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INTRODUCAO: O feijoeiro (Phaseolus vulgaris L.) é uma cultura de grande
importancia econdmica e social no Brasil, pois representa a fonte de proteina
vegetal mais significativa para a alimentacdo. O feijdo é extremamente
diversificado em termos de cultivo, utilizacdo, variabilidade morfol6gica,
representando um forte impacto na cadeia produtiva e na distribuicdo de renda do
Pais. A selecdo para produtividade e outras caracteristicas agrondmicas de
interesse, incluindo resisténcia a fatores bidticos e abi6ticos, arquitetura da planta,
habito de crescimento, qualidade nutricional e tempo de cocgdo, € uma préatica
utilizada pelos melhoristas com intuito de desenvolver cultivares com um
desempenho superior. O melhoramento para reducdo do tempo de cocgdo visa
obter cultivares com grdos que permitem o cozimento mais rapido, adequando o
consumo ao ritmo de vida de grande parte da populacéo brasileira. A construcdo de
detalhados mapas genéticos por meio de marcadores moleculares, incluindo os
microssatélites (SSRs), tem gerado uma vasta quantidade de informac6es Uteis para
identificacdo de locos relacionados a caracteristicas de interesse, que em Gltima
andlise, complementam informagfes genéticas que visam a obtencdo de gendtipos
superiores. Deste modo, pode-se avaliar a composi¢do genotipica de populagdes
inteiras, seguir segmentos cromossdmicos ou marcadores individuais relacionados
a caracteristicas de interesse, durante todo o desenvolvimento de uma cultivar. Este
estudo tem como objetivo selecionar um conjunto de marcadores SSR para a
construcdo de um mapa genético para feijdo baseado em marcadores SSRs, o qual
sera utilizado para a analise de QTLs (Quantitative Trait Loci) para a caracteristica
tempo de coccéo em feijdo.

MATERIAL E METODOS: O material vegetal utilizado para a sele¢do dos locos
foram os genitores da populacdo que serd mapeada para a caracteristica tempo de
coccdo: Laranja (parental doador), que possui tempo de cocgdo reduzido, e CNFM
7875, bem adaptado as condi¢cdes de cultivo e com qualidade agronémica
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desejavel, além de possuir cor, tamanho e formato de grdo comercial. O DNA
gendmico foi extraido pelo método do CTAB proposto por Doyle e Doyle (1987).
A concentracdo do DNA foi estimada por eletroforese em gel de agarose 1% por
comparagdo visual com o DNA-padrdo do fago A. A concentracdo de DNA foi
estimada a partir da comparacdo visual das bandas, reveladas pela coloracdo com
brometo de étidio a 0,5ug/ mL, sendo que a concentracdo de cada amostra de DNA
foi ajustada para 3 ng/ul. Um conjunto de 288 marcadores SSR, sendo 109
previamente desenvolvidos, caracterizados e disponibilizados na literatura para
feijdo (Yu et al., 2000; Gaitan-Solis et al., 2002; Blair, et al., 2003) e 179,
desenvolvidos na Embrapa Recursos e Biotecnologia (dados ndo publicados),
foram testados quanto as condi¢bes de amplificacdo e polimorfismo entre os
genitores. Dos 288 marcadores, 242 foram desenvolvidos a partir de bibliotecas
gendmicas (242 locos), e 46 obtidos no GenBank. Inicialmente, os marcadores
foram testados a temperatura de 56°C. Os marcadores que ndo amplificaram foram
submetidos a condi¢fes de amplificacdo de menor estringéncia, ou seja, sofreram
reducdo em sua temperatura de anelamento (48°C, 50°C, 52°C). Para os SSRs com
padrdo de amplificagdo com mudltiplas bandas, aumentou-se a temperatura de
anelamento, visando aumentar a especificidade do produto amplificado (58°C e
60°C). As reacdes de amplificacdo foram conduzidas em um volume final de 15,
em termociclador PTC-100 (MJ Research) e os produtos amplificados foram
submetidos a eletroforese em géis de poliacrilamida 6%, corados com nitrato de
prata. Para os locos SSRs identificados como polimdrficos entre os genitores,
ajustou-se as condicGes para a eletroforese simultdnea de dois locos SSRs
considerando-se 0 tamanho dos fragmentos amplificados e a intensidade, na etapa
de coloracéo, do produto amplificado.

RESULTADOS E DISCUSSAOQ: Dos 288 marcadores testados, apos a otimizacio
das condicdes da PCR, 250 (77%) amplificaram produtos de boa qualidade
fornecendo um padrdo de bandas de facil interpretacdo, e apenas 38 (13%)
produziram amplificagdo inespecifica ou nenhuma amplificacdo. Dos 250 SSRs
com padrdo de amplificacdo satisfatorio, 63 (25,20%) apresentaram polimorfismo
entre os genitores. Dados similares foram obtidos por Frei et al. (2005), onde dos
108 marcadores SSRs, 30,56% foram polimdrficos e apenas 4,63% ndo
amplificaram. Dos locos polimoérficos 84,1% foram provenientes de bibliotecas
gendmicas e 15,9% de seqliéncias do GenBank. A maior capacidade de SSRs
derivados de bibliotecas gendmicas em detectar polimorfismo entre os parentais,
em relacdo aos oriundos do GenBank, deve-se ao fato de que estes ultimos sdo em
sua maioria obtidos a partir de sequéncias genOmicas expressas, €
consequentemente mais conservadas. Um maior aproveitamento quanto ao nivel de
polimorfismo em populages de mapeamento foi relatado por Yu et al. (2000)
onde, dos 37 locos SSRs provenientes de GenBank analisados em genétipos de
feijdo, 43,24% foram polimorficos e apenas 13,51% ndo amplificaram. O baixo
polimorfismo encontrado entre os locos avaliados pode estar relacionado a estreita
base genética da cultura, pois 0s genitores do cruzamento avaliado sdo linhagens
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elite do mesmo centro de domesticacdo (Mesoamericano), o que justificaria a
reduzida variabilidade alélica encontrada. Atualmente existe uma preocupagao em
aumentar a variabilidade genética do feijdo, através da introducéo de genétipos de
base genética ampla como genitores dos programas de melhoramento e pré-
melhoramento da Embrapa.

CONCLUSOES: Marcadores SSR derivados de bibliotecas gendmicas foram mais
polimérficos do que os SSR obtidos a partir de sequéncias do GenBank. Em fun¢éo
do reduzido nivel de polimorfismo identificado entre os SSR para 0s genitores da
populacdo de mapeamento utilizada, um nimero adicional de SSRs derivados de
novas bibliotecas gendmicas estd sendo desenvolvido. Os marcadores SSR
identificados como polimorficos entre os genitores estdo sendo genotipados em
uma populacdo composta por 94 individuos F,, e 0s dados de segregacdo serdo
utilizados para a construgdo do mapa de ligagdo e analise de QTLs. A expectativa é
gue ao final deste estudo sejam identificados marcadores SSR associados a
caracteristica tempo de coc¢do em feijao, e obtidas linhagens com tempo de coc¢édo
reduzido, visando o lancamento de cultivares comerciais com maior valor
agregado.
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