipicos. Desta forma, o desenvolvimento de marcadores moleculares nesta progénie permitird a
confec¢do de um mapa genético importante para a cultura. Dentre os diversos marcadores, aqueles do
tipo AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism), cuja técnica € considera uma das mais
sensiveis para a deteccdo de polimorfismos ao longo dos genomas, apresentam de boa para elevada
reprodutibilidade. Seu cardter multiplex, gerando um grande nimero de bandas informativas por
reacdo, associado a cobertura ampla do genoma, serd ttil, portanto, na saturacdo do mapa de ligacao.
O objetivo deste trabalho foi desenvolver marcadores moleculares AFLP para uso nesta progénie de
mapeamento.

Material e Métodos
Material vegetal e extracdo de DNA

Os DNAs gendmicos dos genitores IT85F-2687 e BR14-Mulato foram isolados a partir de folhas
frescas, de acordo com Weising et al. (1995).

Obtencgdo dos marcadores AFLP

A metodologia seguiu basicamente as recomendacdes do fabricante do kit AFLP ‘Analysis System
I’ (Invitrogen Life Technologies). Pré-amplificacdes e amplificagdes seletivas foram realizadas em
termociclador T1-Thermocycler (Biometra Inc.). As condi¢cdes de amplificagdo seguiram as
recomendagdes do kit. Os produtos de PCR, apds adi¢do de tampdo formamida 98 % (v/v), 10 mM
EDTA, 0,025% (p/v) de azul de bromofenol e 0,025 % (p/v) de xileno cianol, na razdo 2:1, foram
desnaturados (90°C por 5 min) e mantidos em gelo. Apds pré-corridas de 30 minutos a 50 W, 10 puL
das amostras desnaturadas foram separadas por eletroforese em gel de poliacrilamida 7% (p/v) em
condi¢do desnaturante (7M de uréia), durante corrida de 2 h, a 65 W, em cuba vertical, tipo de
seqiienciamento (C.B.S Scientific Co.). A visualizacdo dos fragmentos foi feita via coloracdo com
AgNO;, conforme Bassam et al. (1991). Todas as 64 combinagdes de primers disponiveis no kit
foram testadas com os DNAs dos genitores para avaliacdo do grau de polimorfismo, determinagdo das
condi¢des gerais de amplificacdo, e de visualizacdo dos marcadores obtidos. Amostra sem DNA e
contendo os componentes do mix foi incluida como controle negativo.

Resultados e Discussao

Das 64 combinagdes de primers disponiveis, trés ndo amplificaram (NA; Tab.1) e as demais
geraram um total de 2912 marcadores, sendo observados 663 polimorfismos entre os genitores. O
nimero de fragmentos amplificados por combinacdo de primers variou de 7 a 75, com média de
aproximadamente 48 por combinag¢do, inferior aqueles observados por Ouédraogo et al. (2001), com
média de 80 (variando de 58 a 166), mas revelados por autoradiografia, e Fang et al. (2007) com
média de 64 (variando de 41 a 81). Parte da diferenca é, portanto, creditada aos diferentes gendtipos
usados, as condicdes de corrida eletroforética e de revelagdo dos géis. Em média, foram observados
cerca de 10 polimorfismos por combinagdo de primers, sendo que 235 polimorfismos consistiram de
presenca de banda apenas em BR14-Mulato, com auséncia no outro genitor (aqui considerados como
do tipo a), enquanto que 428 apresentaram presenca de banda apenas em I'T85F-2687 (do tipo b). Em
48 das 64 combinagdes de primers, o nimero de polimorfismos do tipo a foi inferior ao tipo b e em
somente duas combinacdes o nimero de polimorfismos foi o mesmo. Essa menor quantidade de
polimorfismos entre os genitores (23% dos fragmentos amplificados) em comparacdo aos
monomorfismos observados (77%) é reflexo da base genética comum, compartilhada por estes e
muitos dos materiais do melhoramento (HEINZ, 1987), especialmente aqueles provenientes de mesmo
programa de melhoramento. A importancia dos polimorfismos reflete na qualidade de informacgado
proporcionada pelos diferentes tipos de marcadores (LESPINASSE et al., 2000). No geral, as



melhores combinagdes para obtencdo de polimorfismos, dentre os primers direcionados para o sitio de
EcoRl, foram AGC, ACC e ACG, enquanto que para Msel foram CAT, CTA e CAA.
Especificamente, as melhores combinagdes para obteng¢do de polimorfismos foram ACC / CAT (43),
AGC / CAA (28), AGG / CTT (26), ACC / CAA e AGC / CTC (25 cada) (Tabela 1), estando de
acordo, no geral, com os resultados obtidos por Ouédraogo et al. (2001), com autoradiografia. Um
exemplo de gel obtido com algumas das combinac¢des pode ser vista na Figura 1. O nimero de
fragmentos amplificados, tendo um dos primers ACA (derivado de EcoRI) foi considerado pequeno
(médximo de 38), independente da combinagdo do outro primer (relativo ao sitio de Msel), enquanto
que para ACT, vérias combinagdes amplificaram menos que 10 polimorfismos (Tab.1). Combinacdes
mais ou menos eficientes sdo esperadas, por isso a andlise prévia da genotipagem dos genitores é

importante, alem disso problemas relacionados a amplificacdo (pré-amplificacdo ou amplificacdes
seletivas) podem ter ocorrido.

Conclusoes

A selecdo de primers para a genotipagem de progénies e constru¢do de mapas de ligagdo deve ser
feita levando-se em consideracdo os resultados de um teste de primers prévio e os trabalhos existentes
na literatura. Preferencialmente, devem ser escolhidos os primers que apresentarem maiores
polimorfismos entre os genitores. Cerca de 600 polimorfismos do tipo AFLP poderdo ser estudados
em segregacdo na populacdo de mapeamento em questao.
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Tabela 1. Fragmentos polimérficos entre os genitores BR14 mulato e IT85F-2687 em relacdo ao total
de fragmentos obtidos com combinacdes de primers AFLP (bases seletivas que iniciam com A sdo
referentes aos primers para EcoRI e aqueles com C sao de Msel).

Bases CAA CAC CAG CAT CTA CTC CTG CTT
Seletivas
AAC 9/64 9/58 6/47 18/59 7/44 NA 5/25 3/61
AAG 9/72 13/75 7157 6/49 13/62 5/36 4/64 0/41
ACA 6/19 4/13 0/8 NA 5/7 0/10 1/12 6/38
ACC 25/47 13/47 3/15 43/68 16/69 11/48 16/62 13/71
ACG 9/61 11/44 11/44 17/61 20/56 13/56 8/48 15/30
ACT 2/29 4/26 4/49 4/37 22/56 7/39 3/56 NA
AGC 28/45 13/47 17/41 13/45 13/64 25/70 15/42 8/37
AGG 11/64 17/63 7/46 18/66 11/67 9/65 6/48 26/62
NA — Combinagdes que ndo amplificaram
P1 P2 P1 P2 P PM1 P2 P1 P2

AGGICAA AGGICAT

s | 4

AGGICTA AGGICTC AGGICTT

Figura 1. Padrio de amplificacio dos genitores BR14 mulato (P1) e IT85F-2687 (P2) com
combinacdo de primers AFLP (somente as trés bases seletivas estdo representadas para EcoRI/Msel,

respectivamente).



