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RESUMO

O feijdo comum, Phaseolus vulgaris, representa importante fonte de proteinas
para a maioria da populacio de paises subdesenvolvidos e de baixa renda . Visando
essa importancia na alimentacéo humana, programas de melhoramento recorrem a
Cruzamentos entre espécies para a obtengdo de cultivares mais adaptadas a regido
de cultivo.

O feijao-tepari, Phaseolus acutifolius, é reconhecido como importante fonte de
resisténcia a seca, sendo portanto um excelente genctipo para cruzamentos
interespecificos com P. vulgaris.

O monitoramento do melhoramento cléssico pela genética molecular pode
reduzir gastos e ganhar tempo até o langamento de novas Cultivares.

Com a intencédo de avaliar a recombinagéo genética do cruzamento entre P
vulgaris, cultivar ica Pijdo e P. acutifolius, cultivar GL-0441, seguidos de dois
retrocruzamentos com o pai recorrente P. vulgaris, avaliou-se as segregacgoes
génicas em 39 individuos da progénie resultante R,C .

Os resultados indicaram que uma autofecundagdo em R;C; pode ter ocorrido,
€ que possiveis falhas de pareamento e complexas interagdes génicas ou
cromossdmicas estejam alterando a propor¢céo esperada 3:1 de homozigotos :
heterozigotos.

Dois grupos de ligagdo foram construidos a partir dos marcadores
bioquimicos e moleculares, por este mapa foi identificado ocorréncia de
recombinagdo génica entre ambas espécies.
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1. INTRODUCAO

1. 1. A Cultura

alimentar de grande parte da Populagdo mundial, principalmente em paises
subdesenvolvidos e de baixa renda, da América Latina e Africa, onde representa
principal fonte protéica.

O feijdo ¢ o 40 produto em area plantada, e o 6° em valor da producso
agricola no Brasil. Sua importancia social, como alimento substituto de proteinas
animais, e o consumo generalizado pela populacéo brasileira, justifica o esforgo de
pesquisa no sentido de obter melhores niveis de produtividade e garantia do

de feijdo. Dentre eles, a quebra de tolerancia e ou resisténcia.

A criagdo de novos cultivares, visando Potencial produtivo elevado e
adaptabilidade climatica, & um dos principais componentes da estrutura de producéo
do feijdo. A tecnologia gerada através destes processos, envolvendo anos de
Pesquisa e vastos recursos financeiros, precisa ser levada ao agricuitor, o que sé
podera ser feito por meio da semente (VIEIRA, 1988)
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A variabilidade genética existente na natureza fornece elementos que
possibilitam a melhoria e a adaptacdo de uma determinada espécie a um
determinado ambiente. Sendo ampiamente utilizada no melhoramneto genético, ela
€ a base na qual se fundamenta o trabalho de criagéo de novos cultivares (VIEIRA,
1988).

1. 2. Genética

Segundo  Burkart (1952), o género Phaseolus & composto  por
aproximadamente 180 espécies, distribuidas nas zonas quentes de ambos
hemisférios, mas com predominancia nas Américas, sendo a maioria dipldides
(2n=22), de reproducso autogamica, havendo raras excegbes. Portanto, a presenca
de diversas espécies silvestres e a ampla distribuicdo geografica que possui, o torna
uma planta modelo para estudos de transferéncia genética, expressao geénica,
comportamento do genoma, mapeamento genetico e evolucgéo.

A espécie mais cultivada do género Phaseolus, é o feijdo comum Phaseolus
vulgaris, amplamente distribuido e utilizado, além de sua importancia social, possui
caracteristicas como ploidia e ciclo curto, que o torna, excelente base para o fluxo
génico com outras espécies.

O P. vulgaris, em geral nao se adapta aos tropicos Umidos, mas cresce bem
em areas com chuvas regulares, desde os trépicos até as zonas temperadas . E
muito sensivel tanto as geadas quanto as altas temperaturas. Condigcbes de seca
durante as épocas criticas do florescimento ao enchimento da vagem, s&o também
muito prejudiciais. Da mesma maneira, o excesso de chuva causa a queda de fiores
€ aumenta a ocorréncia de enfermidades (ZIMMERMANN & TEIXEIRA, 1988).

O feijéo-tepari (Phaseolus acutifolius), tem distribuicéo limitada, e é cultivado
com alguma intensidade nas areas do Sudoeste da América do Norte. Verifica-se na
literatura, que esta espécie tem uma resisténcia consideravel a seca, e caracteriza-
S€ por apresentar folhas e sementes pequenas e rendimentos muito baixo, mesmo
sob condigdes favoraveis, quando comparada com o feijoeiro comum (P. vulgaris) -
(ZIMMERMANN & TEIXEIRA, 1988).
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1. 3. Cruzamentos Interespecificos

A exploragao de espécies afins de plantas cultivadas é uma das maneiras de
se introduzir genes adicionais em variedades cuitivadas. A hibridagdo é um
importante instrumento para o melhoramento de espécies de plantas cultivadas. A
variabilidade pode ser obtida tanto por meio da hibridagdo intervarietal (métodos
convencionais), quanto entre diferentes géneros (intergenéricas), ou entre diferentes
espécies (interespecificas) (PRESTES & GOULART, 1995).

Os cruzamentos de P. vulgaris com P. acutifolius, apresentam resultados ricos
em informagbes genéticas para fins agrondmicos, morfolégicos, bioquimicos e
moleculares. Do ponto de vista basico, estas informacées tém sido utilizadas para
especulacoes da origem. isolamento geografico, compatibilidade de cruzamento e
outros, e s&o aplicados diretamente na orientagdo em programas de melhoramento.

Segundo Mejia-Jiménez et al. (1994), o sucesso nas transferéncias de genes
da maioria das caracteristicas de interesse de tepari para feijdo comum, tem sido
poucas vezes realizadas, e entre as causas para esse limitado sucesso inciui: uso
de poucos genétipos de ambas espécies para hibridagéo; ocorréncia de hibridos F1
letais, associados a certos genodtipos de ambas espécies; ocorréncia de aborto do
embri&o; esterilidade do hibrido e avaliagdo inadequada da progénie hibrida
interespecifica.

A realizagdo de cruzamentos entre espécies do género Phaseolus, tem sido
usado como alternativa para incorporar ao feij&o comum (P. vulgaris) determinadas
caracteristicas agronémicas importantes, como resisténcia a doengas e pragas e
resisténcia a seca, que estao presentes nas demais espécies cuitivadas do género.
Sobre outro aspecto a realizacéo de tais cruzamentos, serve para estudar a relagéo
evolutiva entre espécies (SMARTT, 1970).

Crocomo & Cabral (1985) destacaram a espécie P. acutifolius como uma
importante fonte de tolerancia ao estresse hidrico e térmico, e resistente 3 algumas
doencas. Thomas & Waines (1984) relataram a importancia da espécie em
hibridagéo interespecifica com P vulgaris, como fonte de tolerancia ao estresse
hidrico e a altas temperaturas.

Variedades de plantas de mesma espécie, hibridizam-se faciimente, mas

conforme aumenta-se a distancia genética entre os envolvidos, aumenta-se as



dificuldades de sucesso na hibridacdo. As tentativas de transferéncia de
caracteristica para o feijdo comum por hibridagao interespecifica, ndo t&m sido bem
sucedidas, devido aos diferentes niveis de incompatibilidade (CIAT, 1990).

Guo et al (1989) citam o melhor desempenho de hibridos resultantes de
retrocruzamentos entre Fhaseolus coccineus e P Vulgaris, quando este Uitimo foi
usado como pai recorrente. Da mesma forma, Mejia-Jiménez et al, (1994), relatam
ser gradativamente dispensavel o uso de cultura de embrides, para resgatar hibridos
entre P. vulgaris e P acutifolius, a medida que retrocruzamentos com P vulgaris
recorrente eram realizados

O principal procedimento para a transferéncia direta de genes & por meio da
manipulacéo sexual. Apés a producéo de hibridos faz-se o retrocruzamento com o
genitores de caracteres desejaveis (GOULART, 1990).

O método de retrocruzamento, é freqUentemente eémpregado em cruzamentos
divergentes, visando elevar a frequéncia de genes favoraveis na populagdo. Ele
pode também ser aplicado na adaptacéo de germoplasma exdtico, reduzindo sua
contribuicdo genética na formagéo de populagdes segregantes.

Mejia-Jiménez ef aj. (1994), citam que problemas com esterilidade do hibrido
F1, poderiam ser vencidos parcialmente pelo retrocruzamento recorrente com feijao
comum, mas isso reduz a possibilidde de reter genes de interesse do tepari.

O comportamento citogenético, pode muitas vezes estar associado 3
viabilidade do hibrido, onde o pareamento entre cromossomos & consequéncia da
uma complexa interagio entre genes. Este pareamento é essencial para o sucesso
de cruzamentos interespecificos (PRESTES & GOULART, 1995),

Os efeitos deletérios dos genes envolvidos em cruzamentos entre individuos
que ndo pertengcam & mesma especie, podem ser eliminados S€ 08 cromossomos
forem homélogos, pois ha recombinagéo, entretanto se os cromossomos forem
homediogos ou nao homoiogos, tais efeitos tornam-se dificeis de serem eliminados
(PRESTES & GOULART, 1995).

A expanséo da base hereditaria e a identificacdo e transferéncia desses
caracteres importantes de fontes primarias e secundarias de genes, s&o alguns dos
desafios que devem ser resolvidos (CIAT, 1990). Porém, muitas das limitagdes
apresentadas a pesquisa nao podem ser resoividas pela pesquisa convencional,



(GOULART, 1996).
1. 4. Marcadores Bioquimicos e Moleculares

Os marcadores bioquimicos obtidos sejam por uma reagdo enzimatica
diferenciada entre individuos, ouy POr uma proteina constitutiva polimorfica, sao
caracteres de interesse em estudo de genética e evolugdo como: estudos de
diversidade genética, estudos de ligacdo associadas a Caracteristicas importantes e
outros. Dessa forma, os marcadores bioquimicos, juntamente com outros tém
contribuido para elucidacéo de varios estudos genéticos (VIEIRA, 1997).

O centro de origem do feijoeiro comum (P. vulgaris) e do feijdo-tepari
(P.acutifolius) é conhecido como Mesoamericano, compreendendo o sul do Mexico,
e América Central (VIEIRA, 1967). Os primeiros autores a estudarem os centros de
origem do feijdo, basearam-se em caracteristicas morfoldgicas distintas e comuns
observadas nas plantas. A partir da década de 70, o uso de marcadores bioquimicos
comeca a ser utilizado, adicionando informagGes para diferenciar 0s centros de
origem de cultivares e especies do género Phaseolys.

A faseolina esta diretamente envolvida com o centro de origem no género
Phaseolus. Dois centros conhecidos, denominados mesoamericano e andino, para
0s quais ha um padrao de faseoling conhecido e distinguivel.

A faseolina € um marcador bioquimico bastante utilizado nos estudos
geneticos em feijoeiro comum. Ela € a principal proteina de reseva da semente de
feijoeiro comum, e representa 36-46% do total de proteina da semente (MA & BLISS,
1978).

Estudos genéticos envolvendo cruzamentos, mostraram que os genes que
codificam os diferentes polipeptideos componentes da faseolina estdo intimamente
ligados, formando um bloco génico, que é herdado em carater de heranga simples
(ROMERO et al., 1975)

A biologia molecular tem sido uma 6tima ferramenta para estudos de
diversidade genética. Informagées sobre o parentesco ou a similaridade genética
entre cultivares dentro de um banco de germoplasma, tem aplicacées importantes no
melhoramento de plantas (THOMANN, et al. 1993).
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A tecnologia da PCR (Reacado em Cadeia da Polimerase), surgiu na década
de 80, e sua concepegao causou um verdadeira revolugéo na biologia. A facilidade,
rapidez, versatilidade e sensibilidade da PCR, a torna poderosa para estudos
genéticos moleculares envolvendo grande nimero de individuos de qualquer
organismo vivo,

A PCR é caracterizada por um ciclo de 3 atapas: desnaturacgdo, anelamento e
extensdo. A fita dupia de DNA alvo é desnaturada, a seguir ocorre o anelamento de
primers, e por final, a enzima DNA polimerase sintetise nova fita, pela adicdo de
nucleotideos. Este ciclo é repetido muitas vezes de forma a produzir o DNA alvo em
progressdo geomeétrica.

A partir de 1990, um nova técnica PCR-RAPD (Random Ampilified
Polymorphic DNA), foi desenvoivida com a idéia de se utilizar primers curtos (10 pb),
de sequéncia arbitraria (WILLIAMS, et al., 1990). A principal vantagem da técnica
PCR-RAPD é a de nao requerer informagbes genéticas prévias da sequéncia de
DNA (TINGEY, et al., 1992).

Além dessa importante Caracteristica , Williams et al., (1990), em seu
trabalho destacam como grandes vantagens a rapidez e simplicidade da técnica, e a
utilizagéo de quantidades minimas de DNA necessérias para analise gendmica de
um individuo.

Uma caracteristica da técnica PCR-RAPD, é o fato de se comportarem como
marcadores genéticos dominantes, isto é o individuo heterozigoto ndo é
diferenciado do homozigoto dominante para amplificacdo. E usada em uma
variedade de aplicagées incluindo: construcéo de mapas genéticos, estabelecimento
de relacionamentos filogenéticos, analise de estrutura e diversidade genética em
populagdes, obtencdo de fingerprints, marcas moleculares associadas a genes de
interesse.

Os marcadores moleculares sao aplicados em programas de melhoramento
para: reduzirem o numero de retrocruzamentos, e ou cruzamentos dialélicos,
ligacdes a genes de resisténcia, controle de qualidade por fingerprints, incorporacéo
de genes, e monitoragdo a introducdes de genes de plantas silvestres. A utilizacéo
de marcadores moleculares apresenta varias vantagens sobre marcadores
morfologicos convencionais, tais como: exibem neutralidade fenotipica sem
influéncia ambiental: sio herdados em dominancia e codominancia, raramente



exibem interacoes epistaticas ou pleiotropicas, podendo ser detectado tanto em
tecidos jovens como adultos, apresentam resultados positivos quanto ao
melhoramento de caracteristicas quantitativas (BECKMAM & SOLLER, 1983).

A técnica RAPD utiliza um primer, e este tem sequéncia arbitraria de
nucleotideos, Os marcadores comportam-se com domin&ncia, havendo g
possibilidade de se comportarem com codominancia (individuos 2n). Os marcadores
RAPD apresentam-se de maneira muito eficiénte no mapeamento de polimorfismo
ligados a locos de resisténcia a doencas (FERREIRA & GRATTAPAGLIA, 1 996).

Os marcadores moleculares podem maximizar a eficiéncia dos programas de
retrocruzamentos, aumentando a probabilidade de conversio dos individuos e
reduzindo o tempo requerido para obter uma recuperacdo aceitavel do progenitor
recorrente (BOREM, 1997). Diversas aplicacbes de marcadores moleculares em
melhoramento genético podem ser distribuidas em aplicagdes cujos resultados
apresentam expectativas de curto, meédio e longo prazo. (FERREIRA &
GRATTAPAGLIA, 1996).

A proporgdo do genoma que pode ser monitorada com marcadores
moleculares é em func&o do seu nimero e da sua distribuicdo no genoma. Para as
espécies que dispdem de Mmapas com marcadores que saturam o genoma em
intervalos menores que 20 cM seria teoricamente possivel selecionar um individuo
praticamente idéntico ao genitor recorrente com a avaliagéo de grande nidmero de
progénies da primeira geracéo de retrocruzamentos (BOREM, 1997).

As aplicacbes de curto prazo envolvem basicamente, a identificacdo e
discriminacdo de gendtipos. Nas aplicacées de medio-longo prazo, os marcadores
permitem quantificar a variabilidade genética ao nivel de sequéncia de DNA e
correlaciona-la com a expressao fenotipica em procedimentos de mapeamento
genético (FERREIRA & GRATTAPAGLIA, 1996),

A analise genética ao nivel de DNA esta se tornando cada vez mais eficiénte.
Com isso, uma grande quantidade de informagdes sobre genomas de plantas
Cultivadas estdo sendo geradas. As perspectivas sdo de que as préximas décadas
assistirdo a uma explosdo deste conhecimento, abrindo inimeras oportunidades
para a exploracdo mais eficiente da variabilidade genética existente tanto nas
variedades cuitivadas como no germoplasma silvestre. Hoje, a identificacdo e
localizac&o de genes de importancia econdémica é um objetivo atingivel ndo somente
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nas culturas tradicionais mais estudadas e manipuladas geneticamente, mas
também em espécies essencialmente ndo domesticadas de habito como florestais e
frutiferas (FERREIRA & GRATTAPAGLIA, 1996).
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2. OBJETIVOS

2. 1. Geral

- Analisar da Segregacao génica resultante do cruzamento entre as espécies
Phaseolus vuigaris e Phaseoius acutifolius.

2. 2. Especifico

- Determinar a divergéncia genética entre as espécies Phaseolus vulgaris e
Phaseolus acutifolius, e caracteriza-la bioquimica e molecularmente;
- Realizar estudos de ligagdo entre os marcadores bioguimicos e moieculares.
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3. MATERIAL E METODOS

O presente trabalho foi realizado no Laboratério de Genética Molecular,
pertencente ao Departamento de Genética e Bioquimica, da Universidade Federal
de Uberlandia, no periodo de junho de 1997 a junho de 1998.

3. 1. Material Biolégico

Para a realizacdo deste trabalho, foram obtidas junto ao CNPAF (Centro
Nacional de Pesquisa de Arroz e Feijgo, Goiania — GO ), sementes de Phaseolus
vulgaris (Feiido comum), cultivar lca Pijdo, Phaseolus acutifolius (Feijao-tepari),
Série GL-0441, e uma progénie de 39 hibridos resuitante de dois retrocruzamentos
entre as espécies, onde a especie P. vulgaris foi utilizada como genitor recorrente, e
P. acutifolius como genitor doador ( Tabela 1).

As sementes dos genitores e a progénie R,C; foram divididas em dois lotes
com duas sementes cada, sendo um deles usado para andlise eletroforética das
frages protéicas e o outro plantado em casa de vegetacao, para o desenvolvimento
das plantas e obtencéo de folhas para extragdes de DNA.
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Tabela 1. Relagdo das espécies ¢ hibridos analisados

Genitores

Phaseolus vulgaris  Tca Pijao
Phaseolus acutifolivs GL-0441

Progéllie RZC;

3262 3312 10867 10881
3267 10858 10868 10882
3272 10859 10869 10883
3277 10860 10871 10884
3282 10861 10872 10885
3287 10862 10874 10886
3292 10863 10875 10888
3297 10864 10877 10889
3302 10865 10878 10890
3307 10866 10880

3. 2. Analise Bioquimica

3. 2. 1. Extragédo de Proteinas

A principio retirou-se o tegumento e o embrido das sementes, os cotilédones
foram ent&do macerados em gral de porcelana até a formag&o de um pé fino, que foi
transferido a tubos de eppendorff, para a realizacdo da extracao das fracdes
protéicas. Estas foram armazenadas em freezer —80°C para posterior analise
eletroforética.

3. 2. 1. 1. Faseolina

O procedimento para a extragdo de faseolina, foi segundo o protocolo descrito
por Romero et al. (1975), com modificagbes no tempo de extracdo. Foi adicionado a
60 mg de macerado, 1,2 ml de solucéo de extracdo (NaCl 0,5 M, &cido ascorbico
0,25 M, pH 24). O extrato permaneceu em agitacdo constante por uma hora,
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protegido de luminosidade, para a extragao da proteina, em seguida foi centrifugado
a 13.000 rpm por 20 minutos, a 4°C. O sobrenadante foi coletado, e a ele adicionado
oX seu volume de agua desionizada gelada (padronizou-se a retirada de 250 ul do
volume total do sobrenadante para que a extragdo fosse realizada em microtubos de
1,5 mi). Esta etapa foi repetida por duas vezes para a eliminagcdo do &cido

ascorbico, e o precipitado final obtido foi solubilizado em 250 ul de NaCi 0,5 M.

3. 2. 1. 2. Proteinas Solaveis em NaCli 0,5M

As proteinas foram extraidas de acordo com o protocolo descrito por
Echeverrigaray et al. (1993). Junto a 20 mg de macerado foi adicionado 200 pul de
solugdo NaCl 0,5 M, e mantido sob agitacéo constante, a 4°C. O extrato foi entéo
centrifugado a 10.000 rpm por 20 minutos, e o sobrenadante recoihido.

3. 2. 2. Eletroforese em Gel de Poliacrilamida Desnaturante (SDS-PAGE)

As amostras de proteinas foram desnaturadas e dissociadas em seus
constituintes peptideos, por aquecimento a 100°C por 5 minutos em presenga de
tampéo da amostra 2X SDS huffer (0,125 M Tris-HCI, pH = 6.8, SDS 4%, glicerol
20%, B-mercaptoetanol 10 %), (LAEMMLI, 1970).

As subunidades foram Separadas por eletroforese em gel de poliacrilamida
desnaturante (SDS-PAGE), segundo Laemmii (1970) na concentracdo de 10%. As
dimensbes dos géis foram de 16 cm x 17 cm x 0,75mm.

Como solugéo tamp3o, para a corrida eletroforética, foi utilizado Trizma base
0,1M; EDTA 7,8 mM:; glicina 0,77 M e SDS 0,3% pH 8,3.

As eletroforeses foram conduzidas a 20 mA por aproximadamente 5 h, tanto
para a faseolina como para a fracdo soluvel em NaCi 0,5 M.

Apbs esta etapa, os géis foram corados em solucdo de Coomassie Brilhant
Blue R 250 (50% metanol: 0,125% Coomassie; 10% acido acético), por um periodo
de 12 h, entéo foram submetidos & solugdo de descoloragéo (10% metanol; 0,7%



acido acético), para retirada do excesso de corante, e por fim fixados em solugao
fixadora (acido acético 7%).

Os géis foram secados baseado no metodo de Popescu (1983), adaptado para
secagem em bastidores, onde eram envolvidos entre duas folhas de papel ceiofane

Poroso, e esticados no bastidor, permanecendo assim por 24 h, aproximadamente.

3. 3. Andlise Molecular

3. 3. 1. Extragdo de DNA

O DNA gendmico, foi extraido de acordo com o procedimento descrito por
Vilarinhos et al. ( 1984), com algumas adaptagbes para microextracdo em
microcentrifuga. Inicialmente folhas jovens foram coletadas, logo em seguida
pesados 200 mg, e maceradas em presenca de nitrogénio liquido. O macerado foi
transferido para microtubos de 2 mi, onde foi adicionado 1 mi de tamp&o de extracao
(Tris-HCI 100mM pH 8,0: EDTA 50 mM PH 8,0; NaCl 1 M; 1,5% de CTAB: 1% de B-
mercaptoetanol), e incubadas em banho-maria a temperatura de 65°C por 60 a 90
minutos aproximadamente, fazendo agitacées suaves a cada 15 minutos. Para o
processo de desproteinizacdo, 600 ul de cloroférmio-aicool isoamilico (24:1), foi
adicionado ao tubo, realizando leves agitagcdes por inversdo, durante 5 minutos. Os
microtubos foram centrifugados por 15 minutos a 4000 rom. O sobrenadante foi
transferido para um novo tubo, e submetido a uma nova etapa de desproteinizacdo
com 900 ul de cloroférmio-alcool isoamilico (24:1), sob a mesma condigdo anterior.
Ao sobrenadante final, foi adicionado 2/3 de seu volume de isopropanol gelado, e os
tubos deixados em freezer o tempo suficiente para a precipitacdo do DNA. A seguir,
foram centrifugados a 10000 rem por 10 minutos, onde a fase aquosa foi removida,
€ o precipitado incubado com etanol 80% a 37°C por 20 minutos. Passada esta
etapa, o DNA foi secado a vacuo e ressuspendido em 200 pl de tampao TE (Tris-HCI
10mM pH 8,0 e EDTA 1 mM pH 8,0) contendo RNAse na concentracéo de 10 pg/ml,
e incubado a 37°C para a total dissolugdo do DNA. As amostra foram armazenadas
a-80°C.
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3. 3. 2. Dosagem do DNA em Espectrofotdmetro

O DNA foi quantificado por leitura de absorbancia a 260 nm em
éspectrofotometro, Sambrook et al., (1989), utilizando uma aliquota de 10 ul de cada
amostra diluida 100 vezes. A qualidade do DNA foi avaliada submetendo-se 10 ul da
amostra a eletroforese em gel de agarose a 0,8%. Apbs a avaliacdo as amostra

foram diluidas em agua ultrapura, em concentragéo para trabalho de 10ng/yl.

3. 3. 3. Ampiificagdo do DNA via PCR pela Técnica RAPD

A PCR é caracterizada por um ciclo de 3 etapas: desnaturacéo, anelamento e
extensdo. A fita dupla de DNA é desnaturada a aproximadamente 95°C, em seguida
a temperatura cai em torno de 45°C, onde ocorre o anelamento de primers, e por
final, ha um novo aumento de temperatura para 72°C, permitindo que a enzima DNA
polimerase sintetiza nova fita, pela adigdo de nucleotideos. Este ciclo é repetido
muitas vezes de forma & produzir o DNA aivo em progressdo geomeétrica.

A reagéo em cadeia da polimerase foi realizada de acordo com Williams et al.
(1990), com algumas modificaces. Foram testados 4 primers de sequéncia
arbitraria com 10 pb de comprimento, da OPERON Technology (Tabela 2). Cada
reagao de amplificagdo continha: 1,5 unidade de Tag DNA polimerase, tampé&o de
reacéo 1X (10 mM Tris-HCI pH 8,0; 50 mM de KCI; 2,0 mM de MgCi2), 100 mM de
cada (dCTP, dATP, dGTP e dTTP), 8 pmoles de cada oligonuceotideo (primers), e
20 ng de DNA gendmico, compietando com agua ultrapura para um volume finai de
25 ul.

As reacbes ocorreram em termociclador MJ Research INC, modelo PTC-100,
programado para 3 ciclos iniciais de 94°C/1 min., 35°C/2 min. e 72°C/2 min., mais 34
ciclos 94°C/10 seg., 40°C/20 seg. e 72°C/2 min., com uma extensao final de 72°C/5
min., conforme descrito por Young & Kelly (1996).



)

AL R K

)

)

) 29D

)

Tabela 2. Sequéncia dos primers testados para analise de

divergéncia genética entre P. vulgaris e P. acutifolius

Primer

Sequencia (5° — 3)

OPB-10
OPB-11
OPB-18
OPS 11

CTGCTGGGAC
GTAGACCCGT
CCACAGCAGT
AGTCGGGTGG

3. 3. 4. Eletroforese em Gel de Agarose e Visualizagio dos Fragmentos

15

Os produtos amplificados foram corados com brometo de etideo (0,2 ug/mi),

visualizados em transiuminador de iuz ultravioleta, e fotografados em ImageMaster-

VDS. Como suporte para a separacao das regiées amplificadas foi utilizado gel de
agarose 1,2% e tampao de gel de eletroforese de TBE 0,5X (Tris-HCI, EDTA e acido
bérico), (SAMBROOK et al., 1989).0 tempo para a corrida eletroforética, foi de 2 a 3
h, até que as bandas estivessem nitidamente separadas no gel.

3.4. Estudos de Ligacoes por Analise Bioquimica e Molecular

Por meio do padréo de segregacdo genética da progénie, uma matriz de

dados foi analisada considerando presenca e auséncia de bandas. Para a

Caracterizac&o dos grupos de ligacdo, e percentual da disténcia genética dos

individuos, foi utilizado o programa Mapmaker e

‘Analise de Clusters”
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4. RESULTADOS

4. 1. Faseolina

O perfil eletroforético da faseolina para os genitores Ica Pijao e GL-0441, nzo
apresentou diferencas. Duas bandas de pesos moleculares 45.71 kDa e 40.10 kDa,
foram identificadas em ambos. Os hibridos R2Cy, da mesma forma, obtiveram o
Mesmo padrao de bandas encontrado nos genitores (Figura 1).

4. 2. Proteinas Soltveis em NaCl 05M

Dez bandas protéicas, obtidas pela eletroforese realizada em ambos
genitores e hibridos, ica Pijgo (pai recorrente), GL-0441(pai doador), e R,C;, foram
analisadas quanto 3 presenca e auséncia de bandas. A presenca de heterozigose foi
detectada em apenas 2 bandas, as da lecitina, de 27 kDa e 23 kDa (Figura 2), com
proporcéo de individuos heterozigotos de 7.69% (3 casos em 39). Em 7 bandas, os
resultados apresentaram, uma proporcdo de 3:1, sendo 75% de Caracteristica
homozigética herdada do pai recorrente, Ica Pijdo, e 25% de Caracteristica
homozigética herdada do Pai doador (Figura 3). Em uma das bandas a de 33.4 kDa,

houve Ségregacao 3:1 com prevaléncia de bandas herdadas da cuitivar GL-0441
(Figura 3).
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Fig 1. Eletroforese em SDS-PAGE 10% dos padrées de faseolina
encontrados : (M) marcador 6H, (1) Ica Pijdo (P. vulgaris); (2)
GL-0441 (~. acutifolius) e Hibridos R;Ci: (10884, 10885,
10886, 10888, 10889, 10890).

Fig 2. Perfil eletroforético em SDS-PAGE 10% de proteinas soliveis
em NaCl 0,5M, destacando a lecitina: (M) marcador 6H, (1) Ica
Pijao (P. vulgaris); (2) GL-0441 (P. acutifolius), e Hibridos
R,Cy: (10883, 10884, 10885, 10886, 10888, 10889, 10890). As
setas indicam bandas em heterozigose nos individuos.

17
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Fig 3. Perfil eletroforético em SDS-PAGE 10% de proteinas soltiveis em NaCl
0,5 M: (M) marcador 6H, (1) Ica Pijdo ( P. vulgairs): (2) GL-0441 (P.
acutifolius) e Hibridos R,C,: (10869, 10871, 10872, 10874, 10875, 10877,
10878, 10880, 10881, 10882). As bandas sinalizadas pela seta apresentaram.
distrihnicio 3-1



4. 3. Marcadores Moleculares RAPD

Os quatro primers testados, geraram um total de cinco bandas polimérficas
(Tabela 3), que foram avaliadas quanto a presenca e auséncia de bandas. Entre
e8sas cinco, trés sdo resultado de amplificagéo pelo OPB-10, uma pelo OPB-18 e
uma pelo OPS-11. Das trés bandas polimorficas geradas pelo OPB-10, uma (600 pb)
apresentou segregacéo de 3-1 (29 bandas presentes para 10 ausentes), as outras
duas bandas polimorficas geradas, 530 pb e 1230 pb, apresentaram segregacao de

37:2 (presentes para ausentes) e 33:6 (ausentes para presentes), respectivamente
(Figura 4).

Tabela 3. Totais de bandas amplificadas e polimérficas por primer

Bandas
Primer Totais Polimorficas Tamanho pb
OPB-10 12 03 380-1800
OPB-11 12 00 320-2072
OPB-18 04 01 400-2000
OPS-11 08 01 300-1400

Outra banda 3 apresentar segregacao polimérfica, foi a de 1000 pb gerada
pelo primer OPS-11, com 31 presentes para 8 ausentes. 0O primer OPB-18, gerou
banda polimérfica de 800 pb, na proporgio de 33:6, presentes para ausentes.

Além das bandas polimorficas, foi constatado também bandas que estio
presentes em todos os individuos R2C1, e que estio presentes apenas no cultivar
Ica Pijgo, geradas pelos primers OPB-10 e 11 (Figuras 4 e 5), e OPS-11. Caso
semelhante nao foi encontrado para a cultivar GL-0441, exceto se essa banda
estiver presente em ambos genitores.

Bandas aparentemente nao €ncontradas nos genitores foram constatadas nos
hibridos R,C;, em amplicagéo pelo primer OPB-11 (Figura 5).



M1 2 Hibrides R,C,

<4 1230 pb

600 pb
< s pb

Fig.4. Eletroforese de DNA, em gel de agarose 1,2%. primer OPB-10. (M)

marcador molecular 100 pb; (1) Ica Pijao (2. vulgaris); (2) GL-
0441(P. acutifoliusy e Hibridos R.C: (3262, 3267, 3272, 32773282,
3287, 3292, 3297, 3302, 3307, 3312, 10858, 10859, 10860, 10861,
10862, 10863).

M1 2 Hibridos RgC]

. Eletroforese de DNA em gel de agarose 1,2%. Primer OPB-11.

(M) Matreador Molecular 100 pb; (1) Ica Pijae (P, vilgaris); (2)
GL-0441 (P. acutifoliusy, e Hibridos R,C;: (3262, 3267, 3272,
3277, 3282, 3287, 3292, 3297, 3302, 3307, 3312, 10858, 10859,
10860, 10861, 10862, 10863)

20
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4. 4. Estudos de Ligagao

Todas as bandas polimérficas obtidas de DNA e proteinas, foram lancadas
em uma matriz baseada na presenca e auséncia de bandas, e entdo analisados no
programa Mapmaker, versdo 3.0, para estudos de ligagdo. Foi entdo obtido dois
grupos de ligagéo, um maior composto pelos marcadores 27 kDa, 34kDa, 33.4 kDa,
OPB-10b, OPB-10a e OPS-11, totalizando 125,5 cM, e outro menor formado pelos
marcadores 23 kDa, 29 kDa, 28 kDa e 31.4 kDa, totalizando 32.2 cM. Quatro
marcadores 121 kDa, 63.6 kDa, 65 kDa e OPB-10c ndo apresentaram ligagéo
(Figura 6). No maior grupo, 33.4 kDa e o OPB-10b, representam um ligacao formada
por um marcador de proteina e outro de DNA, separados por 21.8 cM.

A maior distancia entre os marcadores foi de 31.9 cM, e a menor de 10.4 cM.

4. 5. Distancias Genéticas

A estimativa das distancias genéticas envolvendo genitores e progénies
R2C1, realizada pelo programa de estatistica, distinguiu dois Clusters, distantes em
65%, sendo um maior ao qual pertence a cultivar Ica Pijdo com 29 individuos, e
outro menor com a cultivar GL-0441, com 12 individuos. As propor¢cées em nimero
de individuos aproxima-se de 3:1 (Figura 7). Dentro do cluster do GL-0441, ha ainda
outra subdiviséo, separando este em dois menores Clusters distanciados por uma
distancia genética de 47%, O individuo mais proximo do GL-0441 é o 3262,
distanciados em 17%. As distancias genéticas entre os individuos do menor cluster
$a0 maiores que as distancias genéticas entre os individuos do maior cluster.

No cluster ao qual pertence a cultivar Ica Pijao, verifica-se menores distancias
genéticas entre seus individuos, sendo que a maior distancia observada foi de 31%.
Os individuos mais proximos da cultivar Ica Pijao, 10880, 10874, 10871 e 3267,
distanciam-se dele em 7%, e s3o praticamente idénticos molecularmente, de acordo
Ccom os marcadores estudados.
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Lec27kDa — OPB-10a = 530 pb
OPB-10b = 600 pb
319 eM OPB-10¢c = 1230 pb
34kDa —{—
250 cM
334 kDa
21.8cM
OPB-10b—{
25.0eM Lec 23kDa _ |
29 kDa
OPB-10s —1_ 104 cM
218 R —— Os marcadores:
121 kDa, 63.6 kDa,
OoPS-11 — 218 cM 65. kDa, OPB-10c,
nao estdo ligados a
314 kDa —— fenhum grupo. de
ligagéo.
1255 cM 322 cM

Fig 6. Mapa de ligacdo construido a partir dos marcadres bioquimicos e moleculares, de
hibridos R,C, de P. vulgaris e P. acutifolius.
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Fig 7. Diagrama da distancia genética entre 7. vulgaris, P. acutifolis e hibridos R,C;.
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5. DISCUSSOES

5. 1. Faseolina

A faseolina é uma proteina extremamente conservada, e esta diretamente
relacionada com o centro de origem da espécie (MA, & BLISS, 1978). A anélise do
perfil eletroforético de faseolina nao indicou diferencas entre as duas espécies,
provavelmente devido a origem comum, mesoamericana de ambas (VIEIRA ,1967).
Esta hipotese é reforgada, pelo comportamento dessa heranga obtido na progénie,
onde pode-se verificar que todos os individuos apresentam padréo idéntico ao dos
genitores (Figura 1).

5. 2. Proteinas Soltveis em NaCl 0,5 M

Estma-se que no retrocruzamento com o pai recorrente Ica Pijao,
aproximadamente 87,5% do genoma ja esteja presente na progénie R.Cy, e a
proporcéo de individuos homozigotos para heterozigotos deve ser de 3:1(Figura 8).
A caracteristica em homozigose herdada pelos hibridos deve pertencer ao genitor
recorrente.

As andlises das 10 bandas protéicas estudadas, neste trabalho, revelou que
a segregacao dos genes para essas bandas estio seguindo uma proporgéo de 3:1,
sendo 75% de caracteristicas homozigotas herdadas do genitor recorrente, e 25%
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de caracteristicas homozigéticas herdadas do genitor doador (Figura 7). A
ocorréncia de individuos heterozigotos, foi constatada em apenas duas das dez
bandas analisadas (27 kDa e 23 kDa), as da lecitina, com frequéncia na progénie
baixa (7,69%), n&o correspondendo com o esperado de 25% de heterozigose, por
banda analisada.

A estes resultados, muitas hipéteses tentam explicar, a ocorréncia dessas
bandas homozigéticas do genitor doador, e a ndo ocorréncia de bandas
heterozigdticas. Embora entre especies proximas, a hibridagéo interespecifica ja traz
no proprio termo que diferencas genéticas deveréo ser superadas para o sucesso do
cruzamento. Barreiras a nivel de cromossomos e genes, s&o esperadas, devido a
divergéncias genéticas ocorridas durante o processo de evolugdo de ambas
especies. As principais especies de plantas cultivadas hibridizam faciimente com
espécies geneticamente mais proximas dela (KNOTT, 1987). Porém a substituicdo
do segmento cromossdmico da espécie receptora por um segmento cromossdmico
de outra espécie afim pode resultar em duplicagbes, em delegdes ou em
associacdes génica indesejaveis, esses efeitos sa@o, particularmente, maiores em
espécies dipldides (PRESTES & GOULART, 1985).

A substituicdo total de um cromossomo do P. vulgaris por um do P. acutifolius
pode ter ocorrido, originando assim bandas homozigéticas do P, acutifolius, entre os
individuos da progeénie.

Outro fator a se considerar, é a supressido cromossomica, demonstrada por
Gustafson & Ross (1990), onde a expressao génica pode ser parcial ou totalmente
inibida, dependendo do genoma para o qual os genes foram transferidos. Esta
supress@o pode estar ocorrendo quando em heterozigose, o cromossomo ou a
regido cromossdmica do P. acutifolius, suprime o cromossomo ou a regido
cromossomica do P. vulgaris, expressando apenas seu produto de transcricdo.

Todas as possiveis hipoteses que justifiguem a falta de correlacéo entre as
frequéncias esperadas e as observadas, estdo baseadas em problemas surgidos
durante o processo meiético.

Estes desarranjos estdo apoiados na mistura de genomas parcialmente
homdlogos, que comumente resuitam em complexas interagbes génicas e
cromossémicas.
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Fig. 8 Esquema do retrocruzamento R:Cy, a) e esquema de retrocruzamento seguido de
autofecundagdo no R,C,, b)
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Além das possiveis falhas de estrutura cromossdmica e sua expressao em
individuos da progénie, pode-se considerar a hipétese da contaminagdo por pélen
nos individuos R:C;, nesie caso uma possive| autofecundacao justificaria o
aparecimento de individuos homozigotos para caracteristcas da cultivar GL-0441
(Figura 8). Se considerar este caso, a proporgzo esperada seria no minimo 13:2:1 de
bandas homozigéticas Ica Pijgo : heterozigotos - homozigotos GL-0441(Figura 8).
Entretanto, deveria também haver individuos heterozigotos, o que nao esta
ocorrendo, com frequéncia normal.

5. 3. Marcadores Moleculares RAPD

Os marcadores moleculares apresentam uma caracteristica unica que os
Separa dos marcadores bioquimicos, eles nao identificam o individuo heterozigoto,
devido ao reconhecimento de apenas uma das fitas pelo primer,. Portanto os
individuos que possuem duas copias de um alelo nao sdo distinguidos
quantitativamente, daqueles que contém apenas uma copia. Seguindo esse
raciocinio, os produtos de ampilificacdo dos individuos devem apresentar apenas
uma banda Unica para todos, ja que um dos alelos nao sera reconhecido pelo
primer. Os resultados nNovamente n&o estdo de acordo com o esperado, pois o
polimorfismo de bandas entre os individuos da progénie foi constatado. O primer
OPB-10, gerou 3 bandas polimérficas nas regides de 530, 600 e 1230 pb (figura 5).
Duas bandas, de 530 e 600 pb, que estio presentes apenas na cultivar Ica Pijéo,
foram herdadas peia progenie de forma polimérfica. Ent&o, o polimorfismo dessas
duas bandas, pode ser explicado por possiveis mutacdes génica ou cromossdmicas
ocorridas na regido de anelamento do primer Essas mutacdes, sdo provavelmente
geradas durante o processo meidtico. A banda polimérfica de 1230 pb, presente
apenas na cultivar GL-0441, foi herdada por dois individuos da progénie (Figura 5), o
que n&o deveria mais acontecer. Esses dados condizem com os resultados do gel
de proteinas, s6 Qué no caso dos marcadores molecuiares o locus derivado da
Cultivar GL-0441 & interpretado como uma auséncia de bandas.

O primer OPB-11, apresentou em sua amplificacdo presenca de bandas
polimérficas de 750 pb na progénie, que n3o se apresentaram nos genitores (Figura
6). Explicacées como, o efeito somatério de bandas mais fracas (pouco
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amplificadas) localizadas nessa mesma regido em ambos genitores, ou a
amplificagéo parcial da banda mais forte de 630 pb do P, acutifolius durante o
processo de amplificagéo, podem ser consideradas. Entretanto, g assimetria de
Pareamento durante o primeiro Cruzamento, e transmiss&o desta para as progénies,
€ uma hipotese muito significativa, ja que mais de 80% dos individuos possuem a
banda.

As bandas polimérficas obtidas pelos primers OPB-18 (950 pb) e OPS-11
(1000 pb) apresentaram também segregacdes com presenca de polimorfismo entre
0s individuos da progénie, variando apenas nas proporgbes obtidas de 33:6 e 318,
respectivamete, pouco significativas com a frequéncia minima de 15:1, se
considerando a autofecundacdo em todos os individuos, o que seria quase
impossivei de acontecer (Figura 8).

Nos quatro primers analisados foi encontrado bandas, presentes em toda a
progénie, que sd se manifestaram no cultivar ica Pijgo, entretanto a condi¢ao
contraria ndo foi constatada, este fato & relacionado com a maior proporcdo de
genoma da cultivar Ica Pijgo, na progénie,

Assim como sugerido para as proteinas a ocorréncia de desvios ndo
esperados, provavalemente esta relacionado com as incompatibilidades dos
genomas.

5. 4. Estudos de Ligacao

O mapa de ligagéo para P. vulgaris é pouco desenvolvido, e o que se tem
consiste de pequenos numeros de ligacdo que incluem genes controlando a maioria
das caracteristicas (BASSET, 1991).

Apesar da quantidade relativamente baixa de marcadores, dois grupos de
ligacdo puderam ser delimitados. O maior grupo tem uma caracteristica destacada
em relacdo ao segundo, neste grupo foi possivel, estabelecer uma ligacdo entre um
marcador de proteinas e um de DNA, separados pela distancia de 21.8 cM. Peio
mapa foi possivel constatar a presenca de recombinantes. Todos os marcadores
obtidos quando adicionados a um maior numero de informacdes, sejam eles,
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moleculares, bioquimicos ou morfologicos, podem tornar-se importantes associado a
uma caracteristica de interesse.

A identificacdo de marcadores originados a partir de cruzamentos
interespecificos pode contribuir na escolha do material, na condugao do programa, e
no direcionamento dos objetivos. Mapas de ligagdo por marcadores moleculares
torna possivel localizar e manipular fatores genéticos individuais associados g
Carcteristicas complexas (Tanksley et. al, 1993). O acréscimo de marcadores
bioquimicos, moieculares e morfolégicos ao mapa, séo fundamentais para o

enriquecimento de informagdes a respeito da dindmica destes cruzamentos.

5. 5. Distancias Genéticas

O diagrama das distancias genéticas envolvendo as cultivares lca Pijao e GL-
0441, e os hibridos R,C;, apresenta a frequéncia gendmica de 3:1, em R.C4 (Figura
7), contudo o esperado é de 87,5% : 12,5%. Esta diferénca para a frequéncia
esperada provaveimente se deve 3 instabilidade meidtica dos cromossomos e a
baixa taxa de recombinagbes, seguidas por recombinages gendmicas deletérias.
Pelo diagrama é possivel observar as grandes distancias que separam os hibridos
agrupados com GL-0441, j& que durante dois cruzamentos genoma P. vulgaris foi
acrescentado, diminuindo a proporg¢éo do genoma do P. acutifolius, e aumentando a
uniformidade entre os componentes do seu cluster. O hibrido 3272, foi o que
apresentou uma menor distancia genética com o cultivar GL-0441, isso quer dizer
que Nno processo de selecio, esse hibrido é o qQue mais se distancia da cultivar Ica
Pijéo.

O grupo formado junto & cultivar Ica Pij&o, o que reteve maior numero de
individuos devido as semelhancas genéticas, destaca-se de grande importancia para
a finalidade do produto esperado de retrocruzamentos. Neste cluster, os individuos
3267, 10871, 10874 e 10880 nao apresentam diferencas genéticas, e estio
distantes 7% da cultivar Ica Pijao. Esses individuos s3o os principais na escolha do
melhor gendtipo, pois sdo os que mais possuem menor distancias genéticas de
acordo com os marcadores utilizados. Tanksley e Rick (1988) em estudos com
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tomate relataram que a proporcdo de progenitor recorrente obtida na primeira
geracao de retrocruzamentos, apés a selecdo de um marcador em cada um dos
cromossomos, equivale aproximadamente & proporgdo obtida em trés geracgdes de
retrocruzamentos na auséncia de selegédo.

Resta entdo, apenas testar esses individuos para avaliar se eles herdaram ou
N&o a caracteristica de interesse inserida no primeiro cruzamento. Caso apresentem,
serdo 6timos candidatos a serem langados como novas cultivares.
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6. CONCLUSOES

Existe a possibilidade da ocorréncia de autofecundacao acidental, entretanto,
interagdes complexas, como Supress&o génica ou cromossdmica provaveimente
estao ocorrendo.

Foi confirmada a presenca de recombinagdo génica entre P. vulgaris e
P.acutifolius, formando dois grupos de ligacdo de 1255 cM e 32,2 cM.

A frequéncia esperada em retrocruzamentos pés introgressdo de parte do
genoma de espécies exdticas como P. acutifolius, ndo é observada indicando
grande instabilidade meidtica, baixa taxa de recombinacéo e combinacgbes
gendmicas deletérias.

Os gendtipos que estio geneticamente mais préximos da cultivar recorrente

de acordo com os marcadores moleculares obtidos se apresentam com 7% de
distancia genética.
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