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“Ninguém se engane a si mesmo; se algum dentresesésm por sabio segundo
este mundo, faca-se insensato para ser sabio. argabedoria deste mundo é
loucura diante de Deus; pois esta escrito: Ele l@pas sabios na sua propria
astlcia. E outra vez: O Senhor conhece 0s pensasnéo$ sabios, que sdo vaos.

Portanto ninguém se glorie entre os homens, pdrglgeé vosso.”

1 Corintios 3:18-21
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CARDOSO, Juliana Morini KupperEstimativa da diversidade genética entre
acessos do tipo Carioca de feijao comum com base emarcadores moleculares.
2009. 72f. Dissertacdo (Mestrado em Agriculturapical e Sub-tropical) - Poés-
Graduacao - IAC.

RESUMO

O grao comercial tipo Carioca é, tradicionalmentpreferido para consumo no Brasil,
0 que justifica os esforcos para o desenvolvimeetaultivares superiores, definindo
caracteristicas comerciais mais desejaveis. Oiobjdesse trabalho foi o de avaliar a
diversidade genética em um conjunto de 60 acessdegijdo comum tipo Carioca. A
diversidade genética nesse grupo foi avaliada édrale dois tipos de marcadores
moleculares: SSRs e AFLPs. Enquanto as distanaagtigas para SSRs foram
calculadas usando a distancia genética modificedRaber’s, as distancias genéticas
para AFLPs foram calculadas com o uso do coefieieet similaridade de Jaccard. A
analise por agrupamento foi realizada com o usdJBGMA. Setenta SSRs foram
polimorficos e vinte combinacdes de AFLPs produmi@35 bandas polimorficas. O
valor do PIC (“Polymorphism Information Content®ifcalculado para cada tipo de
marcador. Os valores de PIC encontrados para S&Rsam de 0,03 a 0,70, enquanto
a variacdo para AFLPs foi de 0,03 a 0,37. Em gesales valores mostraram um melhor
poder discriminatorio para os marcadores SSRs. @ladgama de SSRs dividiu os
genotipos de feijao tipo ‘Carioca’ em nove grupdsagrupamento gerado pelos AFLPs
produziu uma melhor separacédo dos genotipos, sgenelas mesmo foram divididos
em cinco grupos. Os marcadores SSRs e AFLPs fofaientes para avaliar a
diversidade genética presente entre os acesso®ijde tomum do tipo Carioca
avaliados, sendo que foi possivel constatar querateracao genética do conjunto de
genotipos avaliados néo é forte. Contudo ha umadgrdiversidade genética entre os
acessos avaliados, e esta pode ser explorada mpelbsristas para direcionar novos
cruzamentos no sentido de gerar novas cultivares ajgndam as necessidades do
produtor e do consumidor desta leguminosa, mantasdaracteristicas do tipo de grao

Carioca.

Palavras-chave:Feijdo comum, marcadores moleculares, analiseveéesitlade, SSRs
e AFLPs.



CARDOSO, Juliana Morini KipperGenetic diversity among ‘Carioca’ common
beans based on molecular markers2009. 72f. Dissertation (Masters Degree in
Genetics, Plant Breeding and Biotechnology) - Gasel$chool - IAC.

ABSTRACT

The Carioca commercial grain is traditionally predd for consumption in Brazil,
justifying the efforts for developing superior ¢udtrs detaining the most common
desirable commercial traits. The aim of this workswo evaluate the genetic diversity
within a set of 60 ‘Carioca’ common bean acces3é&®ir genetic diversities were
assessed using two types of molecular markers: S8RISAFLPs. While genetic
distances for SSRs were calculated using modifiegeRs genetic distance, for AFLPs,
they were calculated using Jaccard’s similarity ffament. Cluster analysis was
performed with UPGMA. Seventy SSRs were polymornd twenty AFLPs primer
combinations produced 635 polymorphic bands. PlGega(Polymorphism Information
Content) were calculated for each sort of mark&RSPIC values varied from 0.03 to
0.70, whereas AFLP PIC values ranged from 0.03.87.0In general, these values
showed a better discriminatory power for SSRs nrarkéhe SSRs dendrogram divided
the ‘Carioca’ genotypes into nine groups. AFLP t@uag produced a clearer separation
of the genotypes into five groups. Both SSRs and Ps~were efficient to evaluate
genetic diversity among ‘Carioca’ common beans. By, it was noticed that there
wasn’t a strong genetic structure for this set efiagypes although a great genetic
diversity among accessions was observed. Indesdntormation could be explored by
breeders to direct further crosses and generatecodéiwars that fulfill the needs of

breeders and consumers of this legume preservenGdnioca grain type.

Keywords: Common bean, molecular markers, diversity anal@sRks and AFLPs.
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1 INTRODUCAO

O feijdo comumPhaseolus vulgarik.) € um dos mais importantes constituintes
da dieta do brasileiro, com um consumo per capitpeor a 17 kg/ano. E
reconhecidamente uma excelente fonte protéica;énongrandes quantidades de
carboidratos complexos, fibras e isoflavonas (ANBER et al., 1999; VIEIRA et al.,
1998), aléem de ser uma importante fonte de fedsfofo, magnésio e manganés e em
menor escala de zinco, e calcio (BROUGHTON e803).

O cultivo do feijdo ocorre em mais de 100 paisesémp, o Brasil e a india, que
juntos respondem por mais de 33% da colheita glamahinam a producdo mundial,
seguidos pela China, Mianmar (ex-Birmania), Méxiéstados Unidos e Uganda
(ZUPPI et al., 2005).

No mercado brasileiro, ha uma ampla diversidade refefgncia dos
consumidores quanto aos tipos de graos comeraabz&specialmente no que se refere
a forma, tamanho, brilho e cores. Contudo, a peefgaa por determinadas cores de
graos varia de acordo com o Estado ou, mesmo, &ti@es. Na regido Sul, em certas
regides de Santa Catarina e Parana, Rio de Jamdigpirito Santo, por exemplo, a
preferéncia é pelo tipo comercial preto. No Estael&ao Paulo, predomina o consumo
de gréos do tipo comercial carioca e, em algumg®es de Minas Gerais, as
preferéncias sdo pelos feijoes de cor, principalejess de tipo mulatinho, roxinho,
rosinha e pardo (MOURA, 1998). No Nordeste, o cormsié deVigna unguiculatal.
ou, quando se consorRdaseolusa preferéncia € por feijdo mulatinho (SILVA, 2D07

Quanto a estrutura produtiva, no Brasil, ha um meocontraste nos sistemas de
producao utilizados. De um lado, encontram-se gsigreos produtores que empregam,
na maioria, mao-de-obra familiar com baixo nivaintdégico. No extremo oposto,
encontram-se os grandes produtores rurais quezamltd feijoeiro em grandes areas
sob irrigacdo e adotam elevado nivel tecnologiaa dcancar alta produtividade de
graos. No entanto, a cultura do feijoeiro contiseado uma atividade de pequenos e
médios produtores rurais, uma vez que 75% das Hagonacionais de feijdo séo
cultivadas em éareas inferiores a 10 hectares (FUBCA& PRADO, 2005).

A grande variabilidade genética presente no gelasora do feijdo comum que
era utilizada na agricultura familiar no Brasil #xtremamente importante, pois esta

variabilidade mantida sob cultivo nas pequenas rigdades auxiliou a estratégia de



sobrevivéncia dos pequenos agricultores, visto egtes selecionavam os gendtipos
adaptados as condi¢cdes agromorfoldgicas e socidosgoas que possuiam, sendo estas
diferentes das encontradas nos cultivos empresgf@®ORDEIRO & MARCATTO,
1994).

Contudo, a variabilidade genética que era maméla agricultura familiar esta
sendo perdida, sendo isto decorréncia de dois @& epie alteraram a cadeia produtiva
do feijdo comum: a) o lancamento do feijdo comuntipo Carioca e a consequente
substituicdo das outras cultivares e variedadeggtertipo de gréo, no periodo de 1968
a 1974; e b) o desenvolvimento do programa deof@ijigado (Pro-Feijao) lancado em
1980, sendo que ocorreu uma expansao imediata tijestde plantio no norte e oeste
do Estado de Séao Paulo (CONAFE, 2008).

Na maioria dos programas de melhoramento do fejpeis cruzamentos sao
realizados entre linhagens e cultivares pertensent&m mesmo grupo génico, ou seja,
do grupo que possui cultivares com as caractasstigronémicas e culinarias mais
aceitas na regidao. Neste sentido, muito poucoadiahilidade genética da espécie é
explorada sendo que menos de 5% da variabilidagterte na espécie esta sendo
utilizada para fins de melhoramento desta cult8tBGH, 1993).

Os melhoristas utilizam os bancos de germoplasmagsolher genitores que
serdo utilizados para promover cruzamentos e olmeas cultivares, posto que, nos
bancos de germoplasma a variabilidade é presergadanservada, sendo possivel
encontrar variedades melhoradas, crioulas, espéiiesstres, que podem possuir
diversas caracteristicas de importancia agron6(ha&s, 2001).

Atualmente, no Brasil, a maior parte dos prograrpaga 0 melhoramento
genético do feijoeiro tem dado maior énfase a adiende cultivares do grupo
comercial Carioca pela grande demanda do mercadtdMERMANN et al., 1996). O
feijdo do tipo Carioca é o mais produzido no patsn 63% do total da producao
nacional. A producédo do feijdo carioca esté distdh uniformemente entre as 3 safras
(safra das aguas, safra da seca e safra de inysemalo que cada uma com participacao
de 33% na producéo total desse tipo de feijao (CBN#808).Apesar de ser um unico
grupo comercial dito ‘carioca’ e pertencer ao “gogEnico Mesoamericano, 0S
diferentes gendtipos de feijdo deste grupo aprasentariacbes agrondmicas e
tecnoldgicas, como diferencas em produtividadergtede cozimento (LEMOS et al.,
2004).



No processo de escolha da estratégia adequada |lHerameento, é de vital
importancia o conhecimento da variabilidade do gglasma existente. Esta s pode
ser eficientemente utilizada se for devidamente liad@a e quantificada
(VANDERBORGHT, 1988).

O estudo da diversidade genética presente em feijdcanteriormente feito
apenas por meio de marcadores morfolégicos e agroné considerados “descritores
minimos”, utilizados para caracterizar cada acessauais sdo: emergéncia, floracéo
média, cor da flor, habito de crescimento, porteplimta, cor da vagem durante a
maturacdo, caracteristicas da semente e ciclo darauSINGH et al., 1991a).
Entretanto, como estes marcadores sdo afetadosagidagénica de dominancia, efeito
ambiental, pleiotropia e epistasia, suas caraetgizs S840 menos estaveis.

Com o advento dos marcadores moleculares, podstseae a diversidade
genética diretamente ao nivel do DNA, reduzindaseterferéncia das variagbes
ambientais na mensuracgdo do carater. Além de riéereso influéncia do ambiente, os
marcadores moleculares apresentam elevado niumentad®s por genoma, elevado
polimorfismo, e séo livres de pleiotropia. Entre m#ncipais tipos destacam-se 0s
RFLPs (“Restriction Fragment Lenght Polymorphis BOTSTEIN et al., 1980), os
RAPDs (“Random Amplified Polymorphic DNAs”; WILLIAM et al., 1990), AFLPs
(“Amplified Fragment Length Polymorphism”; ZABEAUteal., 1993), e SSRs
(“Simple Sequence Repeats”; TAUTZ, 1989).

Nos programas de melhoramento, 0s marcadores neiesu séo
abundantemente utilizados para estimar os niveigivirsidade e heterozigosidade
entre diferentes materiais, estimar o tipo de ibisigdo espacial e temporal de
populaces em relacdo ao fluxo génico (SOLE-CAVB)1); para mapeamento de
QTLs (“Quantitative Trait Loci”, SIBOV et al.,, 2093 para introgressao génica
(AHMADI et al., 2001), entre outras aplicacdes.

De posse de medidas de diversidade genética, donsths podem utiliza-las
na predicdo de melhores cruzamentos, abreviang@aside avaliacdo de descritores
morfologicos e de genitores em dialélicos.

No Brasil, os programas de melhoramento do feigo#m visado sobretudo o
aumento da producdo de sementes e a resistérdi@rgas. Além disso, os melhoristas
buscam por cultivares mais resistentes a secasapeopriados a colheita mecanizada,

porém, estas caracteristicas sdo colocadas emdsepglamo. Para que um programa de



melhoramento seja bem sucedido é necessario quehonista possua conhecimento a
respeito da variabilidade genética existente dafdreeu banco de germoplasma.
Desta forma, visando obter um maior conhecimentespeito da variabilidade
genética dos genotipos do tipo Carioca, o preseattalho teve por objetivos:
a) Acessar a diversidade genética presente entre oscels tipo Carioca com
marcadores moleculares SSRs e AFLPs;
b) Comparar a eficiéncia e a informatividade associadaada classe de
marcador;
c) Encontrar as melhores combinag¢des génicas em tefendsstancia génica a
fim de serem direcionadas ao programa de melhorandmn feijoeiro do

Instituto Agrondmico de Campinas (IAC).



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 O feijoeiro

O feijoeiro comum € uma planta anual, cresce erostams continentes, sob
extremas condicbes ambientais. E um organismo idléerdadeiro (2n=2x=22) e
possui um genoma pequeno estimado entre 450 e ®@6(BENNETT & LEITCH,
1995). Outros estudos realizados mostram que 60%edoma do feijdo é composto
por sequéncias de copias simples (TALBOT et al4198

O feijoeiro é uma planta autégama, ou seja, a ectioidacdo é o processo
predominante para a obtencdo de novos graos ounsssneé\ taxa de fecundacao
cruzada possui variacdes de acordo com o cultiear @ndicdes ambientais. Esta taxa
foi estimada no Estado de Minas Gerais, e foranordgradas estimativas inferiores a
3,0% (MARQUES JUNIOR & RAMALHO, 1995). Devido acsgéma de polinizagao,
pode-se inferir que um cultivar de feijdo é constid por uma linha pura ou por uma
mistura de linhas puras. Uma linha pura, do poetwista genético, € um genotipo que
possui todos os seus locos em homozigose e atplassiem todos os genes. Por isso,
com as sucessivas multiplicagbes das sementesitdieaundacao, a sua constituicao
genética ndo é alterada. Portanto, a ndo ser queaawmistura mecanica, mutacoes, a
constituicdo do cultivar permanece inalterada.

O feijao é um dos mais importantes componentes idta dalimentar do
brasileiro, por ser reconhecidamente uma excefente protéica, além de possuir bom
conteudo de carboidratos, vitaminas, mineraisafile compostos fenélicos com acao
antioxidante que podem reduzir a incidéncia de c¢ci®nA maioria das cultivares de
feijdo apresenta em torno de 25% de proteina, gioa @0 aminoacido essencial lisina,
mas pobre nos aminoacidos sulfurados. Essa dafiai€écontudo, € suprida pelo
consumo dessa leguminosa com alguns cereais, alspecie o arroz. Isto torna a
tradicional dieta brasileira, o arroz com feijdomplementar, no que se refere aos
aminoacidos essenciais (VIEIRA et al., 2006).

Além do papel relevante na alimentacdo do bragijleir feijdo € um dos
produtos agricolas de maior importancia socioecacgmevido principalmente a mao-
de-obra empregada durante o ciclo da cultura. Bssienque séo utilizados, somente em
Minas Gerais, na cultura do feijao, cerca de 7 dethde homens por dia-ciclo de

producao, envolvendo cerca de 295 mil produtoréSIRA et al., 2006).



O Brasil é o maior produtor e consumidor destardggasa, seguido pela india,
China e México. No periodo agricola de 2006/2@0@roducao foi de 3.350 toneladas
e a previsdo para o periodo agricola de 2007/2008€f 1.255 toneladas (CONAB,
2008). Contudo, a producao nacional ainda é infea® seu potencial, apresentando
produtividade média equivalente a 800 kg/ha (MAR®()6). Essa baixa produtividade
ocorre devido a varios fatores, dentre os quaiscidéncia de doencgas € considerada
uma das maiores causas, e atualmente as ocorréecestiagem tém contribuido para
acentuar este fator. Como o rendimento desta eudtinda é consideravelmente baixo,
buscam-se alternativas para a obtencdo de cubivarais produtivas através da
melhoria do desempenho produtivo da cultura, asdoco conhecimento e exploracao

da variabilidade genética.

2.2 Origem e domesticacao do feijao

O géneroPhaseolusoriginou-se das Ameéricas, sendo que possui 55ciespé
onde cinco séo cultivadaB: vulgarisL., P. lunatusL., P. coccineud.., P. acutifolius
A. Gray var.latifolius Freeman é. polyanthusGreenman (DEBOUCK, 1993). Dentre
estes, o feijdo-comuniRhaseolus vulgarisé a mais importante, pois é a espécie mais
cultivada e também a mais utilizada nos cinco oenties.

Com base em informacgbes morfoldgicas, fisiologedsoquimicas, GEPTS et
al. (1986), KOENIG, SINGH & GEPTS (1990), GEPTS &IBS (1985), SPRECHER
(1988) e KOENIG & GEPTS (1989) estabeleceram atbg@de trés centros de origem
para o feijdo: 1) o primeiro no México e na Amércantral (Mesoamericano), 2) o
segundo na regido Andina, e 3) e o terceiro, deomemportancia, na Colémbia. Para a
determinacao destes centros de origem, 0s au®hegsgaram em caracteristicas como
o tipo de faseolina — principal proteina de resetgdeijdes selvagens e cultivados —
bem como no tamanho das sementes. GEPTS (1984 8}, 128 meio de analises
eletroforéticas, determinou varios tipos de faseoliFoi verificado que ocorria uma
correspondéncia na distribuicdo geografica entréeij@es silvestres e cultivados. Os
feijdes do tipo “S” predominam no México e AmériCantral (92%), enquanto os do
tipo “T” predominam nos Andes do Sul (50%). O dwtl'B” somente foi encontrado
em feijdes silvestres e cultivados na Coldmbiaogdéipos “C”, “H” e “A” foram

encontrados em formas cultivadas nos Andes.



Os centros de origem correspondem aos centrosodeedticacdo, ja que
cultivares de feijdo apresentam o mesmo tipo deofae, especifica de cada centro de
origem, de seus acenstrais selvagens (GEPTS £986).

A faseolina pertence a familia “7S” ou vicilina,familia das proteinas de
reserva de sementes de leguminosas e é compost@épounidades polipeptidicas
glicosiladas. Pertence a uma familia multigéniamstituida por, aproximadamente,
sete genes para a faseolina do tipo “T”, oito ggyaea faseolina do tipo “S” e nove
genes para o tipo “C” (TALBOT et al., 1984). As 8éncias primarias de clones de
cDNAs evidenciaram que a faseolina é constituidadp@as familias distintas (alfa e
beta), com 98% de homologia entre elas.

Ha uma correlacéo entre o tipo de faseolina e atéim da semente. Cultivares
do tipo “T7, “C”, “"H” e “A” tém sementes maiores dque os com tipo “S” e “B”
(VASCONCELQOS, 1995). No Brasil, sdo comuns os cals de sementes pequenas e
faseolina do tipo “S”, como os feijdes Carioca, &n®, Rosinha e muitos outros, e
também feijdes graudos com faseolina do tipo “Tdmo os cultivares ‘Manteigdo
Fosco’, ‘Jalo’ e muitos outros.

Os dois principais centros de domesticacédo témacdel com dois grupos de
germoplasma conforme se evidencia no chamado nargsniraqueza do hibrido F1.
Essa anormalidade esta relacionada ao fato dagapl&i terem fraco crescimento,
exibindo diversas anormalidades. A fraqueza doiddobF1l somente pode ocorrer
guando se cruzam cultivares de sementes pequeriaseelina do tipo “S” com
cultivares de sementes grandes e faseolina “T"GSUWSINGH & GUTIERREZ, 1984;
GEPTS, 1988). Sendo assim, ela pode acontecer gusedcruzam cultivares do
México e América Central com cultivares dos Andesovavelmente, isto seria um
indicativo de que houve um grande isolamento gdécgr&ntre os germoplasmas das
duas regides (BOREM, 1999).

Dentro dos centros de domesticacdo, os gendtipderam ser divididos em
racas, baseando-se em analises de caracteristg@momicas, morfoldgicas,
bioquimicas e informacdes sobre adaptacao (SINGBIL b). De acordo com SINGH
(1993), os genotipos de feijdo dos principais @sntte domesticacao foram agrupados

em seis ragas ou doze grupos génicos.



2.3 Melhoramento do feijoeiro e a cultivar ‘Carioca

Os trabalhos com melhoramento genético em feijo@r8rasil foram iniciados
no IAC, na secédo de genética, em 1932, tendo came tealizar avaliacbes sobre a
capacidade produtiva da espécie, porte de plargaigténcia a doencas, para posterior
utilizagéo na obtencédo de linhagens e cruzamenti@siais.

Desta forma, linhagens passaram a ser analisadastog@ds caracteristicas
mencionadas, enquanto plantas eram selecionadaspagmlacdes derivadas de
cruzamentos. Nesta época, observou-se que asdimhag tegumento preto eram mais
produtivas que as demais por apresentarem ressténseca e principalmente, ao
patogeno da ferrugem. Constatou-se também querestes de cor preta ndo possuiam
boa aceitacdo comercial, 0 que ndo acontecia caeriaia dos grupos rosinha, roxinho
e manteiga (BULISANI, 2008).

Em meados de 1970, trabalhos realizados por peshjues do Instituto
Agrondémico no municipio de Palmital - SP identifma uma planta de maior
capacidade produtiva, onde a coloracdo do gracrerae com listras marrom, e o
proprietario da fazenda a chamava de carioquinéadd a uma raca de suinos que
também possuia as listras pelo corpo. Apos varsbsdes foi recomendada como
cultivar com o nome de Carioquinha. Muitos trabalfaram realizados pela secéo de
Genética e Leguminosa do IAC como forma de demanstos agricultores que a
cultivar era produtiva. Este trabalho promoveu uewdlucdo no comércio de feijao no
Brasil, pois a cultivar superou a tradicdo do comsuwle feijdes dos tipos rosinha,
roxinho, manteiga e jalo e viabilizou o agronegatiofeijdo no Brasil, sendo um tipo
de grao ainda cultivado apos 36 anos de seu lamtar(@BULISANI, 2008).

Trabalhos de melhoramento foram e ainda estdo seadimados na Instituicao
para obtencdo de novas cultivares com caractegstinais produtivas, eretas e
resistentes aos principais patégenos da culturadd#&968, o programa ja apresentou
mais de 32 novas cultivares de feijoeiro, a exengas cultivares ‘IAC - Carioca
Akytd’ (POMPEU, 1997), ‘IAC - Carioca Arud@ (POMPEW997), ‘IAC - Carioca
Pyatd’ (POMPEU, 1997), ‘IAC-UNA’ (POMPEU, 1997), AC-Carioca Eté" (O
AGONOMICO, 1999), ‘IAC-Carioca Tybatd’ (O AGRONOM, 2001), ‘IAC-
Diplomata’ (CARBONELL et al., 2008), ‘IAC- Alvorad§CARBONELL et al., 2008).

O desenvolvimento da agricultura criou uma amplardidade entre as espécies

escolhidas para domesticacao (BRUSH et al., 1#&kp diversidade se expressa, entre



outras maneiras, no grande numero de variedades aguespécies cultivadas
apresentam. Contam-se em centenas ou milhares reeslages de arroz, centeio,
cevada, trigo, sorgo, milho, feijdo, batata, ihhangeiaba, uva, dentre outras
(CLEVELAND et al., 1994; STRUSS & PLIESKE, 1998; TAAN-TOUPACE et al.,
1998; BRUSH et al., 1981; HAMON & TOURE, 1990).

Todavia, os avancos tecnologicos, a mecanizacamgsecente uso de insumos e
os programas de melhoramento genético das espadiesdas, que caracterizam o
modelo da agricultura moderna, levaram a uma imesthzcao na diversidade genética
das principais culturas (CLEVELAND et al., 1994).

Nas ultimas décadas, o cultivo do feijoeiro na maidas regides produtoras do
Brasil é realizado predominantemente com a cult@arioca’ (ABREU et al., 1994).
Estima-se que anualmente sejam cultivados maisrdghBes de hectares com feijoes
com este tipo de grao. Embora a freqiéncia de @oitaor loco seja muito baixa,
espera-se que a variabilidade nos cultivares enprgongado pelos agricultores seja
alta em razdo do grande numero de locos que podémr snutacdo, dos muitos
individuos que séo cultivados simultaneamente @ ffa¢d dos agricultores reutilizarem
0os graos colhidos como semente. Ademais, com a da&eelegdao natural, deve
permanecer somente os alelos favoraveis a uma @ddmptacao a regido considerada.
Muito embora grande parte dessa variacdo sejadaergdelo fato de que apenas uma
pequena amostra dos graos colhidos seja reutilizadsgo sementes, supde-se que
permaneca variacao suficiente para se ter sucess@ selecdo (SANTOS et al., 2002).
A utilizacdo dessa variabilidade bem sucedida glfsatemente relatada na literatura
(SANTOS et al., 1978; RAMALHO et al., 1982; FONSEC®93).

Todas as cultivares do grupo carioca possuem avawultCarioca’ como
progenitor em alguma das etapas dos cruzamentoesi@eram origem, sendo que,
devido a este fator, todos esses cultivares posguamiles semelhancas com o cultivar
‘Carioca’, conforme descrito por RIBEIRO (2001).

Todavia, ha diferencas quanto a genealogia desiégaces. VIERA et al.
(2000) analisaram caracteristicas morfolégicas tifaéimas de seis cultivares cariocas
(Tabela 1) e encontraram que os mais divergentesnf@s cultivares ‘IAPAR 57’ e
‘IAPAR 81’; enquanto o ‘Carioca MG’ e ‘IAPAR 57’ fam os mais similares. Esta
semelhanca foi atribuida a existéncia de progesst@ue apresentam sementes de
tegumento de cor preta, como o cultivar ‘Corneli242’ na genealogia do cultivar

‘Carioca MG’ e o cultivar ‘Porrilo’ na genealogia @ultivar ‘IAPAR 57’. Observou-se



um agrupamento pela similaridade genética por nugoanalise de marcadores
morfolégicos quantitativos dos cultivares ‘CarioedAporé’, o que pode ser entendido
ja que estes cultivares foram obtidos por meio rdeamentos com 50% ou mais de
alelos do cultivar carioca. Em se considerandoctariaticas morfologicas qualitativas,
foi observado maior similaridade genética entreudsvares ‘Carioca’ e ‘Carioca MG’,

e ‘Carioca’ e ‘IAPAR57’, enquanto as menores sindiades estdo entre o cultivar

‘IAPAR 81’ com os cultivares ‘Aporé’, ‘Carioca’ €€rola’.

Tabela 1 -Genealogia de seis cultivares de feijdo carioca.

CULTIVAR GENEALOGIA

‘Carioca’ Selecao dentro de lavoura de produtores

‘Carioca MG’ Car. 80/Rio Tibagi

‘Apore’ Car./México 168//Car. / Bat 76

‘Pérola’ Sele¢cdo Aporé

‘IAPAR 57’ Porrilo Sintético/Aeté 1-38)//CENA 83-
1/IAPAR BAC 32//[CENA 83-2/CENA
83-1

‘IAPAR 81 BAT 93/Carioca 80/G. N. Nebraska 1 Sel.
27)/ISel. Aroana 5/A 1764/4/a259

Este trabalho ndo encontrou nenhuma caracteristicéoldgica que separasse
todos os seis materiais, tanto que, ao final, recolou que a certificacdo genética de
cultivares de feijdo do tipo Carioca fosse feitdiasndo marcadores moleculares
associados aos morfologicos.

CEOLIN et al. (2007) avaliaram a divergéncia gar@étie 18 gendtipos de feijao
comum pertencentes ao grupo carioca por meio dodoélde Tocher (baseado na
distancia de Mahalanobis) e por graficos de vaisaw@anodnicas. Os resultados
mostraram que as duas primeiras variaveis canfficam suficientes para explicar
88,23% da variabilidade total observada. Os redodtaevelaram que as combinacdes
dos gendtipos ‘Pérola’ X ‘CNFC 8008’, ‘CNFC 8005 KNFC 8009’, ‘Pérola’ X
‘CNFC 8009, ‘Princesa’ X ‘CNFC 8008’ e ‘Princesd ‘CNFC 8009’ foram as mais
indicadas para realizar o melhoramento interpopaiat (os genotipos com prefixo
‘CNFC’ séo provenientes da EMBRAPA).
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A variabilidade dentro do cultivar ‘Carioca’ foi @aiada por SANTOS et al.
(2002), que coletaram amostras de 289 plantasadipuras — em uma lavoura em que
as sementes colhidas foram reutilizadas por maidedesafras. Ficou evidenciada a
variabilidade entre as linhas puras para prodwtédde gréos e outros caracteres,
especialmente aqueles relacionados ao tipo decgréo, por exemplo, tamanho, forma
e tonalidade da cor creme do fundo e do marromajas.

2.4 Marcadores moleculares

Os marcadores genéticos sao quaisquer caractsighimcessos bioquimicos ou
fragmentos de DNA que permitem a distin¢do de inddios geneticamente diferentes,
sendo que estas marcas sdo herdadas de acordoscéeis ale heranca genética
propostas por Mendel. Quatro tipos de marcadonestiges tém sido empregados para
auxiliar no melhoramento de plantas, sendo eles:irfaldgicos, -citoldgicos,
bioquimicos e moleculares (BOREM & MIRANDA, 2005)0s marcadores
morfolégicos e bioquimicos foram amplamente utdizs, contudo, atualmente né&o
estdo sendo mais empregados devido ao baixo pdilsmaore a influéncia do ambiente.
Atualmente, os marcadores moleculares estdo seldodantemente utilizados em
diversos estudos em plantas, isto porqué eles sé@mos e abundantes no genoma,
permitindo assim uma maior precisdo e refinamentastudos genéticos (BOREM &
CAIXETA, 20086).

Basicamente, os marcadores moleculares sdo umntorje metodologias que
visam detectar variagdes nas sequéncias de DN#gjaupor meio destes marcadores é
possivel explorar o polimorfismo natural existesére os individuos. Estas diferencas
podem ocorrer devido aos processos de adicdo,amelmg substituicbes de pares de
bases, como também podem se dar por meio de rearrdns segmentos de DNA
devido a efeitos de delecdes, insercdes, invemdesmnslocacdes ocorridas nas fitas de
DNA (CAIXETA et al., 2006).

Nos programas de melhoramento, os marcadores nenesude DNA séo
abundantemente utilizados para estimar os niveigivirsidade e heterozigosidade
entre diferentes materiais, estimar o tipo de ibisigdo espacial e temporal de
populacdes em relacao ao fluxo génico (SCHUSTER. €2007), para mapeamento de
QTLs (“Quantitative Trait Loci”, LIU et al., 2008)para introgressdo génica
(HERRERA et al., 2002), entre outras aplicacdes.
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A caracterizacdo da variacdo genética presentenerfbanco de germoplasma €
essencial para um bom andamento de um programaett@namento. Marcadores
moleculares podem ser utilizados para estimar ogeimide diversidade e
heterozigosidade entre diferentes acessos, o éptistribuicdo espacial e temporal de
populacbes em relagéo ao fluxo génico (SOLE-CAVEQD).

A analise da diversidade genética presente edofedm sido estudada por meio
de diversas técnicas, de marcadores bioquimicas) eofaseolina (GEPTS et al., 1986;
KOENIG et al., 1990; BROWN et al., 1982), isoenzimas (KO&N. GEPTS, 1989;
SINGH et al., 1991 a; SANTALLA et al., 2002), mtDNKHAIRALLAH et al., 1990,
1992) ou por moleculares tipo RFLPs (BECERRA-VELASEY & GEPTS, 1994),
RAPDs (HALEY et al., 1994; SKROCH & NIENHUIS 1995REYRE et al., 1996;
BEEBE et al., 2000; GALVAN et al., 2001, 2006; FR8O et al., 2001; CHIORATO
et al.,, 2007), AFLPs (TOHME et al., 1996; MACIEL a&t, 2001; PAPA & GEPTS,
2003; ROSALES-SERNA et al., 2005), ISSRs (GALVANagt 2003; GONZALES et
al., 2005), SSRs (YU et al., 1999; GUO et al., RAAETAIS et al., 2002; GAITAN-
SOLIS et al., 2002; MASI et al., 2003; BLAIR et,&003, 2006 a, 2006 b, GRISI et al.
2007) e STSs (MURRAY et al., 2002).

Entretanto, dentre os marcadores moleculares siesteos mais robustos para

avaliar a diversidade presente dentro de um grépo AFLPs (“Amplified Fragment
Length Polymorphism”; ZABEAU et al., 1993), e SSRSimple Sequence Repeats”;
TAUTZ, 1989).

Estudos comparativos entre marcadores moleculnesn realizados com
milho. BARBOSA et al. (2003) avaliaram a relacdotrapopulacional e
interpopulacional de hibridos de milho tropical pogio de marcadores AFLPs e SSRs.
Os autores concluiram que marcadores do tipo AR&8sos mais apropriados para
realizar estudos de diversidade genética de linfsade milho proveniente de diferentes
grupos heteroticos.

GARCIA et al.(2004) compararam marcadores do tipo RAPDs, RFRPEPs
e SSRs em um estudo de diversidade de linhagemsilde tropical. Os resultados
obtidos sugerem que os marcadores AFLPs sdo a mef#itmlha para avaliar a
diversidade genética. Além disso, os autores centlque os AFLPs apresentam um
bom nivel de precisdo nas estimativas genéticasreQsdtados obtidos com AFLPs

correlacionaram com os obtidos com RFLPs, enquantBFLP €& extremamente

12



laborioso, o AFLP é um sistema rapido e segurongioerequer conhecimento prévio de
sequUéncia de DNA.

LABORDA et al. (2005) por meio de marcadores AFIEPSSRs avaliaram a
diversidade genética em linhagens de milho tropi®al autores encontraram um alto
nivel de variabilidade genética sendo que, estadgrdiversidade existente no material
tropical levou a resultados distintos com uso decadores diferentes, onde 0 uso
simultaneo de AFLPs e SSRs pode nado ser a maneii® eficiente de avaliar a
variabilidade em gendtipos altamente divergentes/idd a habilidade dos SSRs em
revelar varios aspectos da variagdo genOmica, &ssdaca foi considerada mais
apropriada para analises de diversidade.

MARAS et al. (2008), em um estudo de diversidagleética de feijao comum,
testaram a eficiéncia de marcadores SSRs e AFLRsrealizar este tipo de analise.
Para tanto, genotiparam 29 acessos de feijao cocoum10 combinacdes de pares de
“primers” de AFLPs e 14 SSRs. Os autores concluifaemambos os marcadores foram

eficientes para acessar a variabilidade genétisay€eootipos avaliados.

2.4.1 Marcadores RAPDs

Um marcador molecular amplamente utilizado paraliavaa diversidade
genética € o RAPD (WILLIAMS et al.,, 1990). Este psfor apresenta algumas
limitacOes, como a baixa reprodutibilidade dos ltados e a natureza dominante, ndo
permitindo a distincdo entre os locdeeterozigotos e homozigotos dominantes.
Atualmente, este marcador tem sido cada vez maadamado devido as suas
limitacbes (GARCIA et al., 2004).

Dentre as varias aplicacbes da técnica, pode-ae @itconstrucdo de mapas
genéticos para a localizagdo de genes de interessedmico, a obtencdo de
“fingerprintings” gendémicos, a andlise de divergangenética em populacdes e
germoplasmas, e o0 estabelecimento de relacbeseriftigas (FERREIRA &
GATTAPAGLIA, 1995). Estes marcadores tém sido muitteis no estudo da
diversidade genética de varias espécies de feij#LARINHOS, 1994;
VASCONCELOS, 1995; ALZATE-MARIN, 1996; YOUNG & KELY, 1997;
DUARTE, 1998; MACHADO, 1999; PARK et al. 1999; BEERt al., 2000).

MACHADO (1999) avaliou por distancias genéticas corarcador RAPD 12
cultivares de feijdo, sendo 11 pertencentes aoogcapioca e classificou as referidas
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cultivares em cinco grupos distintos: Grupo 1) 1E683’; Grupo Il) ‘Ouro Negro’;
Grupo 1l ‘IAC Carioca Arud@’; Grupo V) ‘PF-9029%7 e Grupo V) ‘Cl-21’, ‘CI-128’,
‘H-4-7’, ‘Aporé’, ‘Pérola’, ‘Carioca 300V’, ‘A285’,'Ruda’ e ‘Carioca MG’.

VIEIRA et al. (2000) analisaram, também, a simiade genética entre
cultivares de feijao do grupo carioca por meio @ggaadores RAPD o qual possibilitou
a separagado dos cultivares em trés grandes gri)p@sarioca’ e ‘Carioca MG’; Il)
‘Pérola’ e ‘IAPAR 57’; 1ll) ‘Aporé’ e ‘IAPAR 81'. gundo MACHADO (1999), o
agrupamento ‘Carioca’ com ‘Carioca MG’ pode sereadido devida existéncia de
aproximadamente 50% de alelos do cultivar ‘Cari@@a/olvido nos cruzamentos para
obtencgéo do cultivar ‘Carioca MG’. Os cultivaregrbla’ e ‘IAPAR 57’ tém certo grau
de parentesco, pois o cultivar ‘Pérola’ é uma lipiea obtida com base na selecéo
dentro do cultivar ‘Aporé’, que possui como progers dos cruzamentos para a
obtencéo do cultivar ‘IAPAR 57’, os cultivares ‘@ell 49-242’ e ‘Porrillo’ (sementes
com tegumento preto). Esta tltima também foi wtdie como um dos progenitores dos
cruzamentos para a obtencdo do cultivar ‘PérolalARAR 57’, que possuem
caracteristicas codificadas pelos genes relacieanadmr do tegumento. A similaridade
genética encontrada entre ‘IAPAR 81" e ‘Aporé’ poder entendida devido a
progenitores de origem como ‘Porrilllo’, ‘CornelD-242’ e ‘Jamapa’ que possuem
sementes com tegumento preto.

MENEZES et al. (2004) avaliaram 98 linhagens dgidecom RAPD das quais
88 pertencentes ao tipo Carioca e concluiram gaeeatuada divergéncia genética de
mais de 50% das linhagens indica que o cultivarid€a’ utilizado pelos agricultores é
completamente diferente do cultivar original.

CHIORATO et al. (2007) avaliaram 220 acessos dadetomum pertencentes
ao banco de germoplasma de feijdo do IAC por meo28 descritores morfo-
agrondmicos e 19 RAPDs. Os acessos estudadospmrdesn a gendtipos do “pool”
génico Andino e Mesoamericano e de cultivares @sragelo programa de
melhoramento do IAC. Os acessos Mesoamericanoscaltgares melhorados foram
agrupados em um mesmo grupo, distintamente dosacdmdinos. Com base nos
dados moleculares, 47% de similaridade genética deiectada entre acessos
Mesoamericanos e resultados semelhantes foram valddesr para 0s cultivares
melhorados (50%). Os Andinos apresentaram 60%witasdade genética. O “cluster”
formado pelos cultivares melhoradas e genoétiposoltasricanos apresentou diferenca

quanto a coloracao do tegumento.
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2.4.2 Marcadores AFLPs

Marcadores AFLPs (ZABEAU & VOS 1993) apresentanimotfismo baseado
em diferencas entre gendtipos na distribuicdo @axs e restricdo e na amplificacédo
diferencial de fragmentos. Podem ser detectados apta reacdo de PCR (LIN &
KUO, 1995) e eletroforese em géis de poliacrilamitim sido utilizados como uma
poderosa ferramenta para o DNA “fingerprinting” (ROTTINI et al.,, 2004) e
mapeamento genético (SANTOS et al., 2002).

A técnica de AFLP detecta um maior nimero de lcmmmparativamente as
demais, possibilita ampla cobertura do genoma esapta um baixo custo por
informacéo (locos). A utilizacdo de enzimas derig@d combinada com condicdes
adequadas a hibridacdo dos “primers” durante agbesade amplificacdo agrega a
robustez da técnica de RFLP com a praticidade d& R{arcadores AFLPs rednem a
capacidade exploratoria dos polimorfismos dos RH|pgPssencga ou auséncia de sitios
de restricdo) com a vantagem da PCR (VIEIRA ekalD4).

PAPA & GEPTS (2003), por meio de marcadores AFlaRajisaram a estrutura
genética de feijdes selvagens e de feijdes domadstic pertencentes ao “pool” génico
Mesoamericano de diferentes niveis geograficosmadg testar a hipétese de fluxo
génico assimétrico e investigar a origem dos feij@elvagens. Os autores mostraram
que o fluxo génico ocorre com maior intensidadetrdedas populagdes selvagens do
gue nas domesticadas. Outros trabalhos tambémeapaesm 0s mesmos resultados,
alegando que esta ocorrendo uma perda da diveesidphética nos feijdes
domesticados.

SVETLEVA et al. (2006) caracterizaram molecularmneeicessos de feijao
comum P. vulgarisL.) da Bulgaria e de outros locais por meio de @doces ISSRs e
AFLPs. Os resultados demonstraram que ambos “pogBriicos detém uma
heterogeneidade parecida, o que evidencia queeasilade genética esta preservada
nestes grupos, fato essencial para realizar umgrsograma de melhoramento para este
cultivar. Segundo os autores, ambos os marcad@eesceram informacdes satisfatorias
para realizar a caracterizacdo genética dos acgssosstavam sendo avaliados e para
estimar a diversidade genética existente.
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2.4.3 Marcadores SSRs

Os marcadores microssatélites (TAUTZ, 1989; WEBER MAY, 1989)
representam um importante avanco para estudosigenéEste tipo de marcador
apresenta alto nivel de polimorfismo, codominandiaterozigosidade, mostrando
padrdo de heranca Mendeliana. Além disso, é pdssErvanalisado a partir de qualquer
tipo de tecido em qualquer estagio de desenvolimmesendo necesséaria pequena
quantidade de DNA.

Os microssatélites tém sido usados para a an@isgtiga em diferentes espécies
de plantas (SANTOS et al., 2003; KOEHLEC-SANTOSlet 2003; BIANCHI et al.,
2004; DIAZ & BLAIR, 2006; SILVA et al., 2007; BLAIRet al., 2007).

Os microssatélites tém sido cada vez mais usadesganalise genética em
feifjdo comum, com os mais variados objetivos, canalises dos efeitos da selecéo
natural (RODRIGUES & SANTOS, 2006), conhecimentovdaiabilidade genotipica
(BLAIR (a) et al., 2006; BUSO et al., 2006) e, pipalmente, visando o melhoramento
por selecao assistida de QTLs, mais especificanpemtkgacio aos locos de resisténcia
a doencas (CORREA et al., 2001; ALZATE-MARIN et, 4005; FERREIRA et al.,
2005; BLAIR (b) et al., 2006; MIKLAS, 2006).

GOMEZ et al. (2004) avaliaram a diversidade deiéeigomum da Nicaragua
utilizando inicialmente um conjunto de 12 individyarovenientes de dezessete regides
da Nicardgua e 20 microssatélites ja previamengerdelvidos para feijao (YU et al,
1999; GAITAN-SOLISet al., 2002; CIAT, 2002; BLAIR, 2003).

SICARD et al.(2005) estudaram a diversidade genética de rachkaldacentral
de Phaseolus vulgarid.. e P. coccioneud.. Trés tipos de marcadores moleculares
(ISSRs, SSRs e CpSSRs) foram utilizados. Os regdtdemonstraram qu®e vulgaris
apresentou uma diversidade genética maior doPqumccineuspara SSRs, sendo as
estimativas de diversidade (PIC) foram de 0,85 paravulgarise 0,72 paraP.
coccineus

RODRIGUES & SANTOS (2006) fizeram uso de 105 nseaiélites para
avaliar o polimorfismo que estes apresentavam [@mageracoes derivados do
cruzamento entre os cultivares ‘Carioca MG’ x ‘ESAB6’, ambos pertencentes a
variedadeP. vulgaris Do total de microssatélites utilizados, 37 fordesenvolvidos
por YU et al. (2000) e 68 foram desenvolvidos p@&ITAN-SOLIS et al. (2002).

Trinta SSRs apresentaram polimorfismo para os gesite para o “bulk” da familia
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Fo4.07, estes locos foram selecionados naturalmente,osqund 29 alelos vieram dos
genitores ‘Carioca MG’ e um alelo veio do genitB6AL686’. Os autores concluiram
gue a selecédo natural afetou todas as geracOesietensidade foi especifica para cada
loco e geracao.

ZHANG et al. (2008) utilizaram 30 microssatélifggra acessar a diversidade
genética de 229 gendtipos de feijdo comum, sentkes emriedades chinesas. Os
resultados obtidos por este estudo indicaram quaarsadores microssatélites foram
eficientes para estimar a diversidade presentegeostipos avaliados. Com isso, 0s
autores concluiram que a China € um dos centrasdédos de diversidade genética
do feijdao comum, ou seja, formou-se a partir destique migraram do centro primario
(o que possui a maior diversidade de espécies).

O uso de SSRs visando acessar a diversidade geegigiente em diferentes
“pools” génicos de feijao, pode auxiliar a introttuzariabilidade adicional de espécies
selvagens para cultivares utilizados tradicionabmem programas de melhoramento,
ja que a variabilidade foi grandemente reduzidaa pghdrome de domesticacao

(KOINANGE et al., 1996).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Material Vegetal

Material foliar de 60 acessos de feijoei®. (vulgaris L.) do tipo Carioca
pertencentes ao Banco de Germoplasma do Institgton@mico foi utilizado neste
estudo (Tabela 2).

Tendo em vista que os programas de melhoramenteijdeiro no Brasil tém
como principal objetivo, aumentar a capacidaderddygéo de sementes e a resisténcia
a doencas, a maioria dos genétipos que foram adihiz neste estudo possuem estas
caracteristicas, como, por exemplo, a cultivar 48@rioca’ (grédo do tipo Carioca;
habito de crescimento indeterminado Il/lll; porems-ereto; resistente ao mosaico-
comum), ‘Carioca MG’ (grao do tipo Carioca, hali® crescimento indeterminado lI;
porte ereto; resistente a0 mosaico-comum e a alguatas de antracnose) e ‘Aporé’
(grédo do tipo Carioca; habito de crescimento inteiteado Ill; resistente a mancha

angular, ao mosaico-comum e a algumas racas decaose).

As sementes foram germinadas em casa de vegetBghiaada cultivar,
quantidades iguais de folhas de 10 plantas (emk"Btdram misturadas, no momento
de coleta do material. As folhas coletadas foramgetadas em nitrogénio liquido e
liofilizadas por 72h (-6%C, 05 a 10 microns de Hg) e ap6s as amostras foraidas
em moinho mecénico (Ciclotec-1093 Sample Mill, Tega O po6 resultante foi
acondicionado em frascos plasticos hermeticamewcteatios e armazenado em freezer
- 20°C.

Tabela 2 - NUmero dos gendtipos utilizados (sequéncia da geEgem em gel de
poliacrilamida), nome dos acessos de feijdo comartipdh Carioca, genealogia destas
cultivares e a procedéncia das mesmas.

NUmero dos Gendtipos Genealogia Procedéncia
gendtipos
01 A-449 G2910/A19 CIAT
02 Aporé Carioca / México 168 /4/ Carioca /// Porrillo No. EMBRAPA

1/ Gentry 21439 // 51052 / Cornell 49-242

Continua
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Tabela 2- Continuagao

03 Branquinho Desconhecida VARIEDADE
CRIOULA
04 BRS - Cometa A769/4/EMP 250 //l A 429/ XAN 252 /| C EMBRAPA
8025/ G 4449 /Il WAF 2/ A 55 // GN 31 / XAN
170
05 BRS - Horizonte EMP 250/4 /A 769/l A429 [ XAN 252 // Pinto EMBRAPA
VI 114
06 BRS - Pontal BZ3836 // FEB 166 / AN910523 EMBRAPA
07 BRS - Requinte Carioca MG // POT 94 / AN910523 EMBRAPA
08 BRSMG-Talisma Selecao recorrente envolvendo os seguintes EMBRAPA
genitores: BAT 477, IAPAR 14, FT 84-29, Jalo
EEP, A 252, A 77, Ojo de Liebre, ESAL 645,
Pintado, Carioca, ESAL 645, P 85, P 103, H-4,
AN910522, ESAL 624, Carioca MG
09 Campedo Il Aporé / Carioca comum VARIEDADE
CRIOULA
10 Caneludo Desconhecida VARIEDADE
CRIOULA
11 Carioca Comum Selecdo massal em material local (Palmital-SP) IAC
12 Carioca Lustroso Desconhecida VARIEDADE
CRIOULA
13 Carioca MG Carioca / Cornell 49-242 // Rio Tibagi UFLA
14 Carioca Precoce - EMBRAPA
15 Cv-48 Selecéo recorrente envolvendo os seguintes UFLA
genitores: BAT 477, IAPAR 14, FT 84-29, Jalo
EEP, A 252, A 77, Ojo de Liebre, ESAL 645,
Pintado, Carioca, ESAL 645, P 85, P 103, H-4,
AN910522, ESAL 624, Carioca MG
16 FEB-186 A525 /[ A767 /] G2500C / A445 || G12727 | CIAT
XAN11
17 FEB-200 A767 I/ G4495 / PVA 1111 /] G4449 | XAN112 CIAT
18 FT-Bonito IAPAR-14 / IAC-Carioca 80 FT-SEMENTES
19 FT-Paulistinha Carioca / México 168 // Carioca 1070 FT-SEMENTES
20 FT-PortoReal FT 85-75 FT-SEMENTES
21 Goytacazes A 106 /A 63 VARIEDADE
CRIOULA
22 Guara - EPAGRE
Continua

19



Tabela 2- Continuagao

23 H96A28 - P4 - 1 - Vax!/ Arud /l Akytd / IAPAR14 // A686 IAC
1-1-1
24 H96A102-1-1-152 Arud/G5686 // Xan251 / Akyta // Pyata / Mar1 // IAC
Pérola
25 H96A31-P2-1-1-1- Vaxl/ Arud// Arud / Marl // Maravilha / Cal143 IAC
1
26 IAC - Alvorada Pyaté / A686 // Maravilha / G2338 // Maravilha / IAC
And277 // L317-1
27 IAC-Apua Emp81 / H853-50-2 IAC
28 IAC-Ays0O Carioca / Cornell 49-242 IAC
29 IAC-Carioca Carioca / Cornell 49-242 IAC
30 IAC-Carioca DOR 41 //10-3-1/TU1B1-2 / 10-9-1 IAC
Akyta
31 IAC-Carioca 10771.122 // H5380-41 / A156 // H5380-41 / IAC
Arua AB136
32 IAC-Carioca DOR 41 //10-3-1/TU1B1-2 / 10-9-1 IAC
Pyata
33 IAC-Carioca L933 / LM30630 IAC
Tybata
34 IAC-Votuporanga Emp81 / H853-50-2 // H853-50-2 / Phaseolus IAC
aborigineus
35 IAC-Ybaté G4000 / H858-50-2 IAC
36 IAPAR - 14 Carioca 99/ G/ N/ Nebraska 1 Sel / 27 /| BAT IAPAR
614
37 IAPAR - 57 Porrillo Sintético / Aeté 1-38 // CENA 83-1/ IAPAR
IAPAR BAC32 // CENA 83-2 / CENA 83-1
38 IAPAR - 80 A 2488 / EMP 117 /5/ Veranic 2 / Tlalnepantla 64  IAPAR
/[l Jamapa / Tara /// Carioca 99 /
G.N.Nebraskal#27 /4/ Sel.Aroana
39 IAPAR - 81 Veranic 2 / Tlalnepantla 64 // Jamapa / Tara /// IAPAR
[(Carioca 99 / G.N.Nebraska 1#Sel 27) //
Sel.Aroanal} /5/ Aroana /// Veranic 2 /
Tlalnepantla 64 // Jamapa / Tara /4/ A 259
40 IAPAR -72 Carioca /Phaseolus coccineus IAPAR
41 IAPAR - 31 IAPAR BAC 4/ RAI 46//IAPAR BAC2 / IAPAR
IGUACU /3/ BAT 93/ IAPAR BAC 4
Continua
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Tabela 2- Continuagao

42 IPR- Aurora RM8454-21-1/ IAPAR-14 IAPAR
43 Juriti BAT93 /2 / Carioca Sel.99 / Great Northen IAPAR
Nebraska 1 sel#27 / 3 / sel. Aroana /4 /Al176/
A259/5/11 133 / XAN87
44 L 507-1 - IAC
45 L-476-2 - IAC
46 LH-11 Carioca MG / Carioca / EMGOPA 201 Ouro // UFLA
Carioca / EMGOPA 201 Ouro
47 LP 01-38 - IAPAR
48 LP 9979 - IAPAR
49 LP88-175 - IAPAR
50 Mar 2 A252 | G5653 CIAT
51 MD-806 - CIAT
52 Mex 279 - CIAT
53 OPNS-331 Ouro Negro / Pérola UFLA
54 OPS-16 Ouro Negro / Pérola UFLA
55 Pérola Carioca / México 168 / 4 / Carioca /// Porrillo No. EMBRAPA
1/ Gentry 21439 // 51052 / Cornell 49-242
56 Rubi Carioca / México 168 / 4 / Carioca /// Porrillo No. EMBRAPA
1/ Gentry 21439 // 51052 / Cornell 49-242

57 Ruda Carioca / Rio Tibagi CIAT
58 Taquari Desconhecida CATI
59 TO - CIAT
60 Z-28 IAPAR 81/ AN9022180 // PF 9029975 / A-805 UFLA

3.2 Extracdo e quantificacdo do DNA total dos genipios de feijao comum

O DNA das amostras foi extraido a partir de poaleas liofilizadas usando o

método de extracdo do CTAB (HOISINGTON et al., )9%4&ra realizar a extracdo do

DNA dos 60 genotipos, 400 mg das folhas liofilizadgamoidas foram colocadas em

tubos do tipo falcon de 15 mL, e nestes foram aergados 9,0 mL de tampao de

extracdo CTAB (pré-aquecido a 65°C com 0,2%pmercaptoetanol). Os tubos falcon

contendo a mistura de p6 e tampéo de extracao fiveubados por 1h30min a 65 °C,

agitando os tubos por inversdo a cada 10 mindtp8s esta etapa, os tubos foram
retirados do banho-maria e deixados sobre a bapmadaminutos para qgue 0s mesmos
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resfriassem. Em seguida, foi adicionado a cada 4/8onL de solugdo composta por
cloroformio misturado a alcool isoamilico na pra@w de 24:1. Os tubos foram
agitados levemente por inversao durante 10 minet@mn seguida as amostras foram
centrifugadas por 20 minutos a 2.500 rpm, sendoagtemperatura foi mantida em
torno de 20°C - 25°C, para ndo ocorrer a preciatap CTAB. A parte aquosa superior
contida nos tubos foi transferida para novos tdale®n de 15 mL, e nestes novamente
foi colocado 4,5 mL de solu¢cdo composta por clorafé misturado a alcool isoamilico
na proporcdo de 24:1. Realizou-se a mistura poerg@ durante 10 minutos.
Novamente, as amostras foram centrifugadas por @@tos a 2.500 rpm. A fase
agquosa superior foi transferida para novos tublosriee nestes foi adicionado 6,0 mL
de 2-propanol e as amostras foram gentiimente ratbs por inversdo até o
aparecimento do DNA. Os tubos foram centrifugadms 39 minutos a 2.500 rpm, a
fase aquosa foi descartada, e foi adicionado 1 mlisalucéo de lavagem “Washl”
(76% de EtOH e 0,2M de NaOAc). Este liquido permanenos tubos por 5 minutos e
em seguida foi descartado. Para efetuar outra éava@ mL de solucdo “Wash2”
(76%de EtOH e 10 mM de NBAC) foi adicionado, e apds um minuto, esta soldgéo
descartada. Os tubos contendo as amostras de DNaddegendtipo ficaram durante 1
hora secando sobre a bancada, e apds este tengmoosisas foram resuspendidas em 1
mL de TE (pH = 8,0) e 20 uL de RNAse (10 ng/uL).

Aliquotas de DNA obtidas de cada genotipo foramngfieadas em gel de
agarose 1% ao lado de um padrdo de concentragaAeconstruido a partir de DNA
de fagoA numa gama crescente de 50 a 300 ng. Mediante cagdmavisual da
intensidade das bandas do DNA das amostras e do3esaas concentracfes de cada
amostra foram estimadas. O DNA de cada acessadoidicionado em geladeira a 4
°C.

3.3 Analise dos SSRs

Para o estudo da diversidade genética, 85 midadssa (BENCHIMOL et al.,
2007; CARDOSO et al.,, 2008), foram selecionadosidseque destes, 65 foram
genotipados em gel de poliacrilamida 6%, e os su20 microssatélites foram
genotipados em sequenciador automatico com “primituerescentes, e destes 10

microssatélites marcados com fluorescéncia sadtaséel ainda ndo foram publicados.

22



As reagfes de amplificacdo com os 65 microssatéiieam realizadas com 50
ng de DNA, 1 U ddagDNA polimerase, 1,5 mM de cloreto de magnésios onM de
cada dNTP, 0,8M de cada “primer” (“forward” e “reverse”) e 1x dampao da
enzima, num volume total de 2& As condi¢cdes de amplificacao utilizadas foram: 1
94°C, 1 min; 2) 94C 1 min; 3) temperatura de anelamento (Ta) espacffara cada
SSR por 1 min.; 4) PZ 1 min, 5) volta ao passo 2 por 30 vezes; 6L 4®r 5 min.; 7)
15°C, incubacdo. O termociclador MyCycler da BioRAD failizado para fazer as

reacdes de amplificacao.

Para verificar a qualidade das amplificacOes, @rnamente os produtos das
reacOes de amplificacdo foram submetidos a elegséoem gel de agarose (1,0 %),
corado com brometo de etideo para visualizacabaadas. Os locos que apresentaram
um adequado padrdo de amplificacdo foram submetid@detroforese em gel de
poliacrilamida denaturante (6%), sendo que os lapos ndo apresentaram padréo
adequado de amplificagGes foram submetidos a neagdes de PCR. A coloracéo dos
géis de poliacrilamida denaturante foi realizadézahdo-se nitrato de prata de acordo
com CRESTE et al. (2001).

Para realizar a genotipagem dos 20 microssatédesonais pelo método de
fluorescéncia, as amplificacoes foram realizadaseatuinte modo: as reagdes de PCR
foram realizadas em um volume final igual a 15 pdntento 30 ng de DNA, 1 U de
TagDNA polimerase, 1,5 mM de cloreto de magnésid; @M de cada dNTP, tampéo
1x, 0,8 pmolil de “primer reverse” com M13 (marcado com duagsale florescéncia:
HEX e 6-FAM, que apresentam coloracéo verde e azsihectivamente) e 0,2 pmdl/
do “primer foward”. As amplificacbes foram realizeédnas seguintes condi¢cdes: 1)
94°C por 1 min; 2) 30 ciclos a 94°C por 1 min, terafura de anelamento (Ta)
especifica para cada SSR por 1 min e 72°C por 1 3)iB ciclos a 94°C por 1 min,
53°C por 1 min, 72°C por 1 min, e 4) extensaol n@2°C por 10 min. As amostras
para realizar a genotipagem foram preparadas emmistara de 9 pL de formamida
(Applied Biosystems), 0,25 pL de “Rox” (Applied Bistems) e 1,5 L da reacéo de
amplificacdo. Os fragmentos amplificados foram @@ados em sequénciador
automatico 3730 DNA Analyzer (Applied Biosystem&$. analises dos produtos foram
realizadas utilizando o “software” GeneMapper® v@a7Applied Biosystems (Figuras
le?2).
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Figura 1 - Eletroferogramas com picos dos dois alelos do msatglite SSR-IACO1
com a florescéncia 6-FAM (coloracédo azul). Os picos coloracdo vermelha sao do
“‘Rox” (padréode peso molecular). Programa GeneM&p8.7 (Applied Biosystems).
A parte (A) da figura corresponde ao alelo de mgyeso molecular, enquanto que a
parte (B) da figura corresponte ao alelo de magsopnolecular.
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Figura 2 - Eletroferogramas com picos dos dois alelos do regaiglite SSR-IAC143
com a florescéncia HEX (coloracéo verde). Os pmm® coloracdo vermelha séo do
“Rox” (padréo de peso molecular). GeneMapper® {Bgplied Biosystems). A parte
(A) da figura corresponde ao alelo de maior pesleoutar, enquanto que a parte (B) da
figura corresponte ao alelo de menor peso molecular
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O “primer” universal comumente usado até hoje é &3Mderivado do
bacteriéfago M13, um importante vetor ja ha muempo usado no seqlienciamento de
DNA (DAVID et al., 1993). Na genotipagem por fluscéncia, ele € muito usado por
caracterizar uma sequéncia muito diferente de setagde plantas, o que garante que
ele ird anelar, durante a PCR, apenas com a segimminteresse (INAZUKA et al.,
1996; KRISHNA et al., 2004).

3.4 Analise dos AFLPs

Para realizar as amplificacbes dos 60 acessosijde tomum do tipo Carioca
com os marcadores AFLPs, utilizou-se a metodolpgigposta por VOS et al. (1995)
com algumas modificagdes, conforme descrito a segui

(1) Digestdo do DNA gendmico total00 ng de DNA foram digeridos utilizando a

combinagéo de duas enzimas de restricao, senddemate raroEcaRl), e a outra de
corte frequenteMsd). A digestdo se deu em um volume final de 20 phtendo 5 U

da enzimaEcadRl (New England Biolabs), 5 U da enzimtsd (New England Biolabs),

2 pL de tampéo 2 (tampéo da enziwsd), 2 ug de BSA (New England Biolabs). A
solugéo de digestédo foi incubada em termocicladgC¥yler da BioRAD durante 4
horas a 37°C para a digestdo do DNA e, apés pataaefa inativacdo das enzimas, a
solucéo permaneceu por mais 20 minutos a 65 °C.

(2) Ligacdo dos adaptadoreadaptadores especificos contendo as sequéncgas da
enzimasEcaRl (5’- CTCGTAGACTGCGTACC — 3/ 5- CTGACGCATGGTTAAS)

e Msd (5'- GACGATGAGTCCTGAG - 3/ 5 - TACTCAGGACTCAT -3') foram

ligados as extremidades dos fragmentos de DNA gsrpéla restricdo. Os adaptadores

de fita dupla foram previamente preparados mistioase quantidades equimolares dos
dois oligos de fita simples (300 pMols da sequédoadaptador da enzintecdRl, e
3000 pMols da sequéncia do adaptador da enlvis®). A solucao foi aquecida a 94°C
por 2 minutos no termociclador MyCycler da BioRA®foi resfriada lentamente em
temperatura ambiente. A ligacdo dos adaptadorextasmidades dos fragmentos foi
realizada adicionando-se 20 pL da reacdo de dmgest®» pL de T4 “Buffer”
(Invitrogen), 0,5 pL (5 pMol/ pL) do adaptador deenaEcadrl, 0,5 puL (50 pMol/ pL)
do adaptador da enzinMsd, 0,5 puL de ATP a 10mM (Invitrogen), 0,5 pL de DMA

ligase a 1U/ pL (Invitrogen) e 5,0 uL de agua Milliutoclavada, sendo que o volume
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final de reacdo € igual a 30 pL. A ligacéo foi imada por 16 horas a 16°C, seguido por
um periodo se 20 minutos a 65°C no termociclado€ier da BioRAD.

(3) Reacdo de pré-amplificacidesta reacdo foi realizada utilizando-se “primers”

especificos contendo as sequéncias das enHowd e Msd. A reacao foi feita em um
volume final igual a 15 pL contendo 3,0 puL da readé ligacdo diluida 6x em agua
Millig autoclavada, 1,5 pL de tampéo 10X, 0,9 ub (@M) de cloreto de magnésio, 0,9
uL (2,5 mM) de mix de dNTPs, 1,2 pL (10 uM) de fpeir” contendo a sequéncia da
enzimaEcdRl (5' - AGACTGCGTACCAATTC - 3, 1,2 pL (10 uM) déprimer”
contendo a sequéncia da enzimMsd (5- GATGAGTCCTGAGTAA), 0,3 pL (1 U/
uL) da enzimaaqgDNA polimerase, e 6,0 pL de agua Milliq autoclaxaBsta mistura
foi incubada por 2 minutos a 94 °C, e em seguidasfibmetida a 26 ciclos nas
seguintes condi¢des: 94°C por 30 segundos, 56°Gpsegundos e 72°C por 1 minuto.
Os produtos da reacdo foram diluidos 10X em &gulligMautoclavada e foram
armazenados a -20 °C.

(4) Amplificacdo seletivaUm total de 10 “primers” d&carl e de 10 “primers” de

Msd, contendo trés nucleotideos seletivos cada, faiatetizados, possibilitando desta
forma realizar 100 possiveis combina¢fes para atigaigem dos 60 genotipos. A fim
de verificar o grau de polimorfismo gerado a patércada combinacao, cinco acessos
dentre os 60 foram selecionados para realizar atigagem das 100 possiveis
combinacdes, sendo que as 20 combinacdes maisgpitias de “primers” especificos
para os adaptadores acrescidos de 3 bases selaietremidade 3’ foram utilizados
neste processo (Tabela 3). A reacao de amplifickgjdealizado em um volume final
de 15 pL contendo 3,0 pL da reacdo de pré-ammécaliluida 10X em agua Millig
autoclavada, 1,5 pL de tampéo 10x, 0,9 pL (2,5 mégloreto de magnésio, 0,9 uL de
mix de dNTPs (2,5 mM), 1,2 pL “primer” (10 pMpntendo a seqiéncia da enzima
EcaRl com mais trés bases seletivas na extremidade,3'pyL de “primer” (10 pM)
contendo a sequéncia da enziktsd com mais trés bases seletivas na extremidade 3’,
0,3 uL (1 U/ pL) da enzim@agDNA polimerase, e 6,0 uL de agua Milliq autoclaaad
Esta mistura foi incubada por 2 minutos a 94 °@meseguida foi submetida a 12 ciclos
nas seguintes condi¢gdes: 94°C por 30 segundos, @@°G0 segundos e 72°C por 1
minuto; apds seguiu-se 23 ciclos nas seguintesigiesl 94°C por 30 segundos, 56°C
por 30 segundos e 72°C por 1 minuto e 72°C pombitws.
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Tabela 3- Sequéncias das combinacdes de pares de “primeefocam utilizadas para
realizar o processo de amplificacéo seletiva dasanares AFLPs.

Combinacdes de pares de “primers”

EcoRl (GACTGCGTACCAATTCIAA/Msd (GATGAGTCCTGAGTAAGAA)

EcoRl (GACTGCGTACCAATTCICA/Msd (GATGAGTCCTGAGTAAGAA)

EcoRI (GACTGCGTACCAATTCICA/Msd (GATGAGTCCTGAGTAAGAC)

EcoRI (GACTGCGTACCAATTCICA/Msd (GATGAGTCCTGAGTAAGAC)

EcoRl (GACTGCGTACCAATTCTATMsd (GATGAGTCCTGAGTAAGTA)

EcoRI (GACTGCGTACCAATTCTATMsel (GATGAGTCCTGAGTAAGTG)

EcoRl (GACTGCGTACCAATTCTTAMsd (GATGAGTCCTGAGTAAGAT)

EcoRI (GACTGCGTACCAATTCTTGMsd (GATGAGTCCTGAGTAAGAA)

EcoRI (GACTGCGTACCAATTCTTGMsd (GATGAGTCCTGAGTAAGAT)

EcoRl (GACTGCGTACCAATTCICT/Msd (GATGAGTCCTGAGTAAGAA)

EcoRI (GACTGCGTACCAATTCICT/Msd (GATGAGTCCTGAGTAAGAT)

EcoRl (GACTGCGTACCAATTCICT/Msd (GATGAGTCCTGAGTAAGTA)

EcoRl (GACTGCGTACCAATTCICT/Msd (GATGAGTCCTGAGTAAGTT)

EcoRI (GACTGCGTACCAATTCITT /Msd (GATGAGTCCTGAGTAAGTA)

EcoRl (GACTGCGTACCAATTCITT /Msd (GATGAGTCCTGAGTAAGTC)

EcoRI (GACTGCGTACCAATTCAAG/Msd (GATGAGTCCTGAGTAACGG)

EcoRI (GACTGCGTACCAATTCAAG/Msd (GATGAGTCCTGAGTAACCT)

EcoRI (GACTGCGTACCAATTCAAG/Msd (GATGAGTCCTGAGTAACTC)

EcoRI (GACTGCGTACCAATTCACC/Msd (GATGAGTCCTGAGTAACGG)

EcoRI (GACTGCGTACCAATTCACC/Msd (GATGAGTCCTGAGTAACCC)

Os produtos das amplificacdes seletivas foram stibosea eletroforese em géis
de poliacrilamida denaturantes (7%), corados cotmatni de prata (CRESTE et al.,
2001).
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3.5 Analise dos resultados

3.5.1 Estimativa de distancias genéticas e analis#s agrupamentos

Para a leitura das bandas polimorficas, a preséhge auséncia (0) dos
fragmentos obtidos em diferentes gendtipos foramsideradas, sendo que para o0s
SSRs os dados foram convertidos para frequénciélicas. Para os AFLPs, a
similaridade genética foi calculada de acordo corooeficiente de similaridade de
JACCARD (1908), utilizando o programa NTSYS-pc,s&2.0j (“Exeter Software”,
NY; RHOLF 1993). J4 para os SSRs, as distanciastigas foram calculadas
utilizando a distancia modificada de Rogers (MRBGODMAN & STUBER, 1983),
através do programa TFPGA, versdo 1.3 (MILLER, }997
As matrizes de similaridade/distancia foram andidsapor UPGMA (“Unweighted
Pair-Group Method with Arithmetical Averages”), corsugerido por SNEATH (1979).
A correlacdo cofenética (rcof) entre a matriz dailsridade original e a matriz de
similaridade gerada a partir do dendrograma oldodproduzida como uma forma de
avaliar a concordancia entre os agrupamentos abtmon cada marcador e sua
estrutura original (BUSSAB et al., 1990).

3.5.2 Andlise do Polimorfismo dos Marcadores (PIC “Polymorphism Information
Content”)

Os marcadores microssatélites e AFLPs obtidosrfaaalisados pelo namero

de alelos por loco, pela freqtiéncia alélica poolecpelo contetido de polimorfismo
(PIC) dado pela expressao: PI(I_Z*:lpi "2 Ly BPP , onde fi € a frequéncia do
i-ésimo alelo para uma dada marca, somado ao ldogm alelos (LINCH & WALSH

1998). O PIC fornece uma estimativa do poder disoatério do loco, considerando o

namero de alelos que sdo expressos e também &sérigs relativas destes alelos.

3.5.3 Anélise de¢'Bootstrap”

A andlise de “Bootstrap” foi utilizada para ver#ica precisdo do numero de
marcas polimérficas de SSRs e AFLPs necessérias qadcular as estimativas das
distancias genéticas entre os pares de gendtipdsijde estudados (TIVANG et al.,

28



1994). O programa BooD (COELHO, 2002), escritoizaiido a fungdo “RANNUNI"
do SAS (SAS INSTITUTE, 1989), foi utilizado paragmender estas analises.

3.5.4 Analise multivariada

A representacdo dos agrupamentos formados entreulosares de feijbes
cariocas foi realizada pela analise de coordenpdasipais (PCO - GOWER, 1966),
em trés dimensoes, utilizando o “software” NTSY&R.F, 1993).

3.5.5 Teste de atribuicdo de individuos a grupos

Com base na estatistica bayesiana, o programett8gUPRITCHARD et al.,
2000) foi utilizado alternativamente para infersr agrupamentos. O niamero de grupos
variou de K=2 a K=15, com cinco repeticbes de dadmnduzidas usando o modelo
“admixture”, para os dados dos SSRs, e 0 modelo@admixture” para os dados dos
AFLPs. As frequéncias dos alelos foram correladasaultilou-se 200.000 de periodo
de “burn” e 500.000 de MCMC (http://cbsuapps.tmetiredu/structure.aspx), para
haver uma melhor acuracidade nos resultados gerBdos verificar qual K era o mais
adequado para inferir os agrupamentos, foi caleuladazao de verossimilhanca do
conjunto de dados obtidos pela analise do Strucieedo que a média de cada Ln
(logaritmo de maior probabilidade de origem indiatl para encontrar-se em um
mesmo “cluster”) é calculada (LnPD), e o maior vada razdo de verossimilhanca
(LnPD) forneceu a melhor estimatica de K para gudn de acessos avaliados, com o

menor desvio.

3.5.6 Associagdo entre as medidas de distancias €ficas para os diferentes tipos
de marcadores (AFLPs e SSRS)

Para realizar a associacdo (correlacdo) das memtmbtidas por meio do
agrupamento UPGMA, geradas com os resultados datigpeggem dos marcadores
SSRs e AFLPs, a funcdo Mxcomp do “software” NTSYS-perséo2.0j (“Exeter
Software”; RHOLF 1993) foi utilizada empregando este de Mantel (MANTEL,

1967). Para efetuar a correlacdo das matrizes doessario converter os dados da
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matriz de dissimilaridade (SSRs) para uma matrizidelaridade, sendo que uma é
complemento do valor da outra para integrar a uleida
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Genotipagem com os marcadores microssatélite33Rs)

A genotipagem de 85 microssatelites foi realizaatanpeio da analise de géis de
poliacrilamida denaturante corados com nitratordéap Visando aperfeicoar a técnica e
reduzir os gastos com a preparacdo de diversodgéisliacrilamida, em um mesmo
gel, foram aplicados dois diferentes microssatliteendo que em uma primeira
aplicacdo colocou-se os 30 primeiros acessos aoaglds com um SSR, seguidos do
“ladder” de 10 pb, e depois os outros 30 acessos com 0BRes,Juntamente com outra
aplicacdo do “ladder” de 10 pb. Apds a entrada 8tAaté 1/3 do gel, efetuou-se a
segunda aplicacdo dos outros 30 genétipos ampldgacom cada microssatélite

(Figuras 3 e 4).

Figura 3 - Perfil do microssatélite SSR-IAC62 (polimérfico) egal de acrilamida 6%
corado com nitrato de prata, com produtos de tamdehl98 — 210 pb (pares de base),
em feijdo comum.
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Figura 4 - Perfil dos microssatéliteS8SR-IAC127(A), com tamanhos entre 168-170, e
SSR-IAC128 (B) com produtos de tamanho de 168-180gel de acrilamida 6%
corado com nitrato de prata, em feijao comum. Ambascadores apresentaram padrao
polimérfico.

Dos 85 microssatélites utilizados, 70 (82,4%) sgméaram padrao polimérfico e
15 (17,6%) padrdo monomorfico (Tabela 4). Por niei@yenotipagem dos 60 acessos
do tipo Carioca, utilizando 50 microssatétiltes fmrado um total de 120 bandas
polimérficas. O numero de alelos variou de 2 aoln ama média de 2,4 alelos por
loco, sendo que os maiores numeros de alelos @ukenforam encontrados nos locos
SSR-IAC10, SSR-IAC11, SSR-IAC46, SSR-IAC62 e SSR4& (com 4 alelos cada).
Numeros idénticos de alelos por loco foram encdosgor CAMPOS et al. (2007) e
HANAI et al. (2007). CAMPOS et al. (2007) avaliar@® microssatélites a partir de 14
acessos de feijdo comum do Banco de Germoplasme@p incluindo gendtipos
Andinos e Mesoamericanos. Quinze microssatélitessaptaram padrédo polimérfico,
apresentando valor médio de 2,07 alelos por lo@dNAl et al. (2007) avaliaram 40
microssatélites em 23 genotipos de feijdo comurorigeem Mesoamericana e Andina,
utilizando microssatélites de origem génica (proxeies de ESTS) e de origem
gendmica. Do total de microssatélites, 26 SSRssaptaram padréo polimorfico, sendo

gue foi encontrado de 2 a 7 alelos por loco.

32



Tabela 4 - Dados dos 85 microssatélites que foram utilizadms genotipar os 60
acessos de feijao comum do grupo ‘Carioca’. DosS8Rs selecionados, 20 foram
genotipados utilizando a técnica de fluorescéngia (

N°  Nomenclatura dos Motivos Ta Tamanho dos N°de PIC
SSRs fragmentos  alelos
amplificados

01 SSR-IACO1* (CT)8 56 240-262 2 0,43
02 SSR-1AC05 (TG)6(GA)5 50 164-166 2 0,10

(AG)10 (ACA)5
03 SSR-IAC09 (CA)9C 56 160-168 2 monomarfico

(CA)2(TA)6
04 SSR-1AC10 (GA)12(AG)6 56 176-188 4 0,68
(AG)6

05 SSR-IAC11 (GA)24 56 186-204 4 0,60
06 SSR-IAC13 (GA)10A 56 180 1 monomoérfico

(GA)4GG (GA)9
07 SSR-1AC14* (GM)7 56 226-256 5 0,30
08 SSR-IAC16 (GA)8 56 220-224 3 0,29
09 SSR-1AC18* (GT)8 56 270-300 3 0,59
10 SSR-IAC20 (GA)7AA (GA)2 56 182 1 monomorfico
11 SSR-IAC21 (AC)6 56 138-140 2 0,40
12 SSR-1AC22 (TA)8(GA)9 56 146-148 2 0,09
13 SSR-1AC24 (AC)7(AT)6 56 166-168 2 0,06
14 SSR-1AC25 (CA)B6CAA (CA)2 56 260-300 3 0,49

CAA(CA) 3CG

(CA)5
15 SSR-1AC27 (GT)5 56 260-278 2 0,11
16 SSR-IAC28 (GT)5(TC)10(TA) 56 280 1 monomarfico
14
17 SSR-1AC29 (GA)23 56 58-158 2 0,10
18 SSR-1IAC32* (TG)7 (TA)6 56 62-80 3 0,48
19 SSR-IAC34 (GA)12 56 180-182 2 0,49
20 SSR-IAC35 (CT)5 56 240-242 2 0,50
21 SSR-IAC45 (TG)5 56 202 1 monomorfico
22 SSR-1AC46 (CAY7 56 220-260 4 0,63
23 SSR-IACA4T7* (GA)20 56 300-330 4 0,56
Continua
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Tabela 4- Continuagao

24 SSR-1AC49 (AG)9 56 228-230 2 0,13
25 SSR-IAC51 (GA)5 CA(GA)9 56 150-160 2 0,25
CA (GA)2

26 SSR-IAC52 (GA)11 56 221-225 3 0,56

27 SSR-IAC53 (GA)9 56 164-168 3 0,52

28 SSR-IAC54 (AC)6 CAAA 56 110-112 2 0,09

(TA)3 C (AT)5

29 SSR-IAC55 (GA)13 56 194-202 3 0,52

30 SSR-IAC56* (AC)8 56 270-300 3 0,37

31 SSR-IAC57 (GT)5 56 280 1 monomaoérfico

32 SSR-IAC58 (TG)10 56 184 1 monomorfico

33 SSR-IAC59* (AC)7 61 35-170 3 0,55

34 SSR-IAC62 (AG)14 45,3 198-210 4 0,67

35 SSR-IAC63 (AC)6 59,8 210 1 monomorfico

36 SSR-IAC64* (AC)6 56 270-290 4 0,53

37 SSR-IAC65 (TG)5 60 270-272 2 0,10

38 SSR-IAC66 (GA)10 56 136-144 3 0,49

39 SSR-IAC67 (GM)y7 56 110 1 monomoérfico

40 SSR-IAC68 (CT)8 56 260-272 4 0,53

41 SSR-IAC70 (AC)8 60 186-188 2 0,48

42 SSR-IAC73 (AT)6(GT)6 60 198-230 3 0,53

43 SSR-IAC77 (CA)B(CT)4 60 188-190 2 0,44

44 SSR-IAC83 (TO)11 45 250-260 3 0,61

45 SSR-IAC87 (AC)9 63,5 220-240 3 0,41

46 SSR-IAC88 (CA)7(AT)7 60 210-220 3 0,52

47 SSR-IAC91 (AC)3(TC)2 60 200-210 2 0,06

48 SSR-IAC96 (CA)5(TA)2 60 254-258 2 0,47

49 SSR-IAC97 (AC)3(TC)2 60 240 1 monomorfico

50 SSR-1AC98 (CT)8(TA)3(TG)8 60 230-290 3 0,60

51 SSR-IAC100 (AT)4(GT)8 60 206-210 2 0,09

52 SSR-IAC101 (AC)7 60 186-190 2 0,29

53 SSR-IAC102 (CT)7 GTCA 60 176-178 2 0,39

(CT)8
54 SSR-IAC127 (TA)3T (TGA)3G 63,3 168-170 2 0,50
(TA)3

55 SSR-IAC128 (AC)7 GGA (TC)2 56,7 168-190 2 0,31

Continua
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Tabela 4- Continuagao

56 SSR-IAC129 (TG)2G (CT)2 56,7 250-258 2 0,47
TCT (GA)2
57 SSR-IAC134 (AC)6 56,7 218-250 2 0,41
58 SSR-1AC136 (CA)T (AT)S 56,7 240-270 2 0,43
59 SSR-1AC141 (TCT)3A(CT)13 59,4 214-218 2 0,40
60 SSR-1AC143* (TC)2T(TC)2T 63,3 170-200 4 0,51
(TC)2
61 SSR-1AC144* (CT)10 56,7 170-220 4 0,70
62 SSR-1AC147 (CA)S5 56,7 230-240 2 0,46
63 SSR-IAC155 (AG)9 56,7 196-200 2 0,04
64 SSR-1AC156 (TC)3 TG (GC)2 56,7 230 1 monomorfico
65 SSR-1AC159 (AC)6/(AC)A C 56,7 284-296 2 0,29
(CT)2
66 SSR-IAC160 (TG)2 (TA)2 56,7 170-174 2 0,44
(TG)5
67 SSR-IAC166 (CA)2 AA 56,7 186-190 2 0,05
(AC)3/(TA)2 GAC
(TG)3
68 SSR-IAC167 (TG)7 (CG)3 56,7 138-168 2 0,34
69 SSR-IAC174 (AT)3A(AT)2 53,2 140 monomarfico
(AC)7 TTT (CA)3
70 SSR-IAC179 (AC)2 CTTT 63,3 180-186 2 0,48
(AC)2 CTA (TC)5
71 SSR-IAC180 (AC)3T (CA)3 63,3 206 monomérfico
TAA/ (AC)3(AC)3
G (CA)2
72 SSR-1AC181 (AT)2 AC 58,4 120 monomoérfico
(AT)3/(AG)5 TAA
(AG)2 C (AG)2
73 SSR-IAC183 (AG)18 A (AC)4 56 190-196 2 0,27
74 SSR-IAC209 (AC)2 (TG)3 56,7 198-200 2 0,48
75 SSR-IAC211 (CA)10 (TA)8 43,8 176 1 monomarfico
76 FJUNA 128* (AG)15 60 260-300 6 0,61
77 FJUNA 167* (AT)4 AG 60 290-310 4 0,41
(GT)6/(AT)4
(GT)6
78 FJUNA 210* (CT)10 60 196-210 4 0,64
Continua
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Tabela 4- Continuagao

79 FIJUNA 232* (CA)5 60 160-206 3 0,67
80 FIJUNA 235* (AT)2 (GT)3 60 256-300 2 0,36
81 FIJUNA 245* (TC)9 60 200-226 5 0,27
82 FIJUNA 258* (CA)6 60 200-236 4 0,42
83 FIJUNA 390* (GT)Y4 AT (GT)3 60 190-250 5 0,64
84 FIJUNA 399* (TG)8 60 240-260 4 0,56
85 FIJUNA 414* (AC)11 (AT)12 45 144-296 5 0,69

Adicionalmente, foi realizada a genotipagem dosmuossacessos com outros 20
microssatélites utilizando a técnica de fluores@éndJm total de 77 bandas
polimorficas foi obtido e, o nimero de alelos vargte 2 a 6, com uma média de 3,9
alelos por loco. Os maiores numeros de alelos vhdes foram encontrados pelos
microssatélites SSR-IAC14, FJUNA-128, FJUNA245, RA-B90 e FJUNA-414.

A técnica de fluorescéncia mostrou-se mais efieipara realizar a genotipagem
de marcadores microssatélites do que a de gelldeflamida denaturante corado com
nitrato de prata, posto que, por meio da fluoreseémoi detectado um maior nimero
de alelos por loco. A técnica de fluorescéncia ésmafinada para detectar
polimorfismo mesmo de 1 pb. E mais eficiente e defaaum tempo menor de preparo
e avaliacdo, facilitando a analise de genotipageam ®© intuito de avaliar a
variabilidade genética presente em um determinadjucto de genadtipos.

MASI et al. (2003) testaram a eficiéncia das téside PCR “multiplex” com
SSRs e a genotipagem por fluorescéncia utilizarmahtipos de feijdo comum. Neste
trabalho, os autores concluiram que as duas técs@a eficientes, economizando o
tempo de realizacdo. HAO et al. (2008) utilizarantéenica de “primers” de SSRs
marcados com fluorescéncia para avaliar a diveisidgenética de 5.029 acessos de
feijdo comum. Os autores formaram um banco de gadasma na China a partir deste
estudo. Os autores concluiram que a técnica detigagem utilizando “primers”
marcados com fluorescéncia foi muito eficiente,tpague, permitiu em um periodo
curto de tempo avaliar um grande numero de gersdgpaividi-los de acordo com sua
variabilidade genética.

Através dos resultados obtidos pela analise redizselo programa Structure

com os dados obtidos com a genotipagem dos SSR&#F), foi possivel dividir os
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acessos em 10 grupos (K=10; Figura 6), sendo chax@ se tem 0S acessos que
compdem cada grupo formado:

. Grupo 1: ‘BRS-Cometa’, ‘BRS-Horizonte’, ‘Aporé’, “449’, ‘BRS-Pontal’, e
estes genaotipos apresentam o genitor ‘Pérola’ eendéncia (exceto o acesso ‘Aporé’);
. Grupo 2: ‘IAPAR-72', 'IAPAR-57’, ‘IPR-Aurora’, ‘MD-806’ e ‘Mex-279’,
sendo que os gendtipos ‘IAPAR-72’, 'IAPAR-57' MD-806" apresentam tolerancia
ao mosaico dourado, que tem como agente causal® BGMV (“Bean Gold Mosaic
Virus”);

. Grupo 3: ‘LH-1I', ‘OPNS-331’, ‘Mar 2’, ‘Taquari’, Pérola’, ‘L-476-2’, ‘Rubi’ e

‘L 507-1’, onde os genotipos ‘LH-II' e ‘Taquari’ agsentam o genitor ‘Rubi’ na
ascendéncia, e 0s acessos ‘Pérola’, ‘Mar 2’ e ‘OBBIBpossuem tolerancia a mancha
angular, causada pelo patégéttmseoisariopsis griseolgacc.);

. Grupo 4. ‘BRS-Requinte’, ‘BRSMG-Talism&’, ‘CariocMG’, ‘CV-48’,
‘Branquinho’, ‘Carioca Precoce’, ‘FT-Bonito’ e ‘IACarioca Tybatd’, sendo que
destes somente o acesso ‘IAC-Carioca Tybata’ nésypgrao de tamanho pequeno;

. Grupo 5: ‘Caneludo’, ‘FEB-186’, ‘FT-Paulistinha’ FEB-200’, ‘IAPAR-81’,
‘IAC-Carioca Pyatd’, ‘Goytacazes’, ‘IAC-Carioca Atue ‘Campedo II', onde os
genotipos ‘FEB-186’ e ‘FEB-200’ possuem tolerareidaixa fertilidade;

. Grupo 6: ‘H96A31-P2-1-1-1-1', ‘IAC-Alvorada’, ‘Guai e ‘IAC-Carioca
Akytd’, sendo os acessos ‘H96A31-P2-1-1-1-1', ‘IAGrorada’ tolerantes ao
escurecimento;

. Grupo 7: ‘IAPAR-31’, ‘LP88-175’, ‘Juriti’, ‘OPS-16' ‘Rud&’ e ‘|IAPAR-80’,
sendo os acessos ‘IAPAR-31’, ‘LP88-175" e ‘IAPAR-®@rtencentes ao programa de
melhoramento do IAPAR;

. Grupo 8: ‘Carioca Lustruso’, ‘H96A28-P4-1-1-1-1Carioca Comum’, ‘IAC-
Ybaté’ e ‘H96A102-1-1-152’, sendo que destes, sdmenacesso ‘Carioca Comum’
nao possui listra amarela no grao;

. Grupo 9: ‘LP 01-38, ‘LP 9979, ‘Z-28', ‘IAPAR-14'e ‘TO’, sendo 0s
gendtipos ‘LP 01-38, ‘LP 9979, ‘IAPAR-14" perteantes ao programa de
melhoramento do IAPAR, e os acessos ‘TO’ e ‘Z-285guem grdos de tamanho

grande;
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. Grupo 10: ‘IAC-Votuporanga’, ‘IAC-Carioca Akyt&’, IAC-Aysd’, ‘IAC-
Carioca’ e ‘IAC-Apu&@’, onde todos estes genotipcartgncem ao programa de
melhoramento do IAC.

Além disso, foi possivel verificar que ocorreu udigtribuicdo dos genotipos de
acordo com a instituicdo de melhoramento a quepesm (Grupo 7, Grupo 9 e Grupo
10), sendo que esta divisdo pode ser atribuidataode cada instituicdo de pesquisa
gue realiza o melhoramento do feijoeiro possuietps especificos para obter novas
cultivares, por exemplo, o IAC visa obter cultivaresistentes a antracnose e a mancha
angular, enquanto que o IAPAR visa obter cultivaessstentes a seca. Ao observar a
divisdo dos 60 acessos em 10 grupos, realizadappetpama Structure, nota-se que
exceto pelo Grupo 2, nos demais grupos ha uma graistigenacao alélica (Figura 5),

e este fato pode ter ocorrido devido aos cruzarsartlizados para obter estes acessos
(Tabela 2), haja visto que nos programas de meiemed genitores semelhantes séo
utilizados para obter diferentes variedades.

Relatos em literatura de trabalhos que realizaondestde variabilidade genética
tém utilizado o programa Structure para verificaadormacéo dos grupos gerados por
dendrogramas sdo de fato robustos, tais como, g&o f(DIAS & BLAIR, 2006;
BLAIR et al. 2007), em soja (JUN et al., 2007) e anpz (GARRIZ et al., 2004),
sendo que, nestes estudos, 0s autores encontraocaraspondéncia entre o0s
agrupamentos gerados pela analise de UPGMA conrupog formados através da

analise dos dados com o programa Structure.
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Figura 5 - Representacado dos 60 gendétipos de feijao comuranperites ao grupo ‘Carioca’ de acordo com a anlddigesiana do programa
Structure. Os acessos avaliados foram divididod@mrupos (K=10).Os acessos estéo representados pelas barras asldgichesma cor em
acessos diferentes indica que eles pertencem a @smangrupo. Cores diferentes no mesmo genotipeandia porcentagem do genoma
compartilhado com cada grup&s barras na cor cinza representam os grupos #ados. Q: coeficiente de particdo do individuo aada

grupo.
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Figura 6 - Grafico de Pritchard obtido através dos dadamdps pela analise do
Structure utilizando os dados da genotipagem ogsadares SSRs, com o K variando
de 2 a 15 grupos, sendo que o valor de K mais peb¥daquele que possui uma maior
verossimilhanca (LnPD, circunferéncia em vermelho).

O dendrograma gerado a partir do agrupamento UPG&&Nzado com os
dados obtidos pela genotipagem dos SSRs com oscé&sas de feijdo comum
pertencentes ao tipo Carioca (Figura 7) revelouljuema alta variabilidade genética
presente entre 0s acessos e que a estrutura gemésie conjunto de gendtipos é fraca,
sendo que as distancias genéticas variaram de &,8/63. Valores inferiores de
distancia genética foram observados por DIAZ & BRA{2006) ao avaliarem a
estrutura genética de 60 acessos de feijdo comunenpentes ao “pool”
mesoamericano utilizando marcadores SSRs, obtiveraa variacdo das distancias
genéticas de 0,26 a 0,46. Sendo assim, os 60 gesdialiados por DIAZ & BLAIR
(2006) apresentaram uma menor variabilidade genékic que a encontrada nos 60
acessos de feijao comum do tipo Carioca, perteeseatd Banco de Germoplasma do
IAC.

Além disso, pelo dendrograma, foi possivel diviokr 60 genoétipos de feijao
comum do tipo Carioca em 9 grupos, sendo que pata,tfoi utilizada uma linha de
corte em torno da distancia genética de 0,58,@mposicdo de cada grupo identificado
esta descrita abaixo.
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. Grupo 1: ‘A449’, ‘Branquinho’, ‘FT-Bonito’, ‘FT-Pdo Real’, ‘BRS-Requinte’,
‘BRSMG-Talismé&’, ‘Carioca MG’, ‘Carioca PrecoceCV-48’, ‘Guara’, ‘IAC-Carioca
Apud’, ‘H96A31-P2-1-1-1-1', ‘IAC-Alvorada’, ‘Canello’, ‘Goytacazes’, ‘FT-
Paulistinha’, ‘FEB-200’, ‘IAPAR81’, ‘IAC-Carioca Thyatd’, ‘IAPAR 57, ‘IAPAR 80,
‘IAPAR 31', ‘'LP 88-175’, ‘OPS-16’, ‘Jurit’, ‘Ruda’ ‘lac-Votuporanga’, ‘L-476-2’,
‘LH I, “Taquari’, ‘Pérola’, ‘Mar 2’, ‘OPNS 331’ e'Rubi’;

. Grupo 2: ‘FEB-186’, ‘IAC-Carioca Arud’ e ‘IAC-Carga Pyata’;

. Grupo 3: ‘Aporé’, ‘BRS-Cometa’, ‘BRS-Horizonte’, BS-pontal’, ‘Campedo
II'e ‘L 507-1";

. Grupo 4: ‘IAPAR 72’, ‘MD 806’, ‘IPR-Aurora’ e ‘MexX279’;

. Grupo 5: ‘IAC-Ays@’, ‘IAC-Carioca’ e ‘IAC-Carioca kyta;

. Grupo 6: ‘IAPAR 14’, ‘LP 01-38’ e ‘LP 9979;

. Grupo 7: ‘TO’ e ‘Z-28;

. Grupo 8: ‘Carioca Comum’, ‘Carioca Lustroso’, ‘H9B&P4-1-1-1-1" e ‘IAC-
Ybaté’

. Grupo 9: ‘H96A102-1-1-152’ (possui 0 maior graoabmjunto analisado).

Ao realizar a comparacao entre os 10 grupos obtidosa analise do Structure
com os 9 grupos obtidos com o dendrograma, foi ipelsyerificar que existem
algumas correspondéncias entre 0s grupos gerat® plendrograma com 0S grupos
gerados pela analise com Structure com uso de $8Rdp que: alguns acessos que
compdéem o Grupo 1 do dendrograma sdo os mesmodocam parcialmente os
seguinte grupos do Structure: Grupo 3 (‘Mar 2’,duiari’, ‘Pérola’, ‘L-476-2’, ‘Rubr’,

e ‘LH II'); Grupo 4 (‘BRS-Requinte’, ‘BRSMG-Talisma‘Carioca MG’, ‘CV-48’,
‘Branquinho’, ‘Carioca Precoce’, ‘FT-Bonito’ e ‘IACarioca Tybatd’); Grupo 6
(‘H96A31-P2-1-1-1-1’, ‘IAC-Alvorada’ e ‘Guard’) e Bpo 7 (‘'IAPAR-31’, ‘LP88-
175, ‘Juriti’, ‘OPS-16’, ‘Ruda’ e ‘IAPAR-80’). Osacessos ‘Aporé’, ‘BRS-Cometa’,
‘BRS-Horizonte’, ‘BRS-Pontal’ estdo tanto no GruBodo dendrograma quanto no
Grupo 1 do Structure. Enquanto que, o Grupo 5 dudrdgrama possui todos o0s
acessos inseridos no Grupo 10 do Structure, e pd3ulo dendrograma € composto
pelos mesmos acessos do Grupo 8 do Structure, extegdo do gendtipo ‘H96A102-
1-1-152".
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O indicativo do desempenho de andlise do agrupameata os dados da
genotipagem com SSRs dos 60 acessos do tipo Cdoioohtido pelo coeficiente de
correlacdo cofenética {f), entre a matriz de dissimilaridade original e atnm
cofenética. O & obtido foi de 0,66, indicando que o dendrograma faineceu a
melhor representacdo das relagfes genéticas exgasspelas distancias genéticas
obtidas para o conjunto original dos dados. De, fasodistancias genéticas ndo foram
bem traduzidas nos agrupamentos, visto que cadaidaod formou quase um
agrupamento unico, indicando que a estrutura genééste conjunto € de fato fraca.

A andlise de “Bootstrap” empregada para avaliar airagidade dos
agrupamentos gerados pelas andlises com SSRs rdptesambém uma baixa
representatividade estatistica para a maioria dssaque mostra que 0s agrupamentos
gerados ndo estdo estaveis, ou seja, caso OutRs fam incorporados a analise, a
estrutura do dendrograma pode ser alterada (FQura

O maior valor de PIC encontrado foi de 0,70 (SSR41A4) e o menor PIC foi
de 0,03 (SSR-IAC155) (Tabela 4). Os valores demarsh que, no geral, os locos
avaliados apresentam uma boa informatividade. ©utrabalhos ao utilizarem
marcadores microssatélites em feijdo encontraratores semelhantes de PIC.
METAIS et al. (2002), em um estudo com 45 linhagediferentes de feijio comum
(Phaseolus vulgarid..), encontraram valores de PIC entre 0,12 a Osékdo estes
valores referentes a 15 marcadores microssatéBESICHIMOL et al. (2007) ao
avaliarem a diversidade genética de variedadesnasd®@ Mesoamericanas, utilizando
microssatélites, obtiveram uma variacdo no valoPi{d de 0,05 a 0,83. Contudo deve-
se lembrar que os gendtipos avaliados eram maiergdintes, e, além disso, a
informatividade oferecida pelos SSRs € dependemtaidhero e tipo de gendtipos que
sao avaliados. Dos microssatélites utilizados g@NBHIMOL et al. (2007), 53 SSRs
foram os mesmos utilizados para realizar a anélsdiversidade para os 60 genétipos
de feijdo do tipo Carioca, e destes 6 SSRs apasemtvalores de PIC semelhantes
(SSR-IAC-01, SSR-IAC32, SSR-IAC55, SSR-IAC64, SBR-T0 e SSR-IAC-83).
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Figura 7 - Dendrograma dos 60 gendtipos de feijao comuntipto Carioca, gerado a partir da analise de UPGM& ©s dados da
genotipagem realizada com os 70 marcadores policoértio tipo microssatélites. Os valores de “Boagstobtidos estdo representados
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visualizados no dendrograma, com o ponte de aadieddo (linha vermelha).
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A andlise de coordenadas principais (PCO), reddizzam trés eixos, explicou
20,95% da variancia do total dos dados (1° eix@®1%; 2° eixo - 6,98% e 3° eixo -
6,35%), sendo que esta variancia foi baixa, mas @stacordo com o observado por
outros trabalhos (BENCHIMOL et al., 2006; ZHANGagt, 2008). Como cerca de 80%
da variancia dos dados foi perdida, esta analisdai&apaz de agrupar claramente os
acessos (Figura 8). Entretanto, foi possivel ctastqgue o ‘Carioca Comum’ se
distanciou geneticamente dos demais genétipos ¢éos glo tipo Carioca (exceto do
‘IAC-Ybaté’). Isto é interessante, pois na pratiGao senso comum de que todos as
cultivares cariocas sdo semelhantes, ja que odCaiComum’ foi a base genética do
melhoramento dos demais acessos do tipo CariocaNBEMES et al. (2004) e
PALOMINO et al. (2005), ao avaliarem a diversidagmética de gendtipos de feijao
comum pertencentes ao grupo ‘Carioca’, utilizandaraadores RAPDs, também
constataram que os genotipos do tipo Carioca atitiz atualmente pelos agricultores e
pelos pesquisadores em programas de melhoramentbesd diferentes do ‘Carioca
Comum’ original. Este deu origem aos demais gr&omdsmo grupo, e portanto, caso
o melhorista deseje resgatar caracteristicas agnoaé de interesse que pertengcam ao
acesso ‘Carioca comum’ original, este devera sentreduzido nos programas de

melhoramento do feijoeiro.
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Figura 8 - Analise de coordenadas principais (PCO) realizada as dados obtidos por
SSRs em 60 acessos de feijdo comum do tipo Ca@eacessos estado representados
por numeros, sendo que a correspondéncia com ossndos genotipos encontra-se na
Tabela 2.

4.2 Genotipagem com os marcadores AFLPs

A partir de 20 combinacdes de “primers” especifimobtido um total de 725
bandas, sendo que 635 (87,6%) apresentaram padiéoogico (Figura 9) e 90
(12,4%) apresentaram padrdo monomorfico. O numerbagmentos amplificados por
par de “primers” variou de 71 (E-TAA/M-GAA) a 20 {&CC/M-CGG) (Tabela 5).
Outros trabalhos realizados com feijdo comum atildo marcadores AFLPs também
observaram indices elevados de polimorfismo. KUM#Ral. (2008), por meio de 8
combinac¢des d&caRl com Msd, avaliaram a diversidade genética de 44 acessos d
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feijdo comum, sendo que foram gerados um total 2 18cos, e destes, 698 locos
foram polimorficos (85%). SVETLEVA et al. (2006)reaterizaram molecularmente 78
feijdes por meio de marcadores ISSRs e AFLPs. Alo,t@s autores utilizaram 4
sequéncias de ISSRs e 3 combinacdeEa®Rl com Msd, sendo que foram obtidos
164 locos AFLPs (32,9% de polimorfismo). PAPA & GEP(2003) utilizaram 20
combinacde&coR com Msd, sendo que foi obtido um total de 213 locos. Bgs192
(90,1%) apresentaram padrdo polimérfico. Sendamassipossivel constatar que por
meio da andlise de diversidade realizada com osadares AFLPs, os 60 acessos de

feijdo comum do tipo Carioca séo bastante divesgent

Figura 9 - Representacdo da genotipagem dos 60 acessos @ deinum do tipo
Carioca em gel de poliacrilamida 7% corado comatotde prata com os marcadores
AFLPs (combinacdo -EcdRl GACTGCGTACCAATTCITA/ Msd GATGAG
TCCTGAGTAAGAT.
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Tabela 5- Combinacdes de pares de “primers” de AFLPs e saaxteristicas, que
foram utilizadas na genotipagem dos 60 acessosijde tomum do tipo Carioca.

Combinacdo de  Numero de bandas Bandas Nivel de
“‘primers” polimorficas polimorfismo (%)

E-TAA/M-GAA 71 65 91,5%
E-TCA/M-GAA 23 21 91,3%
E-TCA/M-GAC 24 22 91,6%
E-TCA/M-GAC 33 29 87,9%
E-TAT/M-GTA 33 29 87,9%
E-TAT/M-GTG 59 52 88,1%
E-TTA/M-GAT 34 30 88,2%
E-TTG/M-GAA 24 20 83,4%
E-TTG/M-GAT 32 29 90,6%
E-TCT/M-GAA 27 24 88,9%
E-TCT/M-GAT 37 34 91,9%
E-TCT/M-GTA 41 33 80,5%
E-TCT/M-GTT 42 37 88,0%
E-TTT/M-GTA 54 47 87,0%
E-TTT/M-GTC 26 20 83,4%
E-AAG/M-CGG 47 45 95,7%
E-AAG/M-CCT 33 29 87,9%
E-AAG/M-CTC 39 35 89,7%
E-ACC/M-CGG 20 16 80,0%
E-ACC/M-CCC 26 18 69,2%
Total 725 635 87,6%

Os resultados obtidos pelo programa Structure comaoos de AFLP (Figura
10) permitiram realizar a divisdo dos genoétiposdais grandes grupos (K=2, Figura
11), sendo:
. Grupo 1: é composto acessos ‘Carioca Precoce’, “F&B, ‘L 507-1', ‘Rubi’,
‘Ruda’, ‘Juriti’, ‘Z-28’, ‘'TO’ e ‘Taquari’, sendo ge estes acessos possuem algumas
caracteristicas em comum, como: apresentam al@ujwaade, gréos relativamente
maiores;
. Grupo 2: é composto pelos genotipos ‘A-449’, ‘Gogizes’, ‘|IAPAR-31,
‘Aporé’, ‘Guard’, ‘IPR-Aurora’, ‘Branquinho’, ‘H96AP4-1-1-1-1', ‘BRS-
Cometa’, ‘H96A102-1-1-152’, ‘BRS-Horizonte’, ‘H96A3P2-1-1-1-1', ‘L-476-2,
‘BRS-Pontal’, ‘IAC-Alvorada’, ‘LH-1I' ‘BRS-Requing’, ‘IAC-Apud’, ‘LP01-38’,
‘BRS-Talisma’, ‘IAC-Ays¢’, ‘LP 9979, ‘Campedo II'/'IAC-Carioca’, ‘LP88-175’,
‘Caneludo’, ‘IAC-Carioca’, ‘IAC-Carioca Akytd’, ‘Ma 2’, ‘Carioca Comum’, ‘IAC-
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Carioca’, ‘IAC-Carioca Aru&@’, ‘MD-806’, ‘Carioca Lstroso’, ‘IAC-Carioca Pyat&’,
‘Mex 279, ‘Carioca MG’, ‘IAC-Carioca Tybatd’, ‘OP8-331’, ‘IAC-Votuporanga’,
‘OPS-16’, ‘CV-48, ‘IAC-Yabate’, ‘Pérola’, ‘IAPAR-H#’, ‘FEB -200’, ‘IAPAR-57,

‘FT-Bonito’, ‘IAPAR-80’, ‘FT-Paulistinha’, ‘IAPAR-8’, ‘FT-PortoReal’ e ‘IAPAR-
72’, e estes acess0s possuem graos relativameqntermes.
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Figura 10 - Representacdo dos 60 gendtipos de feijdo comurernperites ao grupo ‘Carioca’ genotipados com mareadaFLPs.
Utilizando o programa Structure os acessos avaifmam divididos em 2 grupos. Os acessos estdiesemtados pelas barras coloridas.
A mesma cor em acessos diferentes indica que eldenpem a um mesmo grupo. Cores diferentes no sngemotipo indicam a
porcentagem do genoma compartilhado com cada gAgdarras na cor cinza representam os grupos gados. Q: coeficiente de
particdo do individuo em cada grupo.

49



LnPD

'9600 T T T T T T 1
9700 0 4 6 8 10 12 14 16

-9800 +

-9900 +
-10000 +
-10100 +
-10200 +
-10300 +
-10400 +

-10500 -

Figura 11 - Grafico de Pritchard obtido através dos dadwoadyes pela analise do Structure
utilizando os dados da genotipagem os 635 locampdicos dos marcadores AFLPs, com o
K variando de 2 a 15 grupos, sendo que o valor deal§ provavel é aquele que possui uma
maior verossimilhanca (LnPD, circunferéncia em \aho).

A divisdo dos acessos em dois grupos realizada$telcture para os dados gerados
com a genotipagem dos AFLPs nao foi tdo eficientdaea quanto a obtida pela mesma
analise utilizando os dados da genotipagem dos ,S%#s na ao observar a divisdo dos
acessos com os dados dos AFLPs pelo programa B&uUgtigura 10) nota-se que nédo ha
uma separacdo distinta dos genotipos, e observarse Unico grupo com um
compartilhamento de alelos. Isto indica que a aeakalizada pelo programa Structure com
os dados dos AFLPs nao forneceu uma divisdo censistdos acessos em grupos bem
definidos, sendo que isto pode ser atribuido ao & que o programa Structure foi
desenvolvido para avaliar dados de marcadores dodates, porém pode-se realizar analises
utilizando marcadores de natureza dominante comaFa$s, porém havera uma perda de
informatividade dos resultados obtidos (PRITCHARRle 2000).

O dendrograma gerado a partir da andlise com osamh@ares AFLPs comprovou que
h& grande variabilidade genética presente entr60ogenotipos avaliados (Figura 12). A
existéncia desta variabilidade tambéem foi obsenamaealizar a genotipagem dos mesmos
acessos com marcadores moleculares do tipo mitétitss A distancia genética variou de
0,09 a 0,63. Entretanto, o dendrograma obtido coRLPS apresentou uma melhor
estruturacdo genética dos gendtipos avaliados dambtido com SSRs. Esta variabilidade

pode ser explorada pelos pesquisadores para reatizas cruzamentos no sentido de gerar
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cultivares elites que atendam as necessidadesodatpr e do consumidor desta leguminosa,
mantendo 0s cruzamentos entre gendtipos do tipodaae o tipo de gréo.

Utilizando uma linha de corte em torno da distarggaética de 0,10, foi possivel
observar a divisdo dos acessos em 5 grupos (FI@Qyréssim, tem-se:
. Grupo 1. é composto por dois subgrupos - (a) Cont&macessos ‘A-449’,
‘Branquinho’, ‘BRS-Horizonte’, ‘BRS-Cometa’, ‘BRSeRtal’, ‘BRS-Requinte’, ‘BRSMG-
Talism&’, ‘Carioca Comum’, ‘Caneludo’ e ‘Cariocadttnso’; e (b) E composto pelos acessos
‘Carioca Precoce’, ‘FEB-186’, ‘L 507-1’", ‘IAC-Alvada’, ‘Rubi’, ‘Rudd’, 'Taquari’, ‘TO’,
'Z-28', ‘Goytacazes’, ‘IAPAR-72’, ‘IPR-Aurora’, ‘LP01-38’, ‘CV-48’, ‘H96A31-P2-1-1-1-
1’, 'H96A28-P4-1-1-1-1’, 'IAC-Apud’, ‘IAPAR-31’, IAPAR-57’, ‘IAPAR-14’, 'IAPAR-80’,
Juriti’, ‘LP88-175’, ‘Guard’, ‘Mar 2'. Neste subfgpo, os acessos ‘Carioca Precoce’,
‘FEB186’, ‘L 507-1’, ‘Rubi’, ‘Rudd’, ‘Taquari’, ‘TO e ‘Z-28’, sdo encontrados também no
Grupo 1 do Structure (Figura 10);
. Grupo 2: é composto pelos genétipos ‘FEB-200’, Bdnito’, ‘H96A102-1-1-152’,
‘IAC-Ays0O’, ‘FT-Paulistinha’, ‘FT-Porto Real’, ‘MD806’, ‘OPS-16’, ‘Pérola’, ‘IAC-
Carioca’, ‘IAC-Carioca Akyt&’, ‘IAC-Carioca Pyatdl.-476-2’, ‘LH-II', ‘Mex 279’, ‘OPNS-
331, ‘IAC-Carioca Tybata’, ‘IAC-Votuporanga’, ‘IA€rbaté’, ‘IAPAR-31’;

. Grupo 3: possui os acessos ‘Campedo II' e ‘LP9979’;
. Grupo 4: é formado somente pelo genadtipo ‘IAC-Caidrud’;
. Grupo 5: é composto pelos acessos ‘Aporé’ e ‘CaridG'.

PALOMINO et al. (2005) ao avaliarem a diversida@adtica 28 gendtipos de feijdo
comum do tipo Carioca utilizando marcadores RAPBfigaram que o acesso ‘IAC-Carioca
Arud’ apresentou a maior distancia genética, sepaoeste formou um sub-grupo a parte.
Este fato confirmou-se no presente estudo, ou gejaneio da genotipagem dos acessos com
os marcadores AFLPs o0 acesso ‘IAC-Carioca Aru&’b&m apresentou a maior distancia
genética (Figura 12), e formou um grupo a part®, mde ter ocorrido pois apresentam
diferencas quimicas e morfolégicas para os demdissgde feijdo do tipo Carioca, como
baixas taxas de lignina e componentes fendlicos.

Os acessos ‘Carioca Comum’, ‘Pérola’ e ‘Carioca Mf@b possuem uma grande
similaridade genética (Figura 12), posto que emaorse em grupos distintos de acordo com
a genotipagem realizada com os marcadores AFLRssakplos gendtipos ‘Pérola’ e ‘Carioca

MG’ possuirem a cultivar ‘Carioca Comum’ em suaseagéncias, uma baixa similaridade
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genética entre estes acessos era esperada, vistesges acessos diferem em muitas
caracteristicas agonémicas importantes, como @esist a algumas racas da antracnose e da
mancha angular. Contudo, MACHADO et al. (2000) MEAHES et al., (2004) realizarem
estudos para estimar a diversidade genética desacee feijdo comum do tipo Carioca
utilizando marcadores RAPDs, verificaram que atériga de similaridade genética entre os
acessos ‘Carioca Comum’, ‘Pérola’ e ‘Carioca MGorgm os autores relataram que este
resultado ndo era esperado.

O coeficiente de correlagéo cofenéticgs)foi utilizado para verificar o desempenho
da analise do agrupamento obtido entre a matridlis&milaridade original e a matriz
cofenética. Ok obtido foi igual a 0,75, valor mediano de corregfncia entre as distancias
genéticas, obtidas pela andlise com os AFLPs, comgmpamento visualizado no
dendrograma de AFLPs.

Mesmo assim, a analise de “Bootstrap” empregada gaaliar a acuracidade dos nos
no agrupamento gerado com AFLPs apresentou uma begixesentatividade estatistica para
a maioria dos nos (Figura 12).

Os locos AFLPs apresentaram um menor poder dis@ibdrio, visto que o menor
valor de PIC encontrado foi de 0,03 (E-TAT/M-GTG) enaior valor de PIC foi de 0,37 (E-
AAG/M-CGGQG). Isto se deve provavelmente ao fato de gs marcadores SSRs revelam a
variagdo intra-alélica, o que ndo ocorre com oscaumres AFLPs. Os valores de PIC
encontrados para este tipo de marcador estdo ddoacom outros estudos realizados com

estes marcadores em feijdo comum (KUMAR et al.3200
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Figura 12 - Dendrograma dos 60 gendtipos de feijao comuripdoCarioca gerado a partir da analise de sindidate genética a partir dos
635 locos AFLPs. Os valores de “Bootstrap” obtidasma de 40%, estdo representados em porcentafyetimhas em azul representam
a divisdo entre os 5 grupos que podem ser visdiaizao dendrograma, sendo que para efetuar estaaliilizou-se uma linha de corte
(linha vermelha).
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A andlise de coordenadas principais (PCO) realizadan os dados da
genotipagem dos 60 acessos de feijao comum dcCap@ca com marcadores AFLPs
demonstrou que o ‘Carioca Comum’ possui perfil roolar distinto dos demais acessos
avaliados. Entretanto, a variancia dos dados, eagdi por esta analise, foi baixa
(12,64%; 1° eixo - 5,57%, 2° eixo - 3,87% e 3° eixB8,20%), e novamente né&o
adequada para amostrar a diversidade presente mjontto de genétipos de feijao
comum do tipo Carioca avaliados (Figura 13). KUMARal. (2008), ao avaliarem a
diversidade genética de feijao comum com marcaddiess total demonstraram que
os resultados obtidos pela andlise do PCO em tmdendbes explicaram 6,19% da
variacdo existente entre os acessos estudattbSNG et al. (2008) ao avaliarem a
diversidade genética de variedades de feijdo cordanChina observaram que o
resultado advindo da analise do PCO em trés dinasnsdplicou 5,6% da variabilidade
genética existente entre os genotipos avaliadosmdeassim, esta andlise evidenciou
uma proximidade genética entre as cultivares ‘RuRiida’, ‘Taquari’, ‘TO’ e ‘Z-28'.

Este agrupamento também p6de ser observado noodeanira (Figura 12).
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Figura 13 - Representacdo da andlise de coordenadas prin(iffa(3) realizada com
os dados obtidos por meio da genotipagem dos &se@sale feijdo comum do tipo
Carioca com os marcadores AFLPs. Os acessos egt@sentados por numeros, sendo
gue a correspondéncia com os nomes dos gendtipostesrse na Tabela 2.

4.3 Comparacédo das andlises empregadas com os malwas SSRs e AFLPs

O coeficiente de correlacdo linear das distanciaeéticas obtidas pelos
marcadores SSRs e AFLPs foi negativo r = -0.0&epa, ndo houve correlacdo entre 0s
dendrogramas obtidos, sendo que, deve-se constdareém a natureza codominante e
de alta variacdo dos marcadores SSRs, e que araesirformacdes genéticas de forma
distinta em relagcdo aos marcadores AFLPs. Engquantoarcadores SSRs podem ser
génicos ou gendbmicos e revelam a variabilidadea-loito, os marcadores AFLPs

revelam a variabilidade inter-loco.
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Os resultados obtidos pelo presente estudo deracmmir que tanto o0s
marcadores SSRs quanto os marcadores AFLPs utiiZadam eficientes para acessar
a diversidade genética presente entre os 60 acdssi@gao comum do tipo Carioca,
posto que, por meio destes marcadores foi posaiviicar que a estrutura genética do
conjunto avaliado ndo é forte, sendo que esta sfiateracdo pode ser atribuida ao
modo de obtencdo dos 60 gendtipos de feijdo comontipd Carioca, ou seja, ha
ocorréncia de diversas recombinacfes para obtacessos avaliados (Tabela 2). Os
resultados fornecidos pelos marcadores moleculdilesados neste estudo poderao ser
utilizados pelos melhoristas para obter novas \arkis de feijdo comum do tipo
Carioca, sendo que a selecdo dos genitores podem&ioutilizando as informagdes das
distancias genéticas de cada acesso associadacteidaticas agrondmicas desejadas.

Outros estudos que avaliaram a eficiéncia e anmtvidade dos marcadores
SSRs e AFLPs para acessar a diversidade genétioa denjunto de acessos de feijao
comum foram realizados. MARAS et al. (2008) avalara eficiéncia dos marcadores
SSRs e AFLPs para estimar a diversidade genéticacdssos de feijdo comum
pertencentes aos “pool” mesoamericano e andin@u@ses concluiram que ambos 0s
marcadores moleculares foram eficientes para @izat os acessos avaliados, sendo
gue ambos marcadores forneceram um alto nivel diengrfismo, e além disso
observou-se a divisdo dos 29 acessos de acordo ¢pool” génico a que pertenciam.
MASI et al. (2009) utilizaram marcadores SSRs e R§&lpara analizar a estrutura
genética de cultivares de feijdo comum que aprasant diferentes habitos de
crescimento. Os autores concluiram que tanto oscadares SSRs quanto 0s
marcadores AFLPs foram eficientes para analisastrautara genética de acessos de
feijdo comum, e que as informacgdes obtidas cons eséecadores moleculares pode ser
muito util para estudar a evolugcédo da estruturgtjEmnde cultivares de feijdo comum
durante o processo de conservacao e fornecer iaf@m®s relevantes e necessarias para
escolher medidas adequadas para explorar os re@eséticos vegetais.
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5 CONCLUSOES

a) A estrutura da genética do conjunto avaliado ndori&, porém ha uma grande

diversidade genética entre os genotipos avaliadsie restudo.

b) Os marcadores SSRs e AFLPs foram eficientes passar a diversidade genética

existente entre os genadtipos do tipo Carioca.

c) A cultivar ‘Carioca comum’, que deu origem as demaultivares, apresentou-se

distante geneticamente dos demais gendtipos atesis tipo de grao.
d) Os acessos foram divididos de acordo com caratitexs agrondémicas, como:

tamanho dos graos, tolerancia a doencas que atadaifio e aos acessos pertencerem

a uma determinada instituicdo de melhoramento.
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