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RESUMO

CABRAL, Pablo Diego Silva, M.Sc., Universidade Federal do Espirito Santo,
fevereiro de 2010. Diversidade molecular e morfoagronémica de
genotipos de feijoeiro (Phaseolus vulgaris L.) avaliados na regiao sul do
Espirito Santo. Orientadora: Tais Cristina Bastos Soares.

O feijoeiro (Phaseolous vulgaris L.) € uma cultura importante no aspecto
socioecon6mico, pois é fonte de proteinas e emprega em seu cultivo méo de obra da
agricultura familiar. O Brasil é o maior produtor de gréos de feijdo e no estado do
Espirito Santo essa cultura assume o terceiro lugar em importancia. A produtividade
da cultura ainda é baixa, mas pode ser aumentada, corrigindo-se 0 manejo
inadequado ainda adotado e utilizando sementes comerciais adaptadas a cada
regido. Nesse sentido, torna-se necessério conhecer a diversidade genética
existente entre as cultivares selvagens e comerciais para subsidiar programas de
melhoramento da cultura adaptada as condi¢des climéaticas de regifes especificas.
Com objetivo de estimar a divergéncia genética entre 57 gendtipos de feijoeiro foram
realizados trés experimentos, sendo um no ano agricola de 2008/09 e dois no de
2009/2010. Do total de genotipos utilizados, 31 foram resgatados na localidade de
Fortaleza, 20 fornecidos pela EMBRAPA e seis cultivares comerciais. Para estimar a
diversidade genética foram utilizadas anélises morfoagronémicas e moleculares. As
andlises morfoagronémicas foram feitas, utilizando 19 caracteres quantitativos e 27

gualitativos, por sua vez, nas moleculares, foram utilizados 16 primers de
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marcadores moleculares SSR e 11 primers ISSR. Os caracteres qualitativos,
quantitativos e moleculares mostraram-se eficientes na diferenciagdo dos genotipos,
comprovados pelo valor do coeficiente de correlagéo cofenética (CCC), sendo que
todos foram significativos, a 1% de probabilidade pelo teste “t”. O maior e o menor
CCC foram observados, respectivamente, nas analises por SSR (0,923) e ISSR
(0,833). Nao foi observada concordancia entre os agrupamentos feitos pelos trés
tipos de caracteres. Nas andlises por marcadores SSR, observaram-se 14 grupos,
pelas ISSR, 11 e pela combinagdo dos marcadores, 14. J4 pelas analises dos
caracteres guantitativos, observou-se a formagédo de 4 grupos e pelos qualitativos,
11. Sendo essa discordancia no numero de grupos formados esperada, devido a
diferenca de avaliagdo de cada caracter. Verificou-se ampla variabilidade entre os
gendtipos de feijoeiro estudados. Nos genoétipos provenientes da comunidade
Fortaleza (locais) foi observada uma significativa diversidade genética, mas entre os
gendtipos provenientes da EMBRAPA, a diversidade foi estreita. As andlises por
caracteres quantitativos mostraram que nas cultivares comerciais estudadas houve
pequena dissimilaridade com menor valor (24,96), entre as cultivares lapar 81 e
lapar 44, representando 1,08%. N&o houve a identificag@o de duplicatas genéticas e
a correlagdo de apenas 0,22 entre as matrizes de dissimilaridade, obtida pelos
marcadores SSR e ISSR demonstram que a utilizagdo desses marcadores em
conjunto reflete na melhor eficiéncia no poder discriminatério dos genotipos. A
combinagcdo dos marcadores foi mais eficiente na separagcdo dos genotipos,
discriminando diferenca entre os mesmos, por outro lado, as analises separadas
classificaram esses gendtipos como iguais geneticamente. A correlagdo moderada /
alta (0,57) entre os marcadores SSR e os caracteres quantitativos demonstra que a
dissimilaridade por meio de marcadores SSR ligados a caracteristicas de interesse
agrondmico pode substituir as andlises por caracteres quantitativos, j& que as
andlises por esses marcadores ndo sdo afetadas pelo ambiente, pois séo faceis,

rapidas e requerem menor quantidade de médo de obra e espagco fisico.
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ABSTRACT

CABRAL, Pablo Diego Silva, M.Sc., Universidade Federal do Espirito Santo,
in February 2010. Molecular diversity and morphoagronomic genotypes of
bean (Phaseolus vulgaris L.) evaluated in the south of the Espirito Santo.
Adviser: Thais Cristina Bastos Soares.

The bean (Phaseolous vulgaris L.) is an important crop in the socioeconomic
aspect, it is a source of proteins and employed its cultivation, labor of family farming.
The Brazil is the largest producer of beans and in the state, of the Espirito Santo that
culture takes third place in importance. The yield is still low, but can be increased by
correcting the improper management has adopted and using commercial seed
adapted to each region. In this sense, it is necessary to know the genetic diversity
between wild and commercial cultivars to support programs to improve the culture
adapted to the conditions of specific regions. To estimate the genetic differences
among 57 bean genotypes were performed three experiments, one in the agricultural
year of 2008/09 and two in 2009/2010. Of the genotypes, 31 were rescued in the
town of Fortaleza, 20 supplied by EMBRAPA and six cultivars. To estimate the
genetic diversity were used morphological and molecular analysis. The
morphological analysis were made using 19 quantitative characters and 27
qualitative, in turn, the molecular primers were used 16 primers of molecular markers
SSR and 11 ISSR primers. The characters qualitative, quantitative and molecular

techniques were effective in differentiating the genotypes, as evidenced by the value



of cophenetic correlation coefficient (CCC), all of which were significant, at 1%
probability by “t” test. The highest and lowest CCC were observed, respectively, the
analysis by SSR (0.923) and ISSR (0.833). There wasn’t correlation between the
groupings made by the three types of characters. In the analysis by SSR markers,
there were 14 groups, the ISSR, 11 and the combination of markers, 14. In the
analysis of quantitative characters, we observed the formation of 4 groups and the
qualitative, 11. This discrepancy in the number of groups formed expected, due to
the difference in valuation of each character. There was wide variation among bean
genotypes studied. In the genotypes from community Fortaleza (local) was a
significant genetic diversity, but among the genotypes from EMBRAPA, the diversity
was narrow. The analysis of quantitative traits showed that the cultivars studied was
small dissimilarity with lower value (24.96) among the cultivars lapar 81 and lapar 44,
representing 1.08%. There wasn'’t identification of duplicates and genetic correlation
of only 0.22 between the dissimilarity matrices obtained by SSR and ISSR markers
show that these markers together reflected in greater efficiency in discriminating
power of the genotypes. The combination of markers was more efficient in the
separation of the genotypes, distinguishing difference between them, on the other,
the separate analysis classified the genotypes as genetically identical. The
correlation moderate / high (0.57) between the SSR markers and quantitative traits
shows that the dissimilarity using SSR markers linked to desirable agronomic
characteristics can replace the analysis of quantitative traits, since the analysis for
these markers aren’t affected by the environment as they are easy, fast and require

less amount of manpower and physical space.
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1. INTRODUCAO

O feijdo (Phaseolus vulgaris L.) é um dos produtos mais importante da dieta do
brasileiro, com consumo per capita superior a 17 kg/ano (CONAB, 2009). E uma
excelente fonte protéica, pois contém grandes quantidades de carboidratos
complexos, fibras e isoflavonas (ANDERSON et al.,, 1999), além de ser uma
importante fonte de ferro, fésforo, magnésio e manganés e em menor escala de
zinco, e calcio (BROUGHTON et al., 2003). O cultivo do feijoeiro ocorre em mais de
100 paises; porém, o Brasil e a india respondem por mais de 33% da colheita global,
dominam a producdo mundial, seguidos por Mianmar, México, Estados Unidos e
Uganda (ZUPPI et al., 2005, FAO, 2009). No Brasil, a producgéo de feijédo registrada
em 2008 foi de 3.407.906 toneladas em uma é&rea de 3.768.589 hectares com
rendimento médio de 904 kg/ha (CONAB, 2009). No Espirito Santo, o feijdo € o
terceiro produto agricola de importancia econémica, ocupando uma &rea de
aproximadamente 21,6 mil hectares, com a produgcdo de 17,7 mil toneladas e
produtividade de 832 Kg/ha na safra de 2008/2009 (IBGE, 2009). Contudo, a
produtividade brasileira € considerada muito baixa, devido ao manejo fitossanitario

ser deficiente para essa cultura.

Estudos de diversidade genética tém sido de grande importdncia em
programas de melhoramento, por fornecerem informacdes sobre parametros de
identificacdo de genitores que possibilitem grande efeito heterdtico, maior

segregacdo em recombinantes, aumentando a probabilidade do aparecimento de
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gendtipos superiores nas progénies (ALCANTARA NETO, 2001, SILVA et al., 2008).
Além da possibilidade de identificar duplicatas, reduzindo assim, gastos
consideraveis na manutencdo de bancos de germoplasma (OLIVEIRA, 2005). A
existéncia de variabilidade genética é essencial para o sucesso de programas de
melhoramento de praticamente todos os caracteres de importancia econdomica
(RAMALHO et al., 1993).

A espécie P. vulgaris € uma leguminosa anual, predominantemente autégama,
domesticada h&d mais de 7000 anos em dois centros principais de origem: a
Mesoamerica (México e a América Central) e a regido Andina (GEPTS et al., 1986;
KOENIG e GEPTS, 1989; KHAIRALLAH et al., 1990; KOINANGE e GEPTS, 1992;
FREYRE et al.,, 1996; KWAK e GEPTS, 2009) e varios centros secundarios de
domesticagcdo (KWAK e GEPTS, 2009). Esse processo produziu uma grande
diversidade genética e fenotipica, com uma enorme variedade de cores, textura e
tamanho de grdo (GUIDOLIN, 2003). Os diversos tipos de feijoeiro séo cultivados
desde o nivel do mar até mais de trés mil metros de altitude, principalmente por
pequenos agricultores com menos de um hectare, sem irrigagdo, que usam pouco
ou nenhum tipo de fertilizante ou pesticida (SCHOONHOVEN e VOYSEST, 1991).

Nos programas de melhoramento do feijoeiro, 0s cruzamentos séo realizados
entre linhagens e cultivares pertencentes a um mesmo grupo génico, ou seja, do
grupo que possui cultivares com as caracteristicas agronémicas e culinarias mais
aceitas na regido. Nesse sentido, pouco da variabilidade genética da espécie é
explorada, estima-se que menos de 5% da variabilidade existente na espécie esta

sendo utilizada para fins de melhoramento dessa cultura (SINGH, 1993).

A grande diversidade presente no germoplasma do feijdo comum utilizada na
agricultura familiar no Brasil foi extremamente importante, pois auxiliou a estratégia
de sobrevivéncia dos pequenos agricultores, visto que eles selecionavam o0s
gendtipos adaptados as condigcdes agromorfolégicas e socioecondmicas que
possuiam, sendo essas condi¢cdes diferentes das encontradas nos cultivos
empresariais (CORDEIRO e MARCATTO, 1994). Contudo, a variabilidade genética
que era mantida pela agricultura familiar esta sendo perdida, sendo isso decorréncia
da substituicdo das variedades locais por cultivares comerciais (CONAFE, 2005).
Portanto, o conhecimento da diversidade genética entre as cultivares selvagens e as

7

melhoradas, € importante para subsidiar programas de melhoramento de plantas,



16

possibilitando explorar a variabilidade existente e ja adaptada as condi¢des
climaticas de regides especificas (LOARCE et al., 1996; FRANCO et al., 2001).

No processo de escolha da estratégia adequada de melhoramento, é de vital
importancia o conhecimento da variabilidade existente no germoplasma. Essa so
pode ser eficientemente utilizada se for devidamente avaliada e quantificada
(VANDERBORGHT, 1988). Entre as vérias ferramentas utilizadas na estimativa da
diversidade genética, destacam-se a utilizacdo de marcadores moleculares e a de

caracteres fenotipicos qualitativos e/ou quantitativos (VIEIRA et al., 2007).

Marcadores moleculares possibilitam estimar a diversidade genética
diretamente ao nivel do DNA, reduzindo a interferéncia das variagées ambientais na
mensuragdo do carater, Além de ndo sofrerem influéncia do ambiente, os
marcadores moleculares apresentam elevado numero de marcas por genoma,
elevado polimorfismo, e séo livres de pleiotropia (FERREIRA e GRATTAPAGLIA,
1998; CARDOSO, 2009).

Os caracteres qualitativos tém a sua importancia na caracterizagdo de
germoplasma por sua facil afericdo, seu menor custo e por serem menos
influenciados pelo ambiente do que os caracteres quantitativos (VIEIRA et al., 2008).
Entretanto, os caracteres quantitativos sdo muito importantes na avaliacdo de
acessos, uma vez que refletem o real potencial produtivo dos acessos e a
possibilidade de sua utilizacdo de forma direta ou no melhoramento genético
(VIEIRA et al., 2008), além dos principais caracteres de interesse econémico serem

quantitativos.

Andlises fenotipicas (quantitativas e qualitativas) combinadas com andlises
moleculares fornecem um quadro mais completo para o agrupamento dos genotipos
e o0 planejamento de cruzamentos (DIAS, 1994; FERREIRA e GRATTAPAGLIA,
1998). A possibilidade de correlagdo dos dados moleculares com dados fenotipicos
gera informagbes mais precisas para a escolha de genitores e obtengdo da

populacdo base para o programa de melhoramento (BERED et al., 2001).

Dessa forma, este trabalho avalia a diversidade genética e morfoagronémica
entre 57 genodtipos de feijoeiro, sendo 31 locais fornecidos pela comunidade

Fortaleza, Muqui - ES, 20 provenientes da EMBRAPA e seis cultivares comerciais, e
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identifica a existéncia de duplicatas entre esses genotipos, por meio de caracteres

quantitativos, qualitativos e moleculares.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Importéancia do feijoeiro

Os graos do feijao (Phaseolus vulgaris L.) representam uma importante fonte
protéica, além de possuir bom contetdo de carboidratos e de ser rico em sais
minerais (CHIORATO, 2004), por isso se tornou fundamental na dieta humana,
principalmente nos paises em desenvolvimento das regides tropicais e subtropicais,
particularmente nas Américas (47% da producdo mundial) e no leste e sul da Africa
(10% da produgédo mundial) (AIDAR et al., 2002). A cultura utiliza grande quantidade
de méo de obra durante todo o ciclo, estima-se cerca de 7 milhGes de
homens/dia/ciclo no Brasil (VIEIRA et al., 2006). O cultivo dessa leguminosa é
bastante difundido em todo o mundo, sendo de grande expressdo no territorio
nacional (FAO, 2005).

E reconhecida como cultura de subsisténcia em pequenas propriedades,
embora tenha havido, nos ultimos anos, crescente interesse de produtores de outras
classes, adotando tecnologias avancadas (BONETT et al.,, 2006), incluindo a
irrigacéo e colheita mecanizada. Portanto, atualmente, ha uma valorizagdo do gréo,

em virtude de a produgao nacional ndo atender a demanda do mercado interno.

A produgcdo mundial de feijao em 2007 ficou em torno de 19 milhGes de
toneladas de grdos em uma area de aproximadamente 26 milhdes de hectares.

Considerando somente o género Phaseolus, o Brasil € o maior produtor, seguido por
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india, Myanmar e México (FAO, 2009). A cultura do feijdo movimentou, em média,
em 2001, cerca de 4,2 milhGes de reais no Brasil, o que corresponde a 0,39% do
Produto Interno Bruto (PIB) nacional (FERREIRA et al., 2002). No entanto, a
producdo brasileira de feijdo em 2008 foi de 3.407.906 toneladas em uma é&rea de
3.768.589 hectares com um rendimento médio de 904 kg/ha, um aumento na
produtividade de 6,7% em relagdo a 2007 (CONAB, 2009). No Espirito Santo, o
feijdo € o terceiro produto agricola de importancia econémica, ocupando uma area
de aproximadamente 21,6 mil hectares com a producdo de 17,7 mil toneladas, e
produtividade de 832 Kg/ha na safra de 2008/2009 (IBGE, 2009). Contudo, a
produtividade brasileira é considerada muito baixa, sendo o grande numero de
doengas as quais ela esta sujeita, uma das razbes que mais influenciam no baixo
rendimento da cultura (SANGLARD, 2006).

Tradicionalmente, o feijoeiro é plantado em trés épocas, fevereiro-margo
(feijao da seca), abril-junho (feijdo do inverno) e outubro-novembro (feijao das
aguas), o que significa que ha feijoeiro no campo quase o ano todo (VIEIRA et al.,
2006).

As recomendacg®es técnicas para o cultivo do feijoeiro sédo de acordo com o
nivel tecnologo do produtor. Sendo esse nivel tecnoldgico dividido em uma escala
de quatro, em que o nivel um representa o menos tecnificado e o quatro o mais
tecnificado. Os pequenos produtores quase sempre utilizam baixa tecnologia (nivel
um) e plantio do “feijdo das aguas” (SCHOONHOVEN e VOYSEST, 1991). Isso
contribui para a baixa produtividade, quando a colheita ocorre em época chuvosa,
prejudicando a quantidade e a qualidade dos gréos, com maior incidéncia de pragas,
doencas e aumento de plantas daninhas (VIEIRA et al., 2006). Contudo, o potencial
dessa cultura é grande, pois, em condi¢Bes favoraveis, pode chegar a produzir 3500
kg/ha (FREDDI et al., 2005).

Os cultivos de feijao da seca e do inverno séo praticados, principalmente, por
produtores que utilizam média e alta tecnologia. Isso, devido ao fato da escassez de
chuvas nessas épocas, requerer a utilizacao de irrigacdo para o cultivo do feijao do
inverno. Por outro lado, nessas épocas a cultura torna-se menos dependente de
fatores climaticos na colheita, por ser em época seca, proporcionando maior
estabilidade de producdo e maior qualidade de grados, compensando assim, o alto

investimento em tecnologia (VIEIRA et al., 2006).
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2.2 Anédlise da diversidade genética

Estudos de diversidade genética tém sido importantes em programas de
melhoramento, por fornecerem informac¢des sobre parametros de identificagdo de
genitores que possibilitem grande efeito heterGtico, maior segregacdo em
recombinantes, aumentando a probabilidade de aparecimento de genotipos
superiores nas progénies (ALCANTARA NETO, 2001, SILVA et al., 2008). Além da
possibilidade de identificar duplicatas e reduzir gastos consideraveis na manutencao
de bancos de germoplasma (OLIVEIRA, 2005).

Entre as vérias ferramentas utilizadas na estimativa da diversidade genética,
destaca-se a utilizagdo de marcadores moleculares e a de caracteres fenotipicos
qualitativos e/ou quantitativos (VIEIRA et al., 2007).

Existem varios coeficientes de similaridade e dissimilaridade para estimar a
diversidade genética. Para dados binarios (dados moleculares) tém sido utilizados,
o coeficiente de coincidéncia simples, o de Jaccard e o de Nei e Li. O coeficiente de
coincidéncia simples tem a vantagem de ser idéntico ao quadrado da distancia
Euclidiana média, que é muito utilizada em se tratando de variaveis quantitativas,
mas apresenta a desvantagem de considerar o numero de coincidéncia tipo “0-0".
Esse tipo de coincidéncia considera que a auséncia de bandas entre dois individuos
seja um fator de similaridade entre eles, o que geralmente ndo é verdadeiro em
alguns tipos de marcadores moleculares (RAPDs, ISSRs, dentre outros), podendo
assim, superestimar a similaridade entre os individuos. Ja os indices de Jaccard e
de Nei e Li s&o interessantes por excluir a coincidéncia do tipo “0-0". O coeficiente
de Nei e Li pressupde ainda que a coincidéncia do tipo “1-1", que em certos estudos
€ pouco esperada, admitido um peso mais elevado (peso 2) para esse tipo de
coincidéncia. Assim, quando o estudo for feito dentro de uma populacédo, ou espécie,
em que coincidéncias de ocorréncia de marcas podem ser admitidas como um
fendmeno esperado, recomenda-se a utilizagcdo do indice de Jaccard (CRUZ e
CARNEIRO, 2006).

Para estimar a diversidade genética por meio de dados morfoagronémicos
(caracteres quantitativos e qualitativos), sdo comumente utilizados a Distancia
Euclidiana, a Distancia Euclidiana Média, o Quadrado da Distancia Euclidiana Média

e a Distancia de Mahalanobis.



21

A distdncia Euclidiana avalia a divergéncia genética entre possiveis
progenitores que enfatiza as varia¢des de caracteristicas agrondmicas, morfoldgicas
e fisiologicas (ELIAS et al., 2007). Mas seu valor aumenta com o acréscimo do
nimero de caracteristicas consideradas na andlise. Entdo, tem-se utilizado a
disténcia Euclidiana Média, para avaliar a dissimilaridade de caracteres quantitativos
por meio do quadrado da distancia Euclidiana Média. Em todos os parametros
utilizados para célculo das distédncias Euclidianas a escala afeta o valor obtido,
sendo recomendavel o célculo das distancias, utilizando os valores padronizados
(CRUZ e CARNEIRO, 2006).

A distancia generalizada de Mahalanobis oferece a vantagem sobre as
distancias Euclidianas por levar em consideragéo a existéncia de correlagdes entre
0s caracteres analisados por meio da matriz de variancias e covariancias residuais,
porém, necessita de experimentos com repeticdes (BENIN et al., 2003; SANTOS,
2005; CRUZ e CARNEIRO, 2006; BERTAN et al., 2006).

A analise de agrupamento tem por finalidade reunir, por algum critério de
classificagéo, os genitores em grupos, de tal forma que exista homogeneidade
dentro do grupo e heterogeneidade entre os grupos, sendo adequada para identificar
0s genotipos divergentes e com maior probabilidade de sucesso nos cruzamentos
(CARGNELUTTI FILHO et al., 2008).

Ha inUmeros métodos de agrupamento, que se distinguem pelo tipo de
resultado a ser fornecido e pelas diferentes formas de definir a proximidade entre um
individuo e um grupo j& formado ou entre dois grupos quaisquer (ELIAS et al., 2007).
Dentre esses métodos, os que estdo sendo mais utilizados sdo os métodos de
otimizac&o e os hierarquicos.

Nos métodos de otimizacdo, a formagéo dos grupos € feita por meio de uma
particdo dos individuos em que otimize o nimero de grupos. Dentre esses métodos,
destaca-se o de Tocher, sendo este o0 mais comumente utilizado no melhoramento
genético (CRUZ e REGAZZI, 1997). Esse método adota o critério de que as médias
das medidas de dissimilaridade dentro de cada grupo sejam menores que as
distancias médias entre quaisquer grupos. Assim, a introdugdo de um novo individuo
no grupo pode ser calculada ou arbitréria. Isso da a vantagem de versatilidade ao
método, além de ser de facil interpretacao dos grupos formados.

Ja nos métodos hierarquicos, os gendtipos sdo agrupados por um processo

que se repete em varios niveis, até que seja estabelecido o dendrograma. N&o
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existindo preocupagédo com o numero 6timo de grupos (CRUZ e CARNEIRO, 2006).
Dentre os métodos hierarquicos, podemos destacar os do Vizinho Mais Proximo, do
Vizinho Mais Distante, Método da Ligacdo Média ndo Ponderada (UPGMA) e de
Ward.

No meétodo do Vizinho Mais Proximo, a distancia entre individuo e grupo ou
entre grupos é feita por ligagdes simples entre pares de individuos mais similares.
Esse método apresenta como desvantagem a incapacidade de diferenciar grupos
pobremente separados (JOHNSON e WICHERM, 1992), entretanto, evita
estabelecer grupos unicos. J& o método do vizinho mais distante tem como base o
inverso, ou seja, o dendrograma € estabelecido por individuos com maior
dissimilaridade.

O método UPGMA utiliza um algoritmo de organiza¢gdes sequénciais, dando
pesos iguais a cada individuo do grupo. Entre os individuos, as rela¢des topoldgicas
sdo identificadas por ordem de similaridade e o dendrograma é construido passo a
passo. Esse método € bastante utilizado em estudos de diversidade genética.

O agrupamento pelo método de Ward é feito a partir das somas dos
quadrados dos desvios entre acessos ou a partir do quadrado da distancia

Euclidiana.

A escolha do método de agrupamento deve ser baseada no numero final de
grupos desejados, na origem dos individuos, ou seja, se sdo acessos, populacao
natural ou controlada, e na adequagéo da particdo dos grupos (CRUZ et al., 2004).
Diversos métodos, com base em diferentes medidas de dissimilaridade, podem levar
a distintos padrbes de agrupamento (CRUZ e REGAZZI, 1997; MINGOTI, 2005).
Assim, a escolha subjetiva do método de agrupamento ou coeficiente de similaridade
pode causar problemas, comprometendo a natureza da andlise (JACKSON et al.,
1989).

2.3 Diversidade genética do feijoeiro

O género Phaseolus originou-se nas Américas e possui cerca de 55 espécies,
das quais cinco sdo cultivadas: P. vulgaris L., P. lunatus L., P. coccineus L., P.
acutifolus A. Gray var. latifolius Freeman e P. polyanthus Greenman (DEBOUCK,
1993; DELGADO-SALINAS et al., 2006). Entre elas, o feijoeiro Phaseolus vulgaris L,
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€ 0 mais importante, por ser a espécie cultivada mais antiga e utilizada. A espécie P.
vulgaris € uma leguminosa anual, predominantemente autégama, domesticada ha
mais de 7000 anos em dois centros principais de origem: a Mesoamérica (México e
a América Central) e a regido Andina (GEPTS et al., 1986; KOENIG e GEPTS, 1989;
KHAIRALLAH et al., 1990; KOINANGE e GEPTS, 1992; FREYRE et al.,, 1996;
KWAK e GEPTS, 2009). Acredita-se que durante milénios os agricultores cultivaram
misturas complexas de tipos de feijoeiro como cerca viva contra seca, doencas e
ataques de pragas. Esse processo produziu uma diversidade genética muito grande,
com uma enorme variedade de cores, textura e tamanho de gréo (GUIDOLIN, 2003).
Os diversos tipos de feijoeiro sdo cultivados desde o nivel do mar até mais de trés
mil metros de altitude, principalmente por pequenos agricultores com menos de um
hectare, sem irrigacdo e que usam pouco ou nenhum tipo de fertilizante ou pesticida
(SCHOONHOVEN e VOYSEST, 1991).

O fato dos pequenos agricultores ndo adquirirem sementes comerciais para o
plantio, reutilizando as suas proprias sementes ou as sementes do vizinho, pode
propiciar a mistura mecanica e a ocorréncia de cruzamentos naturais entre 0s
individuos que sdo semeados anualmente (BONETT et al., 2006). Desse modo, gera

uma ampla variabilidade genética em poder dos pequenos agricultores.

Os programas de melhoramento estdo fundamentados na utilizagdo da
diversidade genética dentro de uma espécie para a criacdo e selecdo de novas
cultivares com elevado potencial produtivo (LOARCE et al., 1996), além da
conservacdo dos recursos genéticos disponiveis. Portanto, torna-se necessario
conhecer a diversidade genética existente entre as cultivares selvagens e as
melhoradas, para subsidiar programas de melhoramento com condi¢des de explorar
a variabilidade existente e ja adaptada as condi¢cdes climaticas de regides
especificas (LOARCE et al., 1996; FRANCO et al., 2001). Ramalho et al. (1993)
relatam que a variabilidade genética € essencial para o sucesso de programas de
melhoramento de praticamente todos os caracteres de importancia econémica. O
melhoramento genético do feijoeiro tem como finalidades principais desenvolver
gendtipos para lavouras que utilizem tecnologia e para lavouras de baixa ou
nenhuma tecnologia e estabelecer estratégias para o manejo de pragas e doencas
em ambos os sistemas de semeadura, as quais culminem com o langamento de

novas variedades adaptadas a condi¢des especificas.
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2.3.1 Utilizagéo de caracteres fenotipicos para estimar a diversidade genética

Caracteres fenotipicos se dividlem em quantitativos e qualitativos. Os
quantitativos séo aqueles mensurados, que geralmente sdo poligénicos, ou seja,
governados por véarios genes, sendo esses mais influenciados pelo ambiente. Os
qualitativos, também denominados de multicatégoricos, sdo caracteristicas
morfolégicas da planta, sendo governadas por um Ou poucos genes, € pouco

influenciadas pelo ambiente.

Os caracteres qualitativos tém a sua importancia na caracterizagdo de
germoplasma por sua facil afericdo, seu menor custo e por serem menos
influenciados pelo ambiente do que os caracteres quantitativos (VIEIRA et al., 2008).
Esses caracteres sdo avaliados nos programas de melhoramento vegetal,
principalmente, porque estdo relacionados com particularidades morfolégicas e
estruturais da planta que conferem qualidade ao produto comercializado, como a

forma, coloragéo e o sabor do fruto, entre outros (CRUZ e CARNEIRO, 2006).

Os caracteres quantitativos sdo o0s mais influenciados pelo ambiente.
Entretanto, esses caracteres sdo muito importantes na avaliagdo de acessos, uma
vez que refletem o seu real potencial produtivo e a possibilidade de sua utilizagéo de
forma direta no melhoramento genético (VIEIRA et al., 2008), além de representarem

0s principais caracteres de interesse econdémico.

Analises fenotipicas (quantitativas e qualitativas) combinadas com andlises
moleculares fornecem um quadro mais completo para o agrupamento dos genoétipos
e o planejamento de cruzamentos (DIAS, 1994; FERREIRA e GRATTAPAGLIA,
1998). A correlacdo dos dados moleculares com dados fenotipicos possibilita a
geracao de informagbes mais precisas para a escolha de genitores e obtengéo da

populacdo base para o programa de melhoramento (BERED et al., 2001).
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2.3.2 Utilizagdo de marcadores moleculares para estimar a diversidade

genética

Marcadores moleculares tém sido empregados como forma de avaliar a
similaridade genética de modo mais preciso (BERED, 1999; BRAMMER, 2000), por
ndo serem afetados pelo ambiente, e também por serem virtualmente ilimitados,
podendo cobrir todo o genoma do organismo (SINGH et al., 1991). Atualmente,
existem vérios marcadores moleculares disponiveis para os mais diversos tipos de

culturas.

A escolha de um marcador molecular depende da disponibilidade do
marcador para a espécie em estudo, nivel de polimorfismo apresentado pelo
marcador, disponibilidade de informacdo do genoma da espécie alvo, habilidades
técnicas, custo da andlise, disponibilidade equipamentos, dentre outros (SOUZA et
al., 2008a).

Os marcadores utilizados para avaliar a dissimilaridade genética ao nivel
molecular sdo: Random Amplified Polimorphic DNA (RAPD), Inter Simple Sequence
Repeats Amplification (ISSR), Amplified Fragment Length Polimorphism (AFLP) e
Simple Sequence Repeats (SSR). Todos esses marcadores utilizam a técnica da
reacdo em cadeia da polimerase (PCR) (WILLIAMS et al., 1990).

As sequéncias simples repetitivas (SSR) ou microssatélites sdo curtas de
DNA (2 a 4 pb), repetidas em “tandem”, de grande ocorréncia em genomas
eucariotos (LITT e LUTY, 1989). Regibes contendo SSR sédo amplificadas,
individualmente, por meio de PCR, utilizando-se um par de primers especifico (de 20
a 30 bases), complementares a sequéncias Unicas que flanqueiam o microssatélite.
Tendo em vista a expressdo codominante e o multialelismo, os marcadores SSR séo
0S que possuem o0 mais elevado conteudo de informacdo genética (TAUTZ,1989;
BLAIR et al.,, 2003; SONG et al., 2004). A alta informagdo contida em loco SSR,
aliada a sua expressao codominante, potencial para automacéo e requerimento de
pequena quantidade de DNA, fazem com que os SSRs sejam considerados
marcadores geneéticos ideais para mapeamento genético e de alta eficiéncia para
estudos de ligagéo, protecdo de variedades, selecdo assistida, estudos de
diversidade, dentre outros (SONG et al., 2004, BOREM e CAIXETA, 2009).
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Marcadores ISSR séo obtidos a partir de sequéncias microssatélites e
amplificam regides genOmicas flanqueadas pelos sitios de anelamento dos
iniciadores (RATNAPARKHE et al., 1998; WOLFE et al.,, 1998). Sao utilizados
primers unicos de tamanho em torno de 14 nucleotideos, que podem néo ser
ancorados (GUPTA et al., 1994; WU et al., 1994) ou mais usualmente, ancorados na
extremidade 5’ ou 3’, com 1 a 4 bases degeneradas (ZIETKIEWICZ et al., 1994). A
ancora garante que o primer se anele somente na extremidade do microssatélite ou
permite que somente um subconjunto de microssatélite sirva como molde para a
amplificagdo (REEDY et al., 2002). S&o obtidos por reagdo de PCR e envolve a
amplificacdo de regides do DNA gendmico que compreendem dois microssatélites
idénticos, adjacentes e inversamente orientados, apresentando distancia
suficientemente amplificaveis (REDDY et al., 2002). A utilizacdo desses marcadores
ndo requerem informacdes prévias do genoma, necessitam de pequena quantidade
de DNA e sado altamente polimorficos (ZIETKIEWICZ et al.,, 1994; BOREM e
CAIXETA, 2009).

Os marcadores ISSRs tém como vantagens a alta reprodutibilidade dos
resultados (SOUZA et al., 2008b) e o fato de serem multialélicos (ZIETKIEWICZ et
al., 1994; BORNET e BRANCHARD, 2001; REEDY et al., 2002; MUTHUSAMY, et
al., 2008). As bandas visiveis sdo definidas como marcadores dominantes e
determinadas para locos genéticos como dois alelos, sendo os dados tabulados de
forma que o nimero 1 indica presenca e 0 auséncia de banda (REDDY et al., 2002;
WOLFE, 2005).
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Material genético

O material genético constituiu-se de 57 acessos (Tabela 1), sendo 20 acessos
fornecidos pela EMBRAPA - Trigo, 31 gendtipos locais pertencentes a comunidade
Fortaleza no municipio de Muqui-ES e 6 cultivares comerciais: Carioca, Serrano,
IAPAR 31, IAPAR 44, IAPAR 81 e Pérola.

Os experimentos foram realizados na Area Experimental do Centro de
Ciéncias Agrarias da Universidade Federal do Espirito Santo (CCA-UFES) e no
Instituto Federal de Educacéo, Ciéncia e Tecnologia do Espirito Santo (IFES),
Campus de Alegre, localizado no distrito de Rive, Alegre, ES, nos anos agricolas de
2008/2009 e de 2009/2010, sendo dois experimentos na area experimental do CCA-
UFES (2008/2009 e 2009/2010) e um no IFES (2009/2010). O delineamento
utilizado foi o de blocos casualizados (DBC) com trés repeti¢cdes, sendo avaliado no
esquema fatorial com dois fatores (ambiente e gendtipos). A unidade experimental
foi composta por cinco filas de 1,2 m de comprimento, espagadas 0,5 m, com
densidade de semeadura de 10 sementes por metro linear, totalizando uma area de
3 m? por unidade experimental. Foi considerado como bordadura, a primeira e a
tltima fila e a primeira e dltima planta de cada fila por parcela. Foram avaliadas 10
plantas ao acaso, em cada &rea util de cada unidade experimental e feito uma

média.
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Tabela 1 - Identificag&o dos gendtipos utilizados e origem

Identificacéo Origem Identificacéo Origem

Pérola comercial F33 local
F2 local F34 local
F3 local F35 local
F5 local F36 local
F6 local F37 local
F7 local F38 local
F8 local EO1 EMBRAPA
F9 local E 02 EMBRAPA
F10 local E 03 EMBRAPA
F11 local E 04 EMBRAPA
F13 local lapar 31 comercial
F14 local E 06 EMBRAPA
F15 local E 07 EMBRAPA
F16 local E 08 EMBRAPA
F17 local E 09 EMBRAPA
F18 local E 10 EMBRAPA
F19 local El1 EMBRAPA
F20 local E 12 EMBRAPA
F21 local E 13 EMBRAPA
F23 local E14 EMBRAPA
F24 local E 15 EMBRAPA
F25 local E 16 EMBRAPA
F26 local E 17 EMBRAPA

lapar 81 comercial E 18 EMBRAPA
F28 local E 19 EMBRAPA

Carioca comercial lapar 44 comercial

Serrano comercial E21 EMBRAPA
F31 local E 22 EMBRAPA
F32 local

O solo foi previamente corrigido, quando se observou a necessidade de
calagem (NC), sendo utilizado o método de elevacdo da saturacdo em bases para
determinar a necessidade de calagem e a quantidade a ser aplicada, calculada a
partir dos resultados das analises quimicas do solo (Tabela 2). Elevando a saturacdo
em bases (V), quando necessario, para 60%. A adubacdo foi realizada visando
atingir uma produtividade esperada em torno de 1000 a 2000 Kg/ha, conforme

recomendacgdes de Prezotti et al., (2007).
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Os solos das trés areas foram classificados como Latossolo vermelho-
amarelo de textura média. As analises quimicas dos solos estdo demonstradas na
Tabela 2. A corregcdo e adubacgdo foram realizadas de acordo com Prezotti et al.
(2007). Dessa forma, na Area 1 foi realizada uma calagem com 0,79 t/ha, 30 dias
antes do plantio, a adubacgao de plantio foi de 60 kg/ha de P,Os e 30 kg/ha de K;O e
de cobertura de 60 kg/ha de N, 25 dias ap6s o plantio. A Area 2 n&o necessitou de
calagem e nem de adubacdo com potassio (K), mas foram utilizadas as adubacdes
com 60 kg/ha de P,Os no plantio e 60 kg/ha de N em cobertura. A Area 3 necessitou
de 0,23 t/ha de calcario, 30 dias antes do plantio, 60 kg/ha de P,Os e 30 kg/ha de
K20 no plantio e 60 kg/ha de N, 25 dias apdés o plantio.

Tabela 2 — Andlise quimica do solo das areas de plantio dos 57 genétipos de
feijoeiro

pH* p? K2 ca* Mg® A°f H+A’ cTC® Ve
Areal 53 30 170 13 05 01 2,5 4,3 42,4
Area 2 6,1 19,0 137,0 2,0 1,0 0,0 1,7 51 66,4
Area 3 5,9 100 140 2,2 0,8 0,0 2,0 5,5 54,9
"pH: potencial de hidrogénio do solo em agua; “P: quantidade de fésforo em mg/dm®; °K: quantidade

de potassio em mg/dm?®; “Ca: quantidade de calcio em cmol/dm® *Mg: quantidade de magnésio em
cmol/dm?; °Al: quantidade de aluminio em cmol/dm® "H+Al: quantidade de hidrogénio e aluminio em

cmol/dms; ScTC: capacidade de troca de céation do solo em cmoI/de; Sy saturacdo de bases em %.

O monitoramento de pragas foi realizado de acordo com GALO et al. (2002), e
para o controle da cigarrinha verde, utilizou-se o ingrediente ativo metamidofés,
recomendado para essa cultura pelo Agrofit (MAPA, 2008). Realizou-se, também, o
controle de plantas daninhas até a floracdo, porém todos os tratos culturais foram

feitos manualmente.

Os dados meteoroldgicos foram coletados na estacdo automética do INMET
(convénio CCA-UFES/INMET), situada na &rea experimental do Centro de Ciéncias
Agrérias da UFES em Alegre-ES (Latitude: 20 45' S, Longitude: 41 29' W, Altitude:

138 metros), demonstrados nos Gréficos 1 e 2.
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Gréfico 1 — Precipitagdo, temperatura média e maxima diarias do periodo de 1° de
novembro de 2008 a 28 de fevereiro de 2009, coletados pela estacéo
metrolégica automética do INMET situada na &rea experimental do CCA-

UFES.

Pode-se observar no Gréfico 1, que a temperatura média diaria oscilou entre

19,6 a 28 °C, e a média durante esse periodo do experimento foi de 24 °C. A maior

temperatura diurna, 37 °C, foi observada no dia 03 de novembro de 2008. No Grafico

2, pode-se observar que a temperatura média variou de 19,1 a 29,2 °C, com uma

média de 25,9 °C. A maior temperatura diurna (37,7 °C) foi observada nos dias 28 de

novembro e também no dia 28 de dezembro de 2009. Vieira et al. (2006) relatam

que a temperatura média 6tima durante o ciclo cultural é de 18 a 24 °C, sendo 21 °C

ideal.
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Gréfico 2 — Precipitagcdo, temperatura média e maxima diarias de 22 de setembro de
2009 a 20 de janeiro de 2010, coletados pela estacdo metrolégica
automética do INMET, situada na area experimental do CCA-UFES.

No Grafico 1, a precipitacdo acumulada foi de 962 mm e bem distribuida, ja
no Grafico 2, a precipitacdo acumulada foi de 434,8 mm, demonstrando a menor
precipitacdo no segundo e terceiro experimentos em relag&o ao primeiro. Lima et al.
(2008), estudando a precipitagdo no municipio de Alegre-ES com dados de uma
série histdrica de 63 anos, observaram nesses quatro meses (outubro a fevereiro)
uma média pluviométrica de 981,2 mm. Esse fato demonstra que ambos os periodos
dos experimentos (novembro a fevereiro de 2008/09 e setembro a janeiro 2009/10),
foram atipicos em relacdo ao volume de chuvas, sendo o segundo (Gréafico 2) com
pluviosidade menor do que a média observada pelos autores. Assim, foi realizada a

irrigacao suplementar nos experimentos 2 e 3.

O periodo vegetativo médio, ou seja, dias da emergéncia até a floracdo, entre
todos os gendtipos foi de 36 dias. A floracdo ocorreu nos dias 12 de dezembro de
2008, 03 de novembro de 2009 e 16 de novembro de 2009, no primeiro, segundo e
terceiro experimentos, respectivamente. Pode-se observar que a temperatura
maxima nos dias proximos a 12 de dezembro no primeiro experimento, ficou em
torno de 28 °C (Gréafico 1), e a temperatura na época da floracdo no segundo e
terceiro experimentos foi de 30 °C. Segundo Vieira et al. (2006), temperaturas
proximas a 30 °C na floragdo podem aumentar a taxa de aborto de flores, diminuir a

retencéo de vagens e o numero de vagem e de sementes por planta. Isso justifica a
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menor produtividade obtida no segundo e terceiro experimentos em relagdo ao

primeiro.

3.2 Anédlises morfoagrondémicas

3.2.1 Anélises de caracteres quantitativos

Foram avaliados 19 caracteres quantitativos, sendo dez deles indicados por
Silva (2005): largura em cm da folha priméria no estaddio de plantula (LFP);
comprimento em cm da folha primaria no estadio de plantula (CFP); indice de
comprimento/largura da folha primaria (I L/C); peso em gramas de 100 sementes
(P100), obtido conforme descrito por Brasil (1992); largura da semente em mm (LS);
espessura da semente em mm (ES); comprimento da semente em mm (CS); indice
comprimento/largura da semente (IS C/L); indice espessura/largura da semente (IS
E/L); produtividade em Kg/ha (PROD). No entanto, outros nove caracteres foram
incluidos na andlise a partir de observagbes em trabalhos cientificos publicados:
altura em cm da planta em relagéo ao solo, no estadio de maturacgéo fisioldgica (AP);
altura em cm de inser¢cdo da primeira vagem em relagcdo ao solo, no estadio de
maturacao fisiolégica (APV); periodo vegetativo; nimero de dias apds a germinacao
até 50% das plantas em floracdo (PV); periodo reprodutivo, nimero de dias a partir
de 50% das plantas em floracdo até a maturacéo colheita (PR); ciclo (soma de PR e
PV, em dias); numero de semente por vagem, total de sementes dividido pelo total
de vagens de cada parcela (NSV); nimero de vagem por planta, total de vagens
dividido pelo ndmero de plantas de cada parcela (NVP); nimero de semente por
planta, total de sementes dividido pelo nimero de plantas de cada parcela (NSP);
peso de semente por planta, peso total de sementes dividido pelo numero de plantas
de cada parcela (PSP), (FONSECA e SILVA,1997; COIMBRA e CARVALHO, 1998;
BONETT et al.; 2006; COELHO et al., 2007).

Os dados foram submetidos a Andlise de Variancia, a 5% de probabilidade
pelo teste F, para constatar a existéncia de variabilidade entre os acessos, e para
obtencéo das médias e da matriz de variancia e covariancia residuais. Para o teste

de médias foi utilizado o Scott Knott.
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A partir da matriz de variancia e covariancia residuais, obteve-se a matriz de
dissimilaridade entre os cultivares pela distancia generalizada de Mahalanobis (D?) e
por meio dessa Ultima matriz, foi possivel obter a quantificacdo da contribuicdo
relativa dos caracteres (SINGH, 1981). Posteriormente, obteve-se o agrupamento
pela ligacdo média entre grupos (UPGMA). Todas as andlises foram realizadas

utilizando o programa computacional GENES (CRUZ, 2001).
Distancia generalizada de Mahalanobis (D?)
R |
Di =&Y §
Em que:
Dfl = distancia generalizada de Mahalanobis entre os individuosie i’;
8=[d1d2...dv], sendo dJ = Yij - Yi7j;
¥ = matriz de variancia e covariancia residuais.

Método de agrupamento UPGMA

o dik + d'k
dgijx = média {d, diy } = T]
Em que:

K= distancia entre individuos, entre individuo e grupo ou entre grupos.

djk = disténcia média entre os pares de individuos i e j.

Para todos os dendrogramas, foram realizados pontos de corte em
aproximadamente 50% de dissimilaridade, para comparar os grupos formados entre

as diferentes formas de obtenc&o dos mesmos.
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3.2.2 Anélises de caracteres qualitativos

Os caracteres qualitativos avaliados foram os descritos por Silva (2005):
Presenca ou auséncia de antocianina (pigmentacéo) nos cotilédones (ANTC), e no
hipocotilo (ANTH); habito de crescimento (HC); porte da planta (PP); presenca ou
auséncia de antocianina no caule (ANTCA); cor do foliolo central do 4° n6 da planta
(CFC); dimensdes da folha (DF); rugosidade da folha (RF); cor das asas (CA); cor do
estandarte (CE); cor da vagem no estadio de maturacao fisioldgica (CVF); cor da
vagem no estadio de maturagdo colheita (CVC); perfil da vagem (PV); 4pice da
vagem (AV); forma do dente apical da vagem (FDAV); posicdo do dente apical da
vagem (PDAV); cor da semente (CS); presenca de venac¢des no tegumento (PVT);
forma da semente (FS); halo da semente (HS); cor do halo da semente (CHS), brilho
da semente (Br); grupo (Gr); peso de cem gréos (P100); forma da semente (FSem);

achatamento da semente (AchSem).

Dentre os caracteres qualitativos, podem-se destacar para o melhoramento
genético do feijoeiro o habito de crescimento, porte da planta e o grupo comercial da

cor da semente.

O habito de crescimento é um carater morfoagronémico, definido pelo
crescimento do caule e o habito de florescimento da planta, além de outras
caracteristicas como nimero de nos e tipo de ramificagdo. O habito de crescimento
€ determinado, quando possui caule e ramos laterais terminando em uma
inflorescéncia terminal, nimero limitado de nds e floraco iniciando-se do apice para
a base da planta; e indeterminado, quando apresenta um crescimento continuo,
numa sucessdo de nos e entrends, inflorescéncias desenvolvidas nas axilas das
folhas e floragdo iniciando-se da base para o 4pice da planta (SILVA, 2005).

Portanto, o ambiente pode influenciar os tipos de planta indeterminados.

O CIAT (Centro Internacional de Agricultura Tropical) caracterizou os habitos

de crescimento em quatro tipos principais (OSPINA e DEBOUCK, 1981):
Tipo | - habito de crescimento determinado, arbustivo e porte da planta ereto;

Tipo Il - habito de crescimento indeterminado, arbustivo, porte da planta ereto

e caule pouco ramificado;
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Tipo lll- habito de crescimento indeterminado, porte prostrado ou

semiprostrado, com ramificacdo bem desenvolvida e aberta;

Tipo IV- habito de crescimento indeterminado, porte trepador; o caule possui
forte domindncia apical e um numero reduzido de ramos laterais, pouco

desenvolvidos.

Podem ocorrer habitos intermediarios entre os habitos indeterminados, por
exemplo, entre os habitos indeterminados Il / Il e Il / IV (SILVA, 2005).

O porte da planta pode ser classificado como ereto, quando o caule possui
posicao vertical e o angulo formado com os ramos né&o ultrapassa 90°; semiereto, 0
caule mantém a posicao vertical, mas o angulo ultrapassa 90°; e prostrado quando o
caule se apresenta inclinado, com tendéncia a prostrar-se sobre o solo e o angulo
formado pelo caule, os ramos alcangam aproximadamente 120° provocando
acentuada inclinacédo desses 6rgdos. Também pode ocorrer o tipo “semiprostrado”,
quando os ramos apresentam forte inclinacdo, mas o caule mantém-se parcialmente
ereto (FONT QUER, 1979).

A grande variabilidade apresentada pelas caracteristicas externas da semente
tem sido usada para diferenciar e classificar cultivares de feijdo em grupos ou tipos
comerciais distintos, principalmente, a cor e o tamanho da semente. Os principais
grupos comerciais sédo: Preto, Mulatinho, Carioca, Roxinho, Rosinha, Amarelo,
Manteigdo, Branco, e Outros (VIEIRA,1983; VILHORDO e MULLER, 1981;
VILHORDO et al., 1996)

Os dados foram avaliados de acordo com o0 método de variaveis
multicatégoricas, citado por Cruz e Carneiro (2006). Para o calculo da
dissimilaridade foi utilizado a indice de dissimilaridade, sendo este igual a distancia

Euclidiana, e para o agrupamento foi utilizado o método UPGMA.

indice de dissimilaridade
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em que:
d;; = dissimilaridade entre individuo;
D= discordéancia de categoria;

C = concordancia de categoria.

Método de agrupamento UPGMA

o dik+ d'k
dgij = média {dy, diy } = T]

Em que:

K= distancia entre individuos, entre individuo e grupo ou entre grupos.

djk = distancia média entre os pares de individuos i e j.

3.3 Anéalises moleculares

3.3.1 Extracao de DNA

Foram coletadas folhas dos 57 genotipos para a extragdo de DNA gendmico,
que foi realizada segundo o protocolo de Doyle e Doyle (1990), com algumas
modificagdes.

Cerca de 200 a 300 mg de folhas foram triturados na presenca de nitrogénio
liquido, sendo o po resultante transferido para microtubos identificados. Apds a
adicdo de 700 pL de tampé&o de extragdo constituido de 2% v/v de CTAB, 1,4 mol/L
de NaCl,, 20 mmol/L de EDTA, 100 mmol/L de Tris-HCI a pH 8,0; 2% p/v de
Polivinilpirrolidona soélido e 0,2% v/v de B-mercaptoetanol, os tubos foram levados ao
vortex por aproximadamente 20 segundos e encubados em banho-maria a 65° C por
aproximadamente por 40 minutos. Posteriormente, as amostras foram centrifugadas
por cinco minutos a 14000 rpm em centrifuga Heittich Zentrifugen MIKRO 200 e o

sobrenadante, transferido para novos tubos.
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Ao sobrenadante foi adicionado igual volume da mistura de cloroférmio: alcool
isoamilico (24:1). Os tubos foram suavemente invertidos e centrifugados por cinco
minutos a 14000 rpm. A fase superior foi transferida para outro tubo, sendo
adicionado isopropanol gelado (na proporcdo de 1:1). Os tubos foram agitados
suavemente algumas vezes e incubados a - 20° C por uma noite.

ApoOs essa etapa, os tubos foram levados a centrifuga por 10 minutos a 14000
rpm, o precipitado resultante foi lavado uma vez com etanol 70% e outra vez com
etanol 95%, e seco a temperatura ambiente. Esse precipitado foi resuspenso em
0,200 ml de TE (10 mmol/L de Tris-HCI, 1 mmol/L de EDTA a pH 8,0), contendo
RNA na concentracéo final de 40 pg/mL e incubado em banho-maria a 37 °C por
uma hora e meia.

A concentragdo do DNA foi estimada em gel de agarose 0,8%, através da
comparagao com bandas produzidas pelo marcador de contragéo nas concentragoes
de 25, 50 e 100 ng/pL. Quando necessario, as amostras de DNA foram diluidas para
10 ng/pL.

3.3.2 Anélises dos marcadores microssatélites

Foram selecionados marcadores SSR para feijio comum (GAITAN-SOLIS et
al., 2002; BLAIR et al.; 2006; OLIVEIRA et al.; 2008) e os critérios de escolha foram
0 maior numero de polimorfismo, localizagdo do SSR nos grupos de ligacdo do mapa
consenso do feijao (YU et al., 2000) de forma a se obter uma maior cobertura do
genoma e a ligacdo do SSR, com caracteristicas de interesse agrondmicos. Na

Tabela 3, sdo apresentados os SSR selecionados e suas informacgodes.
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Tabela 3- Sequéncias dos Primers SSR utilizados, temperatura de anelamento (Tm)
e grupo de ligacao (GL)

Primer Sequéncia no sentido 5'3' Tm'(C) GL®
PV-ctt001 F GAGGGTGTTTCACTATTGTCACTGC 48 BO4
PV-ctt0O01 R TTCATGGATGGTGGAGGAACAG 48

PV-gccacc001 F CGTTAGATCCCGCCCAATAGT 48 B02
PV-gccacc001 R CCGTCCAGGAAGAGCGAGC 48
PV-ag004 F TTGATGACGTGGATGCATTGC 48 U
PV-ag004 R AAAGGGCTAGGGAGAGTAAGTTGG 48
X57022 F AAG GAT GGG TTC CGT GCT TG 58/602 BO4
X57022 R CAC GGT ACA AAC CAT GCT ATC 58/602
X74919 F CCG TTG CCT GTATTT CCC CAT 58/60° BOS
X74919 R CGT GTG AAG TCATCT GGA GTG GTC 58/60°
BM141 F TGA GA GGA ACAATG GTG GC 55 B11
BM141 R CTC ACA AAC CAC AACGCACC 55
BM139 F TTA GCA ATA CCG CCA TGA GAG 58/602 802
BM139 R ACT GTA GCT CAA ACA GGG CAC 58/60°
BMd10 F GCTCACGTACGAGTTGAATCTCAG 50 BO1
BMd10 R ATCTGAGAGCAGCGACATGGTAG 50
BM142 F TTCCGCTGATTGGATATTAGAG 50 BO2
BM142 R AGCCCGTTCCTTCGTTTAG 50
BM181 F ATGCTGCGAGTTAATGATCG 50 BO3
BM181 R TGAGGAGCAAACAGATGAGG 50
BM199 F AAGGAGAATCAGAGAAGCCAAAAG 50 BO4
BM199 R TGAGGAATGGATGTAGCTCAGG 50
BMd53 F TGCTGACCAAGGAAATTCAG 50 BOS
BMd53 R GGAGGAGGCTTAAGCACAAA 50
BM185 F AAGGAGGTTTCTACCTAATTCC 50 BO7
BM185 R AAAGCAGGGATGTAGTTGC 50
BM189 F CTCCCACTCTCACCCTCACT 50 BOS
BM189 R GCGCCAAGTGAAACTAAGTAGA 50
BMd54 F GGCTCCACCATCGACTACTG 50 BO9
BMd54 R GAATGAGGGCGCTAAGATCA 50
BM212 F AGGAAGGGATCCAAAGTCACTC 50 B10
BM212 R TGAACTTTCAGGTATTGATGAATGAAG 50
PV ag001 F CAATCCTCTCTCTCTCATTTCCAATC 50 B11
PV ag001 R GACCTTGAAGTCGGTGTCGTTT 50

* Temperatura de anelamento do primer; 2 Temperatura do ciclo 1 e do ciclo 2 de anelamento dos
primers; 3 grupo de ligacéo; 4 ndo ligado;
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As reagdes de amplificagéo dos primers SSR foram feitas em um volume total
de 15 pL, contendo MgCl; (2,4 mM), Tris/KCI pH 8,3 (0,25 mM), dNTP (0,25mM de
cada nucleotideo), 0,6 uM de cada primer, uma unidade de Tag-polimerase e 30 ng
de DNA.

As amplificagbes foram realizadas em termociclador (Thechne TC 412) com o
seguinte programa: uma etapa inicial de cinco minutos a 94° C e 30 ciclos
constituidos por: um minuto a 94 °C, um minuto a 50 °C e dois minutos a 72° C, e
uma etapa final de dez minutos a 72° C. Para os primers, com duas temperaturas de
anelamento, apenas os ciclos foram alterados, nove ciclos a 94° C, 58° C e 72° C
por 20 segundos cada temperatura e mais 25 ciclos a 94°, 60° C e 72° C por vinte
segundos a cada temperatura, respectivamente.

Os fragmentos amplificados de microssatélites foram separados por
eletroforese em gel de agarose 3,0% contendo 0,002 v/v de brometo de etidio em
300 mL de tampéo SB1X (0,04% v/v de NaOH e 0,25% v/v de &cido borico), a 110
volts por aproximadamente trés horas. Terminada a corrida, os géis foram
fotografados sob luz ultravioleta, utilizando o sistema de fotodocumentacao Biolocus
L PIX.

O registro de dados moleculares foi feito a partir das bandas polimorficas
detectadas entre os cultivares. Assim, foi gerada uma matriz de valores binarios,
usando a codificagéo 1, 2, 3, ..., n de acordo com o nimero de alelos para cada loco.
Assim, os homozigotos foram representados por 11, 22, 33, ... nn e 0s heterozigotos
por 12, 13, 23, ... n, sendo o valor 0 destinado a falta de informacéo (dado perdido)
sobre o individuo.

Os valores de dissimilaridade genética foram estimados através do
complemento aritmético do indice Ponderado. Posteriormente foram organizadas em
matrizes, para serem empregadas na andlise de agrupamento pela ligacdo média
entre grupos (UPGMA). As andlises de divergéncia genética e de agrupamento

foram realizadas com o auxilio do programa Genes (CRUZ, 2001).

indice Ponderado
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Em que:

Si= similaridade entre pares de acessos

cj= numero de alelos comuns entre os pares de acessos i e i’

aj= numero total de alelos do loco j

A= numero total de alelos estudados
Método de agrupamento UPGMA

- dix + djk
dapi = média {dy. di} = ———

Em que:

K= distancia entre individuos, entre individuo e grupo ou entre grupos.

djk = distancia média entre os pares de individuos i e j.

3.3.3 Anélises dos marcadores ISSR

Foram selecionados marcadores ISSR desenvolvidos para feijoeiro que na
literatura apresentaram um maior niumero de polimorfismo. A Tabela 4 fornece os
dados referentes a esses marcadores.

As reagbes de amplificacdo dos primers ISSR foram feitas em um volume
total de 25 pL, contendo MgClI2 (2,4 mM), Tris/KCI pH 8,3 (0,25 mM), dNTP (0,25
mM de cada nucleotideo), 0,2 uM do primer, uma unidade de Tag-polimerase e 30
ng de DNA. As amplificagbes foram realizadas em termociclador programado

(Thechne TC 412). As condi¢des de amplificagéo estéo descritas na Tabela 4.
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Tabela 4 - Sequéncia dos Primers ISSR utilizados e temperatura de anelamento

(Tm)

Primer Sequéncia no sentido 5'3' Tm' (° C)
UBC841 GAGAGAGAGAGAGAGAYC 52
uUBC843 CTCTCTCTCTCTCTCTRA 52
UBC854 TCTCTCTCTCTCTCTCRG 52
UBC855 ACACACACACACACACYT 52
UBC857 ACACACACACACACACYG 52
UBC859 TGTGTGTGTGTGTGTGRC 52
uUBC880 GGAGAGGAGAGGAGA 52

808 AGAGAGAGAGAGAGAGC 52
810 GAGAGAGAGAGAGAGAT 52
834 AGAGAGAGAGAGAGAGYT 52
890 VHVGTGTGTGTGTGTGT 52

! Temperatura de anelamento do primer

As amplificagbes foram realizadas, em termociclador (Thechne TC 412)
adotando o seguinte programa: quinze minutos a 94° C, 30 ciclos, sendo cada ciclo
composto por trés etapas: a) 30 segundos a 94° C, b) 30 segundos a 52° C e c) um
minuto a 72° C, e uma etapa final de sete minutos a 72° C.

O registro de dados moleculares foi feito a partir das bandas polimorficas
detectadas entre os cultivares em gel de agarose a 2,5%. Assim, foi gerada uma
matriz de valores binarios, onde a codificacdo de O refere-se a auséncia e 1 a
presenca de banda.

Os valores de similaridade genética foram estimados através do Coeficiente
de Jaccard. As estimativas de dissimilaridade genética (di’) foram feitas de acordo
com o complemento aritmético e posteriormente foram organizadas em matrizes,
para serem empregadas na andlise de agrupamento pela ligacdo média entre
grupos (UPGMA). As analises de divergéncia genética e de agrupamento foram
realizadas com o auxilio do programa Genes (CRUZ, 2001).

Coeficiente de Jaccard

S.. = —_—
o a+b+c

Em que:
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a= valor que quantifica o numero de coincidéncia do tipo 1-1 para cada par de
genotipo;

b= valor que quantifica o nUmero de discordancia do tipo 1-0 para cada par de
genotipo;

c= valor que quantifica o numero de coincidéncia do tipo 0-1 para cada par de

genotipo
Método de agrupamento UPGMA

dix + djx

d(ij)k = média {dik, d]k} = 2

Em que:

K= distancia entre individuos, entre individuo e grupo ou entre grupos.

djk = distancia média entre os pares de individuos i e j.

3.4 Anédlises multivariadas conjuntas

Foram realizadas correlagbes entre as matrizes de dissimilaridades, e a
significancia através do teste de Mantel (citado por CRUZ, 2008), e também entre os
agrupamentos através de cortes no dendrograma 50%, nos trés caracteres

avaliados, moleculares, quantitativos e qualitativos.

Sejam as matrizes de dissimilaridade X; e Y;j;

cov (X,Y)

JVX)V ()

Em que:



Cov (X, Y)= covarianciaentre X e Y; e

V(X) e V(Y) = variancias de X e Y, respectivamente.

Teste de significancia de Mantel

Para 1% de probabilidade

r=p(S-0015+1)

Em que:

S = nimero de simulacdes
p¢; = valor critico de significancia

i=1,2...s

43
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Anélises dadiversidade utilizando caracteres morfoagronémicos

4.1.1 Anédlise dadiversidade utilizando caracteres quantitativos

O resumo da andlise de variancia conjunta apresenta diferencas significativas,
a 1% de probabilidade pelo teste F para a maioria dos caracteres avaliados, sendo |
L/C o unico considerado nédo significativo, evidenciando assim, variabilidade entre os
gendtipos testados observados na Tabela 5. N&o sera considerado o ambiente nem
a interagdo deste com os genotipos, j& que o foco do trabalho é a dissimilaridade
entre os gendtipos. O coeficiente de variagcdo ficou entre 2,7 a 20,86%,

demonstrando uma boa consisténcia dos dados experimentais (Tabela 5).
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Tabela 5 — Resumo da analise de variancia informando os quadrados médios dos
gendtipos, dos ambientes e da interacé@o entre gendtipo e ambiente (Inter
GxA), média e coeficiente de variacdo (CV), obtidos nos 19 caracteres
agronémicos

Quadrados Médios

" : Média CV (%)
Gendtipos Ambientes Inter (GxA)
LFP? 2,03** 12,66** 0,24* 5,05 8,56
CFP 1,29** 24,59** 0,35™ 5,75 9,57
IL/C 0,0061" 4,08** 0,016** 0,97 6,64
AP 3544,26** 24241,89** 167,77 60,16 20,86
APV 152,3** 256,46** 6,29** 15,37 13,03
PV 227,9%* 81,69** 1,33" 36,22 6,08
PR 99,45** 104,41** 0,59* 37,31 4,43
Ciclo 224,09** 307,2** 2,1** 73,53 5,59
NSV 3,23** 0,45** 0,05™ 4,12 8,23
NVP 41,62** 57,27** 1,1 8,16 15
NSP 989,47** 1473,6** 22,11™ 33,7 13,39
PSP 37,24** 296,21** 1,88* 6,98 14,33
P100 430,92** 876,04** 4,8** 21,66 4,55
PROD 1489712** 11848704** 75263** 1397,99 14,33
CS 0,197** 0,026** 0,002** 1,01 2,7
LS 0,016** 0,122** 0,001** 0,6 29
ES 0,019** 0,127** 0,001** 0,45 3,74
IS C/L 0,294** 0,722** 0,008** 1,68 2,85
IS E/L 0,019** 0,023** 0,001** 0,74 3,52

'LFP: largura da folha primaria; CFP: comprimento da folha primaria; | L/C: indice entre largura e
comprimento da folha primaria; AP: altura da planta; APV: altura da primeira vagem; PV: periodo
vegetativo; PR: periodo reprodutivo; Ciclo: ciclo; NSV: nimero de semente por vagem; NVP: ndmero
de vagem por planta; NSP: numero de semente por planta; PSP: peso de semente por planta; P100:
peso de cem graos; PROD: produtividade; CS: comprimento da semente; LS: largura da semente;
ES: espessura da semente; IS C/L: indice entre comprimento e largura da semente; IS E/L indice
entre espessura e largura da semente. * e **: significativo a 5 e 1% de probabilidade,
respectivamente, e "*: ndo significativo pelo teste “F”

A Tabela 6 apresenta as médias dos caracteres LFP, CFP, AP, APV, PV, PR

e Ciclo dos 57 gendtipos de feijoeiro, comparados pelo teste Sckott-knott.

As médias de LFP e também as de CFP variaram pouco entre os genotipos
avaliados, sendo que a maior média de LFP foi obtida pelo genoétipo F34 com 6,51
cm e a menor foi de 4,38 (F19). Para CFP, a maior média foi de 6,68 cm, obtida pelo

gendtipo F34 e a menor, foi do gendtipo F21 com 5,04 cm.



46

A caracteristica altura média de planta (AP) variou de 0 a 91,66 cm e a altura
da primeira vagem (APV) de 0 a 19,84 cm (Tabela 6). Sendo considerado 0O, tanto
para AP quanto para APV, as plantas que demonstraram porte prostrado foram
Pérola, F10, Carioca, E02 e E19.

As cultivares comerciais Serrano, lapar 81, lapar 44 e lapar 31 apresentaram
médias de AP que variaram de 62,66 a 91,66 cm. Para APV, a variacao foi de 13,24
a 18,74 cm (Tabela 6). Segundo Coimbra et al. (1999) o maior potencial de
rendimento de graos de feijoeiro e 0 maior peso de gréos estdo associados a menor

estatura de planta e insergéo da primeira vagem.
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Tabela 6 — Médias dos caracteres quantitativos LFP, CFP, AP, APV, PV, PR e Ciclo,
comparadas pelo teste de médias Sckott-knott

(continua)

Gendtipos  LFP*  CFP? AP® APV* PV° PR® Ciclo’
Pérola 492b® 542b 0,00d 0,00 c 33,62g 41,04b 74,67d
FO02 4,71b 527b 7553a 16,47a 37,69e€ 37,24 f 74,94d
FO3 469b 516b 70,23b 14,14Db 35,66f 35,72g 71,38e
FO5 445b 521b 6086b 12,71b 40,76¢c 35,72g 76,49¢c
FO06 4,74b 552b 52,38b 1539b 36,43e 36,98f 73,42d
FO7 522b 594a 7099b 17,80a 36,25f 37,24f 73,50d
FO08 594a 6,17a 71,24b 18,08a 31,31 4357a 74,88d
F09 593a 6,21a 3551c 1587a 27,58]j 3496h 6255h
F10 533b 6,02a 0,00d 0,00 c 60,12a 28,991 89,11a
F11 478b 5,18b 63,68b 1468b 36,70e 38,00e 74,71d
F13 470b 533b 7569a 18,31a 36,51e 3598g 7249e
F14 519b 6,01a 68,15b 19,15a 3540f 39,27d 74,68d
F15 459b 58la 67,14b 13,78b 41,53c 36,98f 78,52Db
F16 469b 578a 8492a 1691a 4457b 31,16k 75,73d
F17 463b 520b 61,77b 14,16b 38,73d 32,17j 7090e
F18 449b 583a 6960b 16,23a 4139c 3597g 77,37c
F19 438b 557b 63,15b 1484bDb 35,18f 38,76 e 73,94d
F20 539b 559b 823la 16,79a 40,26c 39,77c 80,04b
F21 441b 504b 5551b 11,57b 3490g 37,75e 72,66¢e
F23 488b 569b 7298a 1746a 39,58d 36,48f 76,07d
F24 517b 565b 7227b 17,19a 39,27d 35,72g 75,00d
F25 485b 6,02a 61,55b 16,68a 33,68¢g 37,24t 7093e
F26 527b 593a 5727b 16,23a 3845d 33,19i 7164e
lapar 81 467b 5,88a 66,21b 15,07b 37,27 e 39,52d 76,79c
F28 458b 556b 5211b 16,27a 32,89h 4155b 74,44d
Carioca 527b 6,08a 0,00d 0,00 c 3461g 3598g 7059e
Serrano 502b 590a 91,66a 18,74a 35,88 f 39,27d 75,15d
F31 5,80a 6,20a 39,73c 17,84a 27,81} 39,51d 67,33f
F32 6,13a 6,63a 4044c 17,21a 28,85] 36,98f 65,84¢g
F33 5,80a 5,76a 35,68c 16,6l1la 32,85h 33,191 66,049
F34 6,51a 6,69a 3497c 16,49a 28,09] 34,20h 62,29 h
F35 465b 551b 80,68a 16,59a 3949d 38,00e 77,49c
F36 6,22a 6,24a 4929b 14,23b  45,86b 33,441 7930b
F37 485b 546b 60,03b 16,58a 30,80i 40,03¢c 70,84 e
F38 474b 536b 6061b 19,18a 40,63c 33,19i 73,82d




48

Tabela 6 — Médias das caracteristicas quantitativas LFP, CFP, AP, APV, PV, PR e

Ciclo, comparadas pelo teste de médias Sckott-knott

(concluséo)

Gendtipos  LFP*  CFP? AP® APV* PV° PR® Ciclo’
E01 483b 547b 57,03b 1478b 3492g 36,239 71,16e
E02 560a 6,38a 0,00d 000c 3594f 37,74e 73,68d
EO03 524b 567b 6146b 17,40a 34,169 4129b 7546d
E04 496b 604a 80,75a 10,84b 36,22f 3572g 71,95e

lapar 31 494 b 5,75a 62,66b 16,62a 36,51e 35,729 72,23 e
E06 523b 6,12a 73,68a 1609a 34,169 36,48f 70,65e
EO7 512b 6,16a 61,73b 1591a 33,94g 32,43 66,37g
EO08 476b 573b 5463b 1642a 3526f 39,52d 74,79d
E09 473b 530b 6328b 17,76a 3549f 40,28c 75,77d
E10 509b 595a 6052b 1834a 32,64h 4332a 7596d
E11 523b 594a 6923b 1984a 37,27e 4155b 78,82b
E12 472b 525b 6594b 168la 40,76c 39,01d 79,78b
E13 520b 594a 6691b 1672a 34,44g 42,05b 7650c
E14 488b 554b 70,75b 16,83a 3574f 43,06a 7881b
E15 491b 563b 6641b 1757a 3831d 3698f 7530d
E16 527b 627a 63,73b 1849a 3540f 36,47f 71,88e
E17 509b 571b 6539b 1746a 37,27e 35729 7299e
E18 481b 59la 57,11b 1532b 3235h 36,239 68,59 f
E19 522b 596a 0,00d 0,00c 34429 4104b 7546d

lapar 44  4,45b 547b 6437b 1324b 3745e 40,28c 77,74c
E21 468b 507b 4277c 1240b 3388g 4155b 7543d
E22 497b 557b 30,70c 13,33b 27,33] 29,131 5647

' LFP: largura da folha primaria; “CFP: comprimento da folha primaria; AP: altura da planta; *APV:
altura da primeira vagem; °PV: periodo vegetativo; °PR: periodo reprodutivo; ’ Ciclo: ciclo; ® Médias
seguidas pela mesma letra na vertical ndo difere estatisticamente entre si, pelo teste de Sckott-knott a
5% de probabilidade.

O PV médio variou de 27,33 (gendtipo E22) a 60,12 dias (gendtipo F10), e o
PR médio variou de 28,99 (gendtipo F10) a 43,57 dias (genétipo F08). J& o menor

ciclo médio observado foi de 56,47 e o maior de 89,11 dias, observados nos

gendtipos E22 e F10, respectivamente. Coimbra et al. (1999) concluiram que plantas

de maturacgéo precoce e de estatura elevada incrementaram o namero de vagem por

planta e consequentemente a produtividade média do feijoeiro. Isso indica que esses

gendtipos podem ser selecionados para genitores para a obtencdo de uma

populacdo com maior produtividade.
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Na Tabela 7, estdo apresentadas as médias dos caracteres NSV, NVP, NSP,
PSP, P100 e PROD dos 57 gendtipos de feijoeiro, comparadas pelo teste Sckott-
knott.

A média de NSV variou de 2,76, para o genotipo F34, sendo que este
gendtipo ndo diferiu estatisticamente, para esta variavel, dos gendtipos F09, E22,
FO7, FO8, F36 e F20a 5,25. O gendtipo F25 obteve a maior média de NSV (5,25),
com média geral de 4,12 sementes por vagem. A menor média de NVP observada
entre os gendtipos foi 2,03 para o gendtipo F36. A maior média foi do FO3 com 13,22
vagens por planta, sendo a média geral de 8,16. Para NSP foram observadas
médias variando de 6,37 para o genétipo F36 a 54,62 para o genétipo E06 e a média
geral entre os gendtipos observada foi de 33,7 para a caracteristica numero de
sementes por planta. Trabalhos realizados por meio de andlise de trilha do
rendimento de grédos em feijoeiro demonstram uma correlagdo direta dessas
variaveis (NSV, NVP e NSP) com a maior produtividade (COIMBRA et al., 1999,
KUREK et al., 2001 e FURTADO et al., 2002).

Analisando o peso de sementes por planta (PSP) observou-se uma grande
variacdo entre as médias obtidas pelos genotipos, sendo que a menor foi obtida pelo
F36 (2,49) e a maior pelo E06 (12,22), e a média geral foi de 6,98. A avaliagdo do
peso de cem grdos por planta (P100) € muito importante, uma vez que esta
caracteristica esta diretamente correlacionada com a produtividade e é uma das
variaveis que diferenciam os centros de origem (centros de domesticacdo) do
feijoeiro (KHAIRALLAH et al., 1990; KOINANGE e GEPTS, 1992; FREYRE et al.,
1996; DE LA CRUZ et al., 2005; PEREIRA et al., 2009; KWAK e GEPTS, 2009). O
valor de P100 variou de 14,24 g paro o gendtipo F15, ndo diferindo estatisticamente
dos genotipos F18, F38, F23, F35, F16, Serrano e EO01l. A maior média foi do

gendtipo F34 com 46,02 g, com uma média geral entre os genotipos de 21,66 g.
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Tabela 7 — Médias de NSV, NVP, NSP, PSP, P100 e PROD dos 57 gendtipos de
feijoeiro, comparadas pelo teste de médias Sckott-knott

(continua)
Gendtipos  NSV* NVP? NSP? PSP’ P100° PROD®

Pérola 4,00 c 6,22 e 24,23 e 584d 23,93 ¢ 1169,59d
FO2 3,54 ¢ 5,59 e 19,55 f 425e  2168h 850,24 e
FO3 427b 13,22a 53,34a  997b 18,48  1995,17b
FO5 38lc 8,67 ¢ 3422¢c  5,88d 17,13k  1177,70d
FO6 4,20 b 740d  30,84d 528d 17,03k  1056,12 d
FO7 2,96 d 5,94 e 17,48 f 344 e 19,771 689,60 e
FO8 3,18d 522 e 16,50 f 6,86¢c  41,37b  1372,55c
FO9 2,88d 841c  23,71e 864b  3637d 1728,00b
F10 391c 3,03 f 16,01 f 2,83e 17,81k 567,58
F11 4,78 a 9,01c  44,12b  82lc 18,50 1642,38c
F13 4,41b 8,06d 3378c  6,24d 18,06 1248,71d
Fl14 4,93 a 9,03c  43,79b  7,72¢ 17,62k  1545,68c¢
F15 3,65¢ 6,15e 223le 3118e 14,241  637,21e
F16 3,64c 5,39 e 19,46 f 3,05e 15,771 611,24 e
F17 3,84c 9,44c 3589¢c 64lc 17,76 k  1283,91c¢
F18 3,66 C 6,67e 2310e 333e 14,521 666,30 e
F19 491 a 8,70c  4235c  7,73c 18,21  1546,72c¢
F20 3,43d 587 e 20,59 f 3,76 e 18,16j 753,90 e
F21 4,04 c 9,90 ¢ 38,19¢  7,22¢ 18,84  1444,23c
F23 3,70 ¢ 12,78a  44,19b  6,85c 15,281  1371,06 c
F24 4,77 a 9,17¢c  43,94b  768¢c 17,42k  1536,21c¢
F25 5,25 a 751d  39,09¢ 697c 17,73k  1395,40¢
F26 459b 745d  3447c¢  758c  2197h 1517,50c
lapar81  3,58¢ 759d  26,72d 561d 20,92i 1123,78d
F28 452b 8,50 ¢c 38,53¢c  6,63¢c 16,97k  1327,27c¢

Carioca 4,06 c 7,96d 30,41 d 6,77 cC 22,10 h 1355,52 ¢
Serrano 4,45b 8,66 c 38,38 ¢ 6,13 d 16,04 | 1238,59d

F31 3,49 ¢ 7,14 d 2454 e 8,92 b 36,20 d 1785,90 b
F32 3,64 c 6,74 e 24,82 e 7,41 c 29,96 e 1482,01 c
F33 4,13 b 5,87 e 2211 e 8,09 c 36,38d 1618,03 c
F34 2,76 d 6,40 e 17,26 f 7,98 ¢ 46,02 a 1596,01 c
F35 440b 8,45¢c 36,93 ¢ 5,88 d 15,74 | 1177,28d
F36 3,38d 2,03 f 6,37 g 249 e 38,99 ¢ 499,42 e
F37 4,24 b 8,35¢C 37,34 c 6,80 c 18,20 j 1360,37 ¢
F38 4,67 a 7,88 d 36,38 ¢ 5,50d 15,07 | 1100,48d
EO1 4,07 c 9,43 ¢c 37,90 ¢c 6,42 ¢ 16,68 | 1285,18 ¢
EO2 401c 7,59d 29,83d 6,84 c 228749 1368,04 c
EO3 4,49 b 7,80d 33,32¢c 6,37 c 19,15 1275,21 c

EO4 4,43 b 9,35c 41,17 c 7,94 c 19,24 | 1589,54 c
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Tabela 7 — Médias de NSV, NVP, NSP, PSP, P100 e PROD dos 57 gendtipos de

feijoeiro, comparadas pelo teste de médias Sckott-knott
(conclusao)

Gendtipos  NSV* NVP? NSP? PSP’ P100° PROD®
lapar31  5,08a 764d 3852c  903b  2323g 1807,23b
E06 508a  11,02b 5462a 1222a 2227h 244452a
EO7 398c  10,75b  42,09c  9,14b  2159h 182851b
EO08 4,29 b 8,98c  3823c  7.84c 20,131  1569,12c¢
E09 522a  10,19c 5285a 9,00b 16,89k 1801,26b
E10 4,08 c 8,80c  3582c  953b 26,39f  1906,29 b
E11 515a 6,67e 3500c 750c 21,06h 1500,37c
E12 3,80¢c 6,24e  22,79e 512d  22,36h 1024,89d
E13 398c  1156b  46,83b  9,75b 20,631  1950,53b
El4 4,22 b 9,53¢  3858c  7,80c 20,211  1560,13c
E15 4,72 a 806d 37,70c  7.42c 19,611 1484,14c
E16 398c  13,18a 50,72a 10,97a 21,39h 219406 a
E17 4,44 b 813d 3561c 757c  21,23h 1514,44c
E18 416b  10,78b  4512b  951b 20,781  1903,49b
E19 4,53 b 7,91d 3567c 756¢c  21,17h 151252c
lapar 44  4,46b 797d  374l1c  724c 19,25] 1448,41c
E21 428b  10,04c  4167c  8,04c 19,25j]  1609,98 ¢
E22 2,93d 956c  2821d 817c  2899e 163578c

'NSV: nimero de semente por vagem; “NVP: nimero de vagem por planta; "NSP: nGmero de
semente por planta; ‘“PSP: peso de semente por planta; *P100: peso de cem gréos; °PROD:
produtividade; > Médias seguidas pela mesma letra na vertical ndo difere estatisticamente entre si,
pelo teste de Sckott-knott a 5% de probabilidade.

A maior produtividade média foi obtida pelo genétipo E06 com 2444,52 kg/ha,
sendo estatisticamente igual a média obtida pelo gendétipo E16 com 2194,06 kg/ha,
A menor média encontrada foi do gendtipo F36 com 499,42 kg/ha, ndo diferindo
estatisticamente das médias dos genotipos F10, F16, F15, F18, FO7, F20 e F02,

sendo a média geral de 1397,99 kg/ha, observado na Tabela 7.

As cultivares comerciais Pérola, lapar 81, Carioca, Serrano, lapar 31 e lapar
44, obtiveram rendimento (PROD) de 1169,59, 1123,78, 1355,52, 1238,59, 1807,23
e 1448,41 kg/ha (Tabela 7), respectivamente. Cargnelutti Filho et al. (2009)
observaram uma produtividade média das cultivares lapar 44 e Carioca de 1036 e
1498 kg/ha, respectivamente, valores estes, proximos aos que foram encontrados

neste estudo.
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Na Tabela 8 sdo apresentadas as médias dos caracteres CS, LS, ES, IS C/L

e IS E/L dos 57 gendtipos de feijoeiro comparadas pelo teste Sckott-knott.

O caracter CS apresentou uma variacao de 0,86 cm para os genétipos F19,
F23 e F35 a 1,59 cm para o gendtipo F34, com média geral foi de 1,01 cm. A
avaliacdo do CS se faz importante, uma vez que em associagdo com o valor de
P100, pode-se inferir com maior seguranca a respeito do centro de origem do
gendtipo. Singh et al. (1991) relataram que as cultivares Andinas tém sementes

grandes e pesadas, enquanto as Mesoamericas tém sementes pequenas e leves.

Os genotipos F08, F34 e F36, apresentaram sementes grandes e pesadas,
podendo ser caracterizados como de origem Andina. Os genétipos F09, com P100
de 36,37g e CS de 1,04 cm, o gendtipo F31 com P100 de 36,2 ge CSde 1,35€e0
genodtipo com F33 P100 de 36,38 g e CS de 1,04 cm também podem ser
considerados de origem Andina, devido o peso de sementes ser o principal fator
determinante. Ja os genétipos F32 com P100 de 29,96 g e CS de 1,35 cm e 0 E22
com P100 de 28,99 g e CS de 1,33 cm devem ser melhor estudados quanto a sua
origem. Alzate-Marin et al. (2003) relatam a possibilidade de linhagens terem uma
baixa porcentagem de genes Andinos apesar do alto peso e tamanho das suas
sementes, o que pode dificultar a caracterizacdo desses gendtipos. Segundo Kwak e
Gepts (2009) existem dois centros de origem principais (Andino e Mesoamericano) e
véarios secundarios que tém linhagens diferentes (morfoldgica e geneticamente) mais

dentro do seu “pool” de genes.

Os genotipos F08, F09, F31, F32, F33, F34, F36 e E22 foram classificados
como sendo de origem Andina ou proxima (F32 e E22) e as cultivares comerciais
(Pérola, lapar 81, Carioca, Serrano, lapar 31 e lapar 44) e o restante dos gendtipos

foram classificados como de origem Mesoamericana.
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Tabela 8 — Médias de CS, LS, ES, IS C/L e IS E/L dos 57 gendtipos de feijoeiro,

comparadas pelo teste de médias Sckott-knott

(continua)
Genétipos cs! LS? ES® IS c/L* IS E/L>
Pérola 0,95f 0,64 c 0,46 d 1,48 h 0,72d
FO2 0,99e 0,62c 0,45d 1,59 g 0,73 d
FO3 0,899 0,57d 0,43d 1,55¢ 0,75d
FO5 0,92 f 0,58d 0,44d 1,58 g 0,75c¢c
FO6 0,93 f 0,55e 0,44d 1,69 f 0,81b
FO7 0,98 e 0,58d 0,48 c 1,70 f 0,82 b
FO8 1,42 b 0,71a 0,54 b 1,99 ¢ 0,76 c
FO9 1,04 d 0,68b 0,60 a 1,53 h 0,88 a
F10 0,95 f 0,54 e 041le 1,73 e 0,77c
F11 0,98 e 0,57d 0,45d 1,70 f 0,78 c
F13 0,88 ¢ 0,61c 0,45d 1,44 h 0,73d
F14 0,93 f 0,59d 0,42 e 1,57 g 0,70d
F15 0,89¢ 0,53 e 0,40 e 1,65f 0,75 ¢
F16 1,00 e 0,57d 0,41le 1,74 e 0,71d
F17 0,99e 0,54 e 0,40 e 1,83d 0,75d
F18 0,90 g 0,52 e 0,41 e 1,71 f 0,78 c
F19 0,869 0,55e 0,45d 1,57 g 0,82b
F20 1,02 e 0,56 e 0,46 d 181d 0,81b
F21 091g 0,59d 0,45d 1,53 h 0,77c
F23 0,86 g 0,55e 0,38 f 1,57 g 0,69 e
F24 0,93 f 0,58d 0,41le 1,59 g 0,71d
F25 0,96 f 0,54 e 0,37 f 1,79 d 0,70 e
F26 0,96 f 0,60c 0,44 d 1,58 g 0,72d
lapar 81 1,02 e 0,61c 0,45d 1,67 f 0,73d
F28 0,93 f 0,53 e 0,39 f 1,76 e 0,74 d
Carioca 0,96 f 0,57d 0,45d 1,67 f 0,79 c
Serrano 0,89¢ 0,56 e 0,41 e 1,609 0,74 d
F31 1,35¢ 0,61c 0,48 c 2,19 b 0,78 c
F32 1,35c¢c 0,60c 0,44 d 2,22Db 0,73d
F33 1,04d 0,70 a 0,60 a 1,48 h 0,84 b
F34 159 a 0,67b 0,56 b 2,37 a 0,84 b
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Tabela 8 — Médias de CS, LS, ES, IS C/L e IS E/L dos 57 gendétipos de feijoeiro,
comparadas pelo teste de médias Sckott-knott

(conclusao)

Genotipos cs' LS? ES® IS Cc/L? IS E/L®
F35 0,86 g 0,55 e 0,42 e 1,55¢ 0,75 ¢
F36 1,37 c 0,68 b 0,50c 2,03c 0,73d
F37 1,02 e 0,59d 0,41le 1,72 f 0,7e
F38 0,92 f 0,56 e 041e 1,639 0,73 d
EO1 101e 0,59d 0,36 f 1,71 f 0,61f
EO2 1,08 d 0,62 c 0,48 ¢ 1,74 e 0,77 c
EO3 0,92 f 0,61c 0,43d 1,52 h 0,71d
EO4 0,96 f 0,59d 0,44d 1,619 0,74 d

lapar 31 0,99 e 0,62 c 0,46 d 1,59 ¢ 0,73d
EO6 1,08 d 0,65b 0,44 d 1,66 f 0,68 e
EOQ7 1,03 e 0,61c 0,41 e 1,68 f 0,67 e
EO8 1,03 e 0,61c 0,45d 1,67 f 0,73d
EO9 0,94 f 0,60d 0,43 e 1,56 g 0,71d
E10 1,05d 0,63c 0,46 d 1,67 f 0,73 d
E11 101e 0,63c 0,46 d 1,60 g 0,73 d
E12 1,02 e 0,63c 0,45d 1,61¢g 0,71d
E13 0,97 f 0,61c 0,41 e 1,579 0,67 e
E14 1,00 e 0,58d 0,44d 1,71 f 0,76 c
E15 0,94 f 0,59d 0,45d 1,59 g 0,76 c
E16 1,02 e 0,62c 0,45d 1,64 f 0,73d
E17 1,00 e 0,60d 0,46 d 1,67 f 0,76 c
E18 091g 0,61c 0,43d 1,48 h 0,71d
E19 1,00 e 0,60d 0,44d 1,67 f 0,74 d
lapar 44 0,94 f 0,57d 0,43d 1,66 f 0,76 c
E21 0,97 e 0,62c 0,43d 1,56 g 0,69 e
E22 1,33¢c 0,68b 0,53 b 1,94 c 0,77c

'cs: comprimento da semente; LS: largura da semente; °ES: espessura da semente; IS CIL: indice
entre comprimento e largura da semente; °IS E/L indice entre espessura e largura da semente.
Médias seguidas pela mesma letra na vertical ndo difere estatisticamente entre si, pelo teste de

Sckott-knott, a 5% de probabilidade.
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A largura da semente (LS) variou de 0,52 cm para os genétipos F18, F15 e
F28 a 0,71 cm para os gendtipos FO8 e F33, com média geral de 0,6 cm. A menor
ES foi de 0,36 para o gendtipo EO1 e a maior de 0,6 cm observadas nos genotipos
FO09 e F33, com média geral de ES de 0,45 cm. J4 o IS C/L variou de 1,44 para o
gendtipo F13 a 2,37 para o genoétipo F34, com média geral entre 0os gendtipos de
1,68. O IS E/L menor foi observado no genétipo EO1 (0,61); a maior, no genotipo
F09 (0,88), com média de 0,74.

Assim, de acordo com Puerta Romero citado por Silva (2005), a classificagéo
das sementes quanto & forma é obtida pela relagdo entre comprimento e largura
(CIL), em: esférica (1,16 a 1,42 mm); eliptica (1,43 a 1,65 mm); oblonga/reniforme
curta (1,66 a 1,85 mm); oblonga/reniforme média (1,86 a 2,00) e oblonga/Reniforme
longa (> 2,00). A classificagdo quanto ao perfil é feita de acordo com a relacao
espessura/largura (E/L), achatada (E/L menor que 0,69 mm), semi-achatada (E/L

variando de 0,70 a 0,79 mm) e cheia (E/L maior que 0,80).

Avaliando a correlagdo entre as variaveis, foi observada correlagédo perfeita
(1,0) entre as variaveis PSP e a PROD, o que era esperado, ja que a variavel PROD
é calculada através da variavel PSP. Assim, segundo Cruz e Carneiro (2006), a
presenca de correlacdo alta ou perfeita, pode levar a estimativa de valores absurdos
ou sem nenhuma coeréncia com o fendmeno biol6gico em estudo. Desse modo, a
variavel PSP foi excluida das analises, pelo fato dessa variavel ser considerada de

menor valor agrondmico em relagéo a variavel PROD.

Segundo Arunachalan, citado por Cruz e Carneiro (2006), em estudos de
diversidade genética, varios caracteres com graus significativos de correlacdes sdo
avaliados, sendo desaconselhavel o uso da distancia Euclidiana, e recomendavel a
distancia generalizada de Mahalanobis (D?) por levar em consideracdo as
associacOes (correla¢des) entre as caracteristicas por meio da matriz de variancias e

covariancias residuais entre as variaveis.

Portanto, a partir das médias das 19 variaveis, dos 57 genotipos e da matriz
de variancia e covariancia residuais, foi obtida a matriz de dissimilaridade pela
distancia generalizada de Mahalanobis. A frequéncia da dissimilaridade entre os
gendtipos esta demonstrada no Grafico 3. O agrupamento foi calculado através do
método UPGMA.



56

O Gréfico 3 apresenta a andlise da distribuicdo das frequéncias da
dissimilaridade, em porcentagem, de 1596 combinacdes aos pares dos 57 genoétipos
de feijoeiro. A menor dissimilaridade observada foi entre os genoétipos F15 e F18
(9,18) e a maior (2308,62) entre os genotipos F10 e F08. Percebe-se ainda, uma
concentracdo da dissimilaridade de mais de 64% na classe de 0,0 a 0,09,

demonstrando uma pequena variabilidade entre os genotipos em estudo.
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Gréfico 3 — Distribuicao de frequéncia da dissimilaridade obtida a partir de caracteres
quantitativos dos 57 gendtipos de feijoeiro.

Essa grande concentracé@o da dissimilaridade genética na menor classe (0,0 a
0,09) pode ser devido a grande divergéncia entre o gendtipo F10, em relacdo ao
outros genotipos, ja que as dissimilaridades observadas sdo uma percentagem da

maior dissimilaridade.

Na Tabela 9 é apresentada a importancia relativa (S.j) de cada um dos 18
caracteres agrondmicos para o0 estudo da diversidade genética entre os 57
gendtipos de feijoeiro. Pode-se observar que as variaveis com as maiores
contribui¢cdes relativas foram P100 (24,01%), seguida por PV (20,39%), PR (17,16%)
e CS (14,87%). Resultados semelhantes foram demonstrados por Coelho et al.
(2007), Elias et al. (2007), que observaram que a variavel P100 foi a de maior

contribuicdo na separagdo dos acessos de feijoeiro. Possivelmente, por esse ser um
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carater de herancga qualitativa, pouco influenciado pelo ambiente e controlado por
poucos genes (RAMALHO et al., 1993).

Tabela 9 — Importéancia relativa (S.j) de caracteres agrondémicos para o estudo da
diversidade genética entre 57 gendtipos de feijoeiro

Variaveis S, S.j (%)
P100* 205542,9 24,0102
PV 174568,7 20,392
PR 146914,3 17,1616
CS 127361,3 14,8775
ciclo 87333,74 10,2018
ES 31689,2 3,7017
LS 21898,32 2,558
APV 14867,23 1,7367
PROD 10924,11 1,2761
IS C/L 6659,444 0,7779
NSV 6383,486 0,7457
NSP 5343,302 0,6242
AP 4980,439 0,5818
NVP 3352,771 0,3916
LFP 3166,552 0,3699
IS E/L 2336,832 0,273
CFP 1768,321 0,2066
| L/C 973,4555 0,1137

T P100: peso de cem grdos; PV: periodo vegetativo; PR: periodo reprodutivo; CS: comprimento da
semente; Ciclo: ciclo; ES: espessura da semente; LS: largura da semente; APV: altura da primeira
vagem; PROD: produtividade; IS C/L: indice entre comprimento e largura da semente; NSV: nimero
de semente por vagem; NSP: nimero de semente por planta; AP: altura da planta; NVP: nimero de
vagem por planta; LFP: largura da folha primaria; IS E/L indice entre espessura e largura da
semente; CFP: comprimento da folha primaria; | L/C: indice entre largura e comprimento da folha
primaria.

A produtividade, apesar de se enquadrar como um carater importante na
separagdo dos acessos, teve baixo fator discriminante entre os genétipos, o que
pode ser explicado pela alta heterogeneidade produtiva, observada entre o0s

gendtipos em geral, como também foi estudado por Coelho et al. (2007).

As variaveis que menos contribuiram para diferenciar os genoétipos foram: |
L/C (0,1137 %), CFP (0,2066 %), IS E/L (0,273 %), LFP (0,3699 %) e NVP (0.3916



58

%). Rodrigues et al. (2002) concluiram que as variaveis de menor importancia para
diferenciar as cultivares locais e melhoradas de feijoeiro foram o indice comprimento
e largura da folha, largura e comprimento da folha primaria, grau de achatamento da
semente e forma da semente. Cruz e Carneiro (2006) relataram que as
caracteristicas de menor importéncia para estimar a diversidade entre individuos séo

as que apresentam menor variabilidade ou que estéo representadas por outras.

Cruz e Carneiro (2006) recomendam a utilizagdo da distancia generalizada de
Mahalanobis, quando o delineamento experimental contempla repetigéo, permitindo
a quantificacdo dos efeitos do ambiente sobre as constituices genéticas. Assim, na
Figura 1, € demonstrado o dendrograma obtido pela distancia generalizada de
Mahalanobis com o método de agrupamento UPGMA, através das médias dos 18

caracteres quantitativos observados nos 57 gendtipos de feijoeiro.
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Figura 1 — Dendrograma obtido por meio de dados quantitativos com a distancia
generalizada de Mahalanobis e pelo método de agrupamento UPGMA,
dos 57 gendtipos de feijoeiro; linha pontilhada: corte no dendrograma
em aproximadamente 50%; G 1 a G 4 s&o os 4 grupos formados.

No grupo G1, observado na Tabela 10, estdo todas as cultivares comerciais
(Serrano, lapar 81, lapar 31, Carioca, Pérola e lapar 44), e também a grande maioria
das cultivares provenientes da EMBRAPA, somente o gendtipo E22 ndo esta
presente nesse grupo. O que demonstra uma pequena variabilidade genética entre
as cultivares comerciais, os genétipos da EMBRAPA e entre ambos (EMBRAPA e

Comerciais). Todos esses genotipos sédo considerados de origem Mesoamericana.
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Tabela 10 — Agrupamento dos 57 gendtipos de feijoeiro, a partir do dendrograma
obtido por meio de dados quantitativos, com a distancia generalizada de
Mahalanobis e pelo método de agrupamento UPGMA

Grupo Genotipos

F15, F18, F23, Serrano, F35, F19, F13, E18, F11, E15, FO6, F21, FO5,
F24, FO3, EO4, F25, EO1, lapar 81, E12, FO2, FO7, EO2 F20, EO6, E16,

Gl lapar 31, E17, F26, EO7, Carioca, Pérola, E10, F28, F37, E13, E21,
EO3, E11, E14, F14, EQ9, E08, lapar 44, E19, F17, F38, F16

G2 F09, F33, F31, F32 e E22

G3 F10

G4 F34, F36 e FO8

Na Tabela 11 sdo apresentadas as dissimilaridades entre as cultivares
comerciais. Observa-se que a maior dissimilaridade foi entre a cultivar Pérola e a
Carioca, com 273,84. A menor distancia (24,96) foi observada entre lapar 81 e lapar
44. Podemos notar uma dissimilaridade pequena entre as cultivares do lapar (lapar
81, lapar 31 e lapar 44), que variou de 24,96 a 109,98. Assim, € notéria a baixa
variabilidade genética entre as cultivares comerciais. O que corrobora com Cabral et
al. (2009), que concluiram que as cultivares comerciais Serrano, lapar 81, lapar 31,

Carioca, Pérola e lapar 44 tém alto grau de similaridade entre elas.

Tabela 11 — Matriz de dissimilaridade entre as cultivares comerciais, obtida através
de dados quantitativos com a distancia generalizada de Mahalanobis e
pelo método de agrupamento UPGMA

Pérola lapar 81 Carioca Serrano lapar 31 lapar 44
Pérola 0
lapar 81 83,07 0
Carioca 273,84 133,66 0
Serrano 121,34 47,19 184,86 0
lapar 31 164,35 91,20 93,86 105,04 0

lapar 44 96,99 24,96 144,65 30,84 109,98 0
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O grupo G2 é formado pelos gendétipos considerados de origem Andina (FO09,
F33, F31) ou proximos (F32 e E22). Estes genoétipos receberam essas
classificagcbes, mesmo apresentando um peso de sementes inferior aos genoétipos
F34, F36 e FO8, conforme demonstrado na Tabela 10.

O gendtipo F10 forma sozinho o grupo G3, pois esse genotipo apresenta as
maiores médias de PV e Ciclo e a menor de PR, (Tabela 6). Essas trés variaveis,
respectivamente, sdo a segunda, a quinta e a terceira variaveis de maior
contribuicdo relativa para o estudo da diversidade entre os genétipos, o que contribui

para a alta divergéncia desse gendtipo, em relacdo aos outros gendétipos em estudo.

O grupo G4 é formado pelos genoétipos F34, F36 e F08. O que possivelmente
contribuiu para o agrupamento desses genadtipos foi o fato de eles apresentarem um
P100 elevado (Tabela 7), e também possuirem um CS acima de 1,37 (Tabela 8). As
variaveis P100 e CS séo a primeira e a terceira variavel que mais contribuiram para
o0 estudo da diversidade entre os genoétipos. Percebe-se que esses gendtipos foram
considerados como de origem Andina, demonstrando o agrupamento dos genotipos
por centro de origem. Assim, segundo Gepts e Bliss (1986), gendtipos de feijoeiro
com peso de 100 sementes inferior a 259 pertencem possivelmente ao centro

Mesoamericano e com peso superior a 37g, ao Andino.

A distribuicdo dos gendtipos no dendrograma demonstra que os genotipos
provenientes da EMBRAPA apresentaram uma dissimilaridade considerada baixa,
sendo o gendtipo E22 o mais divergente entre eles. JA os gendtipos locais
(comunidade Fortaleza) apresentaram uma ampla variabilidade genética. O que
concorda com os resultados obtidos por Cabral et al. (2009) que trabalhando com
dissimilaridade através de caracteres quantitativos, concluiram que os genotipos

provenientes da comunidade Fortaleza tém uma ampla base genética.
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A Tabela 12 apresenta as trés principais caracteristicas qualitativas avaliadas

no feijoeiro.

Tabela 12 — Habito de crescimento (HC), porte da planta (PP) e grupo comercial dos

57 gendtipos de feijoeiro

(continua)
Gendtipos HC PP Grupo
Pérola Tipo I prostrado carioca
F02 Tipo Il ereto mulatinho
FO3 Tipo 1l ereto mulatinho
FO5 Tipo 1l ereto mulatinho
FO6 Tipo Il ereto preto
FO7 Tipo 1l semi-ereto roxo
FO8 Tipo 1l semi-ereto jalo
FO9 Tipo | ereto outros
F10 Tipo Il prostrado preto
F11 Tipo Il ereto preto
F12 Tipo 1l semi-ereto preto
F13 Tipo Il ereto mulatinho
F14 Tipo Il ereto preto
F15 Tipo 1l ereto rosinha
F16 Tipo 1l ereto carioca
F17 Tipo 1l ereto outros
F18 Tipo 1l ereto rosinha
F19 Tipo Il ereto mulatinho
F20 Tipo 1l ereto outros
F21 Tipo Il ereto mulatinho
F23 Tipo 1l ereto preto
F24 Tipo Il ereto preto
F25 Tipo Il ereto roxo
F26 Tipo Il ereto preto
lapar 81 Tipo Il ereto carioca
F28 Tipo 1l ereto mulatinho
Carioca Tipo Il prostrado carioca
Serrano Tipo 1l ereto preto
F31 Tipo | ereto jalo
F32 Tipo | ereto preto
F33 Tipo | ereto roxo
F34 Tipo | ereto jalo
F35 Tipo 1l ereto preto
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Tabela 12 — Habito de crescimento (HC), porte da planta (PP) e grupo comercial

dos 57 gendtipos de feijoeiro
(conclusao)

Gendtipos HC PP Grupo
F36 Tipo 1l ereto outros
F37 Tipo 1l ereto preto
F38 Tipo 1l ereto preto
EO1 Tipo Il ereto preto
EO2 Tipo 1l Prostrado carioca
EO3 Tipo Il ereto preto
EO4 Tipo Il ereto preto

lapar 31 Tipo 1l ereto outros
EO6 Tipo 1l ereto preto
EOQ7 Tipo Il ereto preto
EO8 Tipo Il ereto preto
EO09 Tipo Il ereto preto
E10 Tipo Il ereto preto
E1l1l Tipo Il ereto preto
E12 Tipo 1l ereto carioca
E13 Tipo 1l ereto preto
El4 Tipo Il ereto preto
E15 Tipo 1l ereto preto
E16 Tipo 1l ereto preto
E1l7 Tipo Il ereto preto
E18 Tipo 1l ereto preto
E19 Tipo lll prostrado carioca

lapar 44 Tipo Il ereto preto
E21 Tipo Il ereto preto
E22 Tipo | ereto outros

A maioria dos genotipos estudados é de habito de crescimento Tipo |l
(75,43%), de porte ereto (85,96%) e do grupo preto (50,87%). O desenvolvimento de
cultivares de habito de crescimento de tipo | ou tipo Il ereto e precoces tem
despertado o interesse da pesquisa (QUEIROGA et al., 2003), principalmente para
atender produtores que utilizam alta tecnologia, como a colheita mecanizada. Para
0s que utilizam pouco ou nenhuma tecnologia, cultivares de tipo Il semiereto ou tipo
Il prostrados e de ciclo médio a tardio sao as cultivares mais recomendadas, devido
a maior necessidade de mao de obra, de terem maturacdo desuniforme,
possibilitando vérias colheitas por ciclo e maior produtividade, principalmente em

relacdo a cultivares do tipo .
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No Grafico 4, € demonstrada a analise da distribuicdo das frequéncias da
dissimilaridade de 1596 combinacdes aos pares dos 57 genétipos de feijoeiro. A
menor dissimilaridade (0,00) foi observada entre a cultivar Serrano e o genétipo E11.
E a maior dissimilaridade (0,78) foi encontrada entre a cultivar Carioca e o genotipo
F36, com média geral de 0,34. Essa distribuicdo da frequéncia de dissimilaridade foi
heterogénea, demonstrando variabilidade entre os gendtipos. Observa-se uma
concentracdo da frequéncia de 0,3 a 0,49 com 42,41% da dissimilaridade
observada.
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Gréafico 4 — Distribuicdo de frequéncia da dissimilaridade a partir de caracteres
qualitativos entre os 57 genétipos de feijoeiro em dez classes.

Na Figura 2, apresenta-se o dendrograma obtido por meio dos 26 caracteres
qualitativos, pela distancia Euclidiana, utilizando o método de agrupamento UPGMA.
Nesse sentido, a formacdo de 13 grupos, a partir do corte no dendrograma, é
mostrada na Tabela 13.
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Figura 2 — Dendrograma obtido por meio de caracteres qualitativos com a distancia

No G

Euclidiana utilizando o método de agrupamento UPGMA dos 57
gendtipos de feijoeiro. A linha pontilhada delimita o ponto de corte no
dendrograma em aproximadamente 50%; G 1 a G 13 s&o os 13 grupos
formados.

rupo G1, observa-se a maioria dos genétipos da EMBRAPA, sendo que

somente trés gendtipos da EMBRAPA né&o estdo presentes nesse grupo (E02, E19 e

E22), essa tendéncia de agrupamento também foi observada na andlise das

caracteristicas quantitativas. Ainda no grupo G1, notam-se as cultivares comerciais

Serrano e lapar 44. Essas duas cultivares comerciais demonstraram baixa

dissimilaridade entre elas, sendo que a Serrano foi considerada igual ao gendétipo
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E11. Todos os gendtipos desse grupo sdo de habito de crescimento tipo Il, porte
ereto e apenas o F25 ndo pertence ao grupo comercial preto (Tabela 12),
demonstrando uma forte tendéncia ao agrupamento dos genoétipos com esses

caracteres qualitativos (HC, PP e Grupo) iguais.

O gendtipo F10 forma o Grupo G2, apresentando o hébito crescimento tipo lll,
porte prostrado e grupo preto. Essa dissimilaridade também foi observada nas
andlises com o0s caracteres quantitativos, demonstrando a divergéncia desse

gendtipo em relacdo aos outros em estudo.

O Grupo G3 é formado pelo gendtipo F16, que foi classificado como tipo I
(HC), ereto (PP) e do grupo comercial carioca. Os genétipos lapar 81 e E12 também
foram classificados com HC tipo Il, porte ereto e do grupo carioca. O que diferiu o
F16 dos outros genotipos foi a presenca de pigmentacgéo tanto nos cotilédones como
no hipocatilo, a cor da asa e do estandarte da flor e a cor da vagem na maturacéo

fisiologica, observadas no genétipo F16.

Tabela 13 — Grupos dos 57 genotipos de feijoeiro, a partir do dendrograma obtido
através de dados qualitativos com a distancia Euclidiana e o método
de agrupamento UPGMA

Grupo Gendtipo

Serrano, E11, lapar 44, F35, E15, EO6, E14, FO6, E17, F26, E10,
Gl EO4, E21, F23, F37, E13, F25, EOQ7, EO1, E18, EQ9, E16, F11, EOS,
F14, F28, F24, F38, EO3, F15, F18

G2 F10

G3 F16

G4 Pérola, E19, E02 e Carioca
G5 F17 e F20

G6 lapar 81, E12, FO5 e lapar 31
G7 F03, F21, FO2, F13, F19 e F33
G8 FO7

G9 FO8 e E22

G10 F3l1eF34

G1l1 F32

G12 F09

G13 F36
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O Grupo G4 é composto pelos genotipos Pérola, E19, EO2 e o Carioca. Esses
genotipos sao todos de héabito de crescimento do tipo lll, porte prostrado e do grupo
carioca, como mostrado na Tabela 12. Vale ressaltar a baixa dissimilaridade entre o
gendtipo E19 com a cultivar Pérola (0,14) e também entre o gendtipo E02 e a cultivar
Carioca (0,17).

A dissimilaridade entre os genotipos F17 e F20, que formam o grupo G5, é
considerada baixa, apenas 0,17. Esses geno6tipos tém os mesmos caracteres HC,
PP e grupo (Tabela 12).

O grupo G6 é formado pelas cultivares comerciais lapar 81 e lapar 31,
juntamente com os genoétipos E12 e F05. Os genétipos desse grupo séo
classificados como tipo Il (HC), ereto (PP). O gendtipo E12 e a cultivar lapar 81 s&o
do grupo comercial carioca e a lapar 31 € do grupo comercial outros e FO5 do grupo

mulatinho.

Os genotipos F03, F21, F02, F13, F19 e F33 formam o grupo G7, a maioria
desses sé&o do tipo Il (HC), ereto (PP) e considerados do grupo comercial mulatinho,
apenas o F33 (tipo I, ereto e grupo roxo) difere dessa classificagdo (Tabela 12). Por
outro lado, dentre todos os genétipos do grupo G7, apenas o F02 nao foi

considerado com brilho no tegumento da semente.

O grupo G8 é formado pelo genétipo FO7 considerado do tipo lll, de porte

semiprostrado e de grupo comercial roxo.

Os gendtipos dos grupos G9 (FO8 e E22), G10 (F31 e F34), G11 (F32), G12
(FO9) e G13 (F36) foram todos considerados de origem Andina ou préximos, isto
devido ao alto peso de sementes e pelo tamanho de suas sementes, concordando
com os resultados observados nas analises dos caracteres quantitativos. Grande
parte desses gendtipos foi classificada como do tipo | e ereto, sendo apenas o F36
classificado como tipo Il. Os gendtipos FO9 e E22 (grupo G9) ndo pertencem a um

grupo comercial definido, sendo classificados como outros.

Na Tabela 14, sdo apresentadas as dissimilaridades entre as cultivares
comerciais Pérola, lapar 81, Carioca, Serrano, lapar 31 e lapar 44. A menor
dissimilaridade (0,03) foi observada entre as cultivares lapar 44 e Serrano e a maior

ocorreu entre as cultivares Pérola e lapar 44. Observa-se uma dissimilaridade baixa
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entre lapar 81 e lapar 31, de apenas 0,21, e também dessas com as cultivares

Pérola e Carioca.

Tabela 14 — Matriz de dissimilaridade entre as cultivares comerciais, obtida através
de dados qualitativos com a distancia Euclidiana e pelo método de
agrupamento UPGMA

Pérola lapar 81  Carioca Serrano lapar 31 lapar 44
Pérola 0
lapar 81 0,29 0
Carioca 0,25 0,29 0
Serrano 0,50 0,36 0,43 0
lapar 31 0,29 0,21 0,32 0,31 0
lapar 44 0,54 0,39 0,46 0,03 0,34 0

Em geral, a dissimilaridade entre as cultivares comerciais, demonstradas por
meio dos caracteres qualitativos, pode ser considerada de mediana a baixa, sendo a
média da cultivar Pérola a mais alta, ou seja, a mais divergente dentre as

comerciais.

De acordo com a distribuicdo dos genétipos no dendrograma, os genétipos da
EMBRAPA agruparam-se proximos, demonstrando uma dissimilaridade considerada
baixa, ja entre os gendtipos locais notou-se uma distribuicdo mais espalhada no
dendrograma, demonstrando uma elevada diversidade, o que concorda com as

analises através dos caracteres quantitativos.
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4.2 Anélise por marcadores moleculares

4.2.1 Andlise de diversidade utilizando marcadores moleculares SSR

A genotipagem dos 57 gendtipos foi realizada com os 16 microssatélites
selecionados, os quais 13 foram polimorficos (81,25%) e 3 monomorficos (18,75%).
O numero de alelos variou de 2 a 4, com uma média de 2,23 por loco, sendo que o
maior nimero de alelos foi observado nos lécus do SSR BM141 com 4 alelos.
Numeros similares de alelos por loco foram encontradas por Campos et al. (2007),
Hanai et al. (2007) e Cardoso (2009).

A partir da analise dos alelos polimorficos organizados em uma matriz de
dimenséo g x L, sendo L as colunas, que representam os valores assumidos pelos
marcadores moleculares genotipados e g linhas que representam os genétipos
(CRUZ, 2008). Estimou-se a dissimilaridade entre os 57 gendtipos, utilizando o
complemento do coeficiente de Jaccard. Assim, foram obtidas a matriz de
dissimilaridade e a frequéncia dessa dissimilaridade entre os gendtipos (Grafico 5).

O método de agrupamento utilizado foi o UPGMA (Figura 3).
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Gréafico 5 — Distribuicdo de frequéncia da dissimilaridade, a partir de marcadores
SSR entre os 57 genotipos de feijoeiro, nas dez classes
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Pela andlise da distribuicdo das frequéncias da dissimilaridade de 1596
combinagdes aos pares dos 57 gendtipos de feijdo (Grafico 5), observou-se que a
distribuicdo da dissimilaridade n&o foi uniforme, variando 0,00 a 1,0, com média de
0,45, indicando uma ampla variabilidade genética. Loarce et al. (1996) relataram que
os programas de melhoramento estdo fundamentados na utilizagdo da variabilidade
genética de uma espécie para a criacao e selecdo de novas cultivares com elevado
potencial produtivo. Aproximadamente, 92% da dissimilaridade total observada se
concentraram no intervalo de 0,1 a 0,79. A classe que compreende os valores de 0,2
a 0,29 apresentou a maior frequéncia da dissimilaridade com 17,89% do total.
Alzate-Marin et al. (2003) relataram uma concentragdo de 17 das 21 cultivares elites

de feijoeiro entre as distancias de 0,03 a 0,33 de similaridade.

Entre os gendtipos lapar 81, E03, EO4, E09 e E13, constatou-se a menor
dissimilaridade (0,0), sendo esses, considerados iguais, 0 que pode ser verificado
pelas analises de agrupamento (Figura 3). Os pares E08 com E16 e lapar 31 com
EO06 também obtiveram dissimilaridade zero. J& entre os acessos Serrano e E22, foi
observada a maior dissimilaridade (1,0), sendo que esse Ultimo gendtipo, o E22,
obteve a maior média de dissimilaridade (0,77) em relagdo aos outros genotipos,
demonstrando a significativa divergéncia deste em relacéo ao restante dos acessos

em estudo.
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Figura 3 — Dendrograma obtido por meio de marcadores microssatélites com o
complemento do coeficiente de similaridade de Jaccard e pelo método
de agrupamento UPGMA, dos 57 genétipos de feijoeiro; linha
pontilhada: corte no dendrograma em aproximadamente 50%; G 1 a G
14 s&o os 14 grupos formados.
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Observa-se que a partir do ponto de corte estabelecido no dendrograma, os

57 gendtipos foram separados em 14 grupos, demonstrados na Tabela 15.

Tabela 15 — Agrupamento dos 57 gendtipos de feijoeiro, a partir do dendrograma
obtido por meio de marcadores microssatélites com o complemento do
coeficiente de similaridade de Jaccard e pelo método de agrupamento
UPGMA

Grupo Genotipos

EO08; E16; E21; F24; EO1; EQ9; E13; lapar 81; EO3; EO04; lapar 44,
Gl E18; E12; Pérola; E02; F13; F19; F25; F11; F28; E14; Carioca; F26;
E11; F16; E10; E17; lapar 31, EO6; E19; F23; F14; F37; F17 e F18

G2 EO7 e E15

G3 FO7

G4 F10

G5 FO5; F21; FO3 e FO6
G6 F20

G7 Serrano

G8 F35

G9 F38

G10 F02

G1l1 F15

G12 F36

G13 F32; F33; E22; FO8; FO9 e F34
Gl14 F31

Na Tabela 15, percebe-se que dos 22 gendtipos fornecidos pela Embrapa, 19
estdo presentes no grupo G1, o que representa 86,4%, demonstrando assim, uma
variabilidade estreita entre eles. Apenas os genotipos E17, E15 e E22 ndo estdo no
G 1, o E17 e 0 E15 formam o G 2 e 0 E22 esta no G 13. Ainda no grupo G1,
agruparam-se as cultivares Pérola, lapar 31, lapar 44, lapar 81 e Carioca,
demonstrando uma baixa variabilidade genética entre as cultivares comerciais, o0 que

pode ser observado na Tabela 16.
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Tabela 16 — Matriz de dissimilaridade entre as cultivares comerciais, obtida pelo
complemento do coeficiente similaridade de Jaccard através dos
marcadores SSR

Pérola lapar 81 Carioca Serrano lapar 31  lapar 44
Pérola 1
lapar 81 0,14 1
Carioca 0,21 0,14 1
Serrano 0,55 0,48 0,55 1
lapar 31 0,28 0,14 0,28 0,34 1
lapar 44 0,21 0,07 0,21 0,55 0,21 1

Na Tabela 16, nota-se que a dissimilaridade entre as cultivares comerciais
variou de 0,07 a 0,55. A menor dissimilaridade foi observada entre lapar 81 e lapar
44 (0,07) e a maior entre Serrano e outras trés, Pérola, Carioca e lapar 44. Entre as
cultivares do lapar, observa-se alto grau de similaridade. A cultivar Serrano

apresentou a maior dissimilaridade em relacdo as outras cultivares comerciais.

Carvalho et al. (2008) por meio de analises com marcadores RAPD, relataram
a baixa dissimilaridade entre cultivares comerciais de feijoeiro. Emygdio et al. (2003)
trabalhando com diversidade genética de cultivares de feijoeiro no Rio Grande do
Sul, por meio de marcadores RAPD, concluiram que os gendtipos comerciais

apresentam alto grau de similaridade entre si.

Ainda no grupo G 1, observou-se uma tendéncia de agrupamento por cores
da semente do tipo carioca, sendo que todos os gendtipos considerados desse tipo

(Pérola, F16, lapar 81, Carioca, E02, E12 e E19) estdo presentes nesse grupo.

O agrupamento dos genétipos F32; F33; E22; F08; FO9 e F34 no grupo G13,
e a proximidade desse com o grupo G14 (gendtipo F31), mostrou que as
caracteristicas do centro de origem Andino, ao qual esses gendtipos pertencem,
foram bem evidentes. Ja os gendtipos dos grupos G1, G2, G3, G4, G5, G6, G7, G8,
G9, G10 e G11, séo todos considerados de origem Mesoamericana. Demonstrando
assim, a capacidade dos marcadores moleculares SSR em separar os dois centros

de origem.

Os cultivares de feijoeiro sdo de mudltipla domesticagdo no Continente
Americano (VAN SCHOONHOVEN e VOYSEST, 1991). Diferengas morfoldgicas,

bioquimicas e moleculares evidenciam bem os dois distintos centros de origem do



74

feijoeiro, Andinos (sementes grandes e pesadas, com predominancia de faseolina
tipo “T") e Mesoamericanos (sementes pequenas, leves e com predominancia de
faseolina tipo “S”) (SINGH et al., 1991). Fato que foi confirmado através de
marcadores morfoldgicos (GEPTS et al., 1986, SINGH et al., 1991, CHACON et al.,
2005; DE LA CRUZ et al., 2005; PEREIRA et al., 2009), marcadores isoenzimaticos
(KOENIG e GEPTS, 1989; SANTALLA et al., 2004; CHACON et al., 2005), os tipos
de perfis eletroforéticos phaseolina (GEPTS et al., 1986; PEREIRA e SOUZA, 1992;
MACIEL et al., 1999; SOLANO 2005; PEREIRA et al., 2009), e marcadores
moleculares de RFLP (CHACON et al., 2000), AFLP (MACIEL et al., 2003), RAPD
(BEEBE et al., 2000, CARVALHO et al., 2008) e ISSR (DE LA CRUZ et al., 2005,
BUSO et al., 2008).

Segundo Alzate-Marin et al. (2003), o progresso na criagdo de novas
cultivares de feijoeiro tem sido lento, provavelmente devido a uma limitada
variabilidade genética dos genitores, uma vez que foram selecionados a partir do
mesmo conjunto de genes, ou seja, genes de origem Mesoamericana. Essa selecdo
de gendtipos ocorreu em virtude da rigorosa preferéncia do consumidor por
tamanho, forma e cor da semente (CONAFE, 2005), o que explica a proximidade no
agrupamento das cultivares comerciais. Assim, é importante a introgressdo de
gendtipos de origem Andina em programas de melhoramento do feijoeiro,
especialmente para aumentar a diversidade genética entre as cultivares melhoradas
e também para a reducgdo da vulnerabilidade de gendtipos melhorados (PEREIRA et

al., 2009).

A distribuicdo bem heterogénea dos gendtipos provenientes da comunidade
Fortaleza no dendrograma (Figura 3) demonstra a alta diversidade em poder dos
pequenos agricultores do sul do estado do Espirito Santo. Souza et al. (2009)
trabalhando com alguns desses genotipos, através de marcadores RAPD,
concluiram que os mesmos apresentaram uma diversidade significativa. Carvalho et
al. (2008) relata que a manutencgéo da diversidade genética em poder dos pequenos
agricultores pode ser de grande valor pela probabilidade de conterem alelos que
conferem adaptacdo local, resisténcia a doengcas e tolerdncia as principais

adversidades edafoclimaticas da regiao.
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4.2.2 Andlise de diversidade utilizando marcadores moleculares ISSR

Os marcadores ISSR sdo dominantes, reprodutiveis, muito polimérficos e néo
requerem conhecimento prévio da sequéncia gendbmica (BUSO et al., 2008), ndo tem
os alelos nulos de SSR (SOUZA et al.,, 2008b). Os ISSR, foram selecionados
conforme o namero de polimorfismo apresentado em outros trabalhos (CORREA et
al., 2008; MUTHUSAMY et al., 2008). Assim foram selecionados onze ISSRs que
apresentaram um maior numero de bandas polimorficas. Esses marcadores
produziram 51 bandas, destas, 39 polimérficas, com média de 3,5 bandas
polimérficas por primer, correspondendo a 76,4% de polimorfismo. Muthusamy et al.
(2008) utilizaram 37 primers ISSR e obtiveram 296 bandas polimérficas e 61,79% de
polimorfismo. Outros autores obtiveram valores maiores, Souza, et al. (2008a)
obtiveram uma média de 10 marcas por primer ISSR , correspondendo a 83,82% de
polimorfismo. Gomes et al. (2009) trabalhando com diversidade genética em oliveira,
obtiveram uma média de 12 bandas polimorficas por primer e 79% de polimorfismo,
utilizando onze primers ISSR. Essa diferencga, principalmente na média de bandas

polimérficas, pode ser devido ao descarte de bandas de intensidade fraca.

A partir da contagem das bandas polimérficas organizadas em matriz,
estimou-se a dissimilaridade entre os 57 gendtipos, utilizando o complemento do
coeficiente de Jaccard, em que se obteve a matriz de dissimilaridade, a frequéncia

entre os genotipos (Gréfico 6) e o agrupamento pelo método UPGMA (Figura 4).

A distribuicdo da dissimilaridade foi bastante desuniforme, variando 0,00 a
1,0, com média de 0,44, indicando ampla variabilidade genética. Houve uma
concentragdo no intervalo de 0,2 a 0,69, correspondendo a mais de 86% da
dissimilaridade total observada. Portanto, a classe que compreende de 0,5 a 0,59

apresentou a maior frequéncia da dissimilaridade, com 23,37% do total.
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Gréafico 6 — Distribuicdo de frequéncia da dissimilaridade, a partir de marcadores
ISSR entre os 57 gendtipos de feijoeiro, nas dez classes

Os gendtipos E22 e FO7 juntamente com F16 e E19 apresentaram a menor
dissimilaridade entre os pares 0,0. A maior distancia genética (1,0) foi encontrada
entre F16 e outros trés, Pérola, FO8 e F13. A cultivar Pérola obteve a maior média de
dissimilaridade com 0,76, demonstrando que essa cultivar tem uma alta divergéncia

para os outros genotipos em estudo.
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formados.

lisando a Figura 4, observa-se que a partir do ponto de corte de

aproximadamente 50% no dendrograma, separaram-se 0s 57 gendtipos em 11

grupos, de

monstrados na Tabela 17.
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Tabela 17 — Agrupamento dos 57 gendtipos de feijoeiro, a partir do dendrograma
obtido por meio de marcadores ISSR, com o complemento do coeficiente
de similaridade de Jaccard e pelo método de agrupamento UPGMA

Grupo Genotipos
G1 FO7, E22 e EO7
G2 F16, E19, E14, E16, EQ09, E15 e EO8
G3 FO3 e F11
G4 EO1, EO2 e EO3
G5 F13, E18 e F17
lapar 44, E21, F19, F36, FO5, E12, F26, lapar 81, F28, F38,
G6 F37, F23, F24, Serrano, F21, Carioca, F15, F18, F20, E04, E11,
lapar 31, EO7, E10, E17, F25, FO6, F24 e F10
G7 F35
G8 F02
G9 E13
G10 F08, F33, F09, F34, F31 e F32
G1l1 Pérola

Comparando os dendrogramas obtidos pelos dois marcadores SSR e ISSR
(Figura 3 e 4), observa-se que os padrbes de agrupamento foram bastante
diferentes. No dendrograma obtido por meio de SSR (Figura 3), nota-se a formagéao
de 14 grupos (Tabela 15), ja no obtido por ISSR ocorreu a formacéo de 11 grupos
(Tabela 17). Souza et al. (2008b) estudando a diversidade genética entre linhagens
hibridas de milho através de marcadores RAPD e SSR, observaram diferencas entre

os dendrogramas obtidos através desses marcadores.

No grupo 1 (FO7, E22 e EO7), verificou-se a presenca do E22, que € um
gendtipo considerado de origem Andina, agrupando-se com dois genotipos
considerados de origem Mesoamericana (FO7 e EQ7), demonstrado na Tabela 17. O
que também ocorreu com 0 genoétipo F36, que ndo se agrupou com 0S outros
gendtipos Andinos. Buso et al. (2008) trabalhando com dissimilaridade de feijoeiros
através de nove primers de ISSR, relataram que os marcadores ISSR ndo foram

capazes de agrupar 0s genoétipos de acordo com 0s centros de origem.

Outra possibilidade € o fato dos gendtipos (E22 e F36) apresentarem baixa
porcentagem de genes andinos, apesar do peso e tamanho das suas sementes
(ALZATE-MARIN et al., 2003). Nas andlises com marcadores SSR, o genoétipo F36

também n&o se agrupou com os gendtipos considerados de origem Andina.
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No grupo 6, observa-se as cultivares comerciais (lapar 41, lapar 81, Serrano,
Carioca, lapar 31), sendo que apenas a cultivar Pérola ndo esta nesse grupo. Os
resultados sdo similares aos obtidos com as analises de agrupamento através dos
SSR (Figura 3). Reforgando assim, que a variabilidade genética entre os cultivares

comerciais € estreita, o que pode ser observada na Tabela 18.

Tabela 18 — Matriz de dissimilaridade entre as cultivares comerciais, obtida pelo
complemento do coeficiente similaridade de Jaccard através dos
marcadores ISSR

Pérola lapar 81 Carioca Serrano  lapar 31 lapar 44
Pérola 1
lapar 81 0,72 1
Carioca 0,72 0,19 1
Serrano 0,76 0,29 0,19 1
lapar 31 0,72 0,24 0,21 0,18 1
lapar 44 0,74 0,29 0,31 0,54 0,35 1

Observa-se na Tabela 18, que a dissimilaridade variou de 0,18 a 0,76, sendo
a menor observada entre lapar 31 e Serrano. A cultivar Pérola foi a mais divergente
em relacdo as outras cultivares comerciais. Entre as cultivares lapar 81, Carioca,

Serrano e lapar 31, observou-se similaridade bem acentuada.

N&o houve uma tendéncia de agrupamento entre os gendétipos com a mesma
cor do tegumento da semente. O que discorda com os resultados de Gonzalez et al.
(2006) que trabalharam com 329 gendtipos de feijoeiro divididos em quatro
variedades (Bege, Negro Brilhante, Negro Opaco e Roxo) e relataram que os

marcadores ISSR foram capazes de separar 0s quatro grupos.

Para analisar a consisténcia do agrupamento, calculou-se o coeficiente de
correlagdo cofenética (CCC), que é estabelecido entre a matriz de dissimilaridade do
complemento do coeficiente de similaridade de Jaccard, através dos marcadores
ISSR e a matriz de distancia cofenética (C). A correlacdo entre essas duas matrizes
foi de elevada magnitude (CCC = 0,8331) e significativa (P<0,01), evidenciando

assim, uma boa consisténcia do agrupamento.

As analises obtidas pelos dois marcadores moleculares (SSR e ISSR) foram

capazes de discriminar a diversidade genética entre os 57 genoétipos de feijoeiro em
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estudo. Porém, as andlises pelos marcadores SSR resultou em uma separa¢cdo mais
eficiente dos gendtipos no agrupamento, indicando assim, maior eficiéncia dos
marcadores SSR. O que pode ser comprovado pelo coeficiente de correlagédo
cofenética, que foram de 0,923 e 0,8331 para SSR e ISSR, respectivamente. A
distorcéo encontrada para o agrupamento dos SSRs foi de 2,9%, enquanto para o
ISSRs foi de 3,85% e o0 estresse de 17,04% (SSR) e 19,64% (ISSR). Bolibok et al.
(2005), comparando a eficiencia de ISSR e SSR na estimativa da variabilidade

genética de centeio, verificaram que SSR tem maior eficiéncia do que ISSR.

Por outro lado, os marcadores ISSR também se apresentaram capazes de
discriminar a divergéncia entre os genotipos. Esses marcadores sdo bastante
reprodutiveis, além de ndo apresentarem a necessidade de conhecimento prévio do
genoma alvo para o seu desenvolvimento e serem mais polimérficos do que os SSR,
tornando-se uma ferramenta de grande valia para andlise de diversidade genética
em acessos de feijoeiro. O que afirma as conclusdes de Buso et al.(2008). Leal et al.
(2010), que comparando a eficiéncia de SSR e RAPD na estimacédo da diversidade
em milho pipoca, observaram que ambos foram eficientes, e que marcadores
RAPDs tém maior polimorfismo do que os SSRs. Behera et al. (2007) relataram
maior poder discriminatério dos marcadores ISSR em relagdo aos RAPD, quando

comparados na estimacgéo da diversidade de abdboras.

A correlagdo entre as distancias genéticas obtidas por SSR e ISSR, foi de
0,2259, sendo esta, relativamente baixa, apesar de ter sido significativa por ambos
os testes (“t” e Mantel), a 1% de probabilidade. Souza et al. (2008b) relataram que o
carater dominante/codominante dos marcadores pode contribuir para limitar a
correlagcdo entre as distancias genéticas. Segundo Bolibok et al. (2005), a falta de
correlacdo entre matrizes de similaridade obtida com diferentes marcadores, sugere
que estes devem ser usados simultaneamente para explorar as fontes de

polimorfismos possiveis.
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4.2.3 Anédlise da diversidade por meio da combinagdo das bandas
polimdérficas dos marcadores ISSR e SSR

Juntando as bandas polimérficas dos dois marcadores SSR e ISSR, obteve-
se 66 bandas polimorficas, 39 a partir dos ISSR e 27 a partir dos SSR. As
informagbes dos polimorfismos foram organizadas em uma matriz. Para estimar a
dissimilaridade entre os 57 genotipos, utilizou-se o complemento do coeficiente de
Jaccard, em que se obteve a matriz de dissimilaridade, a frequéncia desta entre os

gendtipos (Gréfico 7) e o agrupamento pelo método UPGMA (Figura 5).

Como os marcadores SSR sdo de carater codominante e a maioria dos
gendtipos em estudo apresentaram-se em homozigose, a transformagéo dos dados
para dados binarios (presenca e auséncia de banda) ndo representou grandes
perdas de informacdo, ja que foi observada uma quantidade minima de locos

heterozigotos nas anélises de microssatélites.

A analise da distribuicdo das frequéncias da dissimilaridade de 1596
combinagdes aos pares dos 57 gendtipos de feijoeiro obtida através de SSR, ISSR e
da combinacdo (SSR e ISSR) é demonstrada no Grafico 7. A distribuicdo da
dissimilaridade dos marcadores combinados também n&o foi uniforme, variando de
0,05 até 0,84. Entre os genotipos F28 e F38 foi observado a menor dissimilaridade
(0,05), e a maior (0,84), observada entre o gendtipo E22 e o Pérola, a média geral
foi de de 0,44. Ainda no Grafico 7, nota-se frequéncia maior da dissimilaridade em

0,4 para 0,5, representanto juntas quase 50% da variagao total.

Bertini et al. (2006) analisando a distribuicdo da frequéncia da dissimilaridade
entre cultivares de algodao observou concentragdo de valores nas classes de 0,3-
0,4 para 0,4-0,5, com valor de zero indicando similaridade e valores entre 0,7 e 0,8,

divergéncia.

Analisando o Grafico 7, percebe-se que a frequéncia da dissimilaridade da
combinagdo dos marcadores segue tendéncia de média entre as outras duas linhas
(SSR e ISSR). Esses resultados foram esperados, ja que a andlise dos dados foi
realizada com os dois marcadores em conjunto. Vale lembrar que o numero de

bandas polimorficas derivadas do ISSR foi superior a do SSR.



82

30
25 4
$ 20
&
g 15 e
U
o
@
e 10 -+
5
0
=t [Fa] w
(=) o o
Dissimilaridade
—4—5SR —f—ISSR Combinagdo (SSR e ISSR)

Gréafico 7 — Distribuicdo de frequéncia da dissimilaridade, a partir de marcadores
SSR, ISSR e da combinacado de SSR e ISSR entre 0s 57 genotipos de
feijoeiro

Observa-se concentragdo da dissimilaridade no meio do grafico, com
reducdes nos extremos. Ndo foram observados genétipos iguais geneticamente, isso
demonstra melhor andlise da combinacdo em relacdo aos marcadores separados,
por ter discriminado diferenca entre genotipos que nas analises separadas,
classificaram esses genotipos como iguais geneticamente. E também, por néo

encontrar genétipos completamente dissimilares.

Na Figura 5, apresenta-se 0 agrupamento dos 57 gendétipos de feijoeiro a
partir das 66 bandas polimoérficas obtidas pela combinagdo dos dois marcadores
moleculares ISSR e SSR. Foram utilizados o complemento do coeficiente de Jaccard
e 0 método de agrupamento UPGMA.

O uso combinado de diferentes marcadores pode fornecer informagdes mais
confiaveis sobre a diversidade genética, quando comparado ao uso de apenas um
marcador (LEAL et al., 2010). A expectativa € que alguns erros ou problemas
apresentados por um marcador poderiam ser minimizados com outros marcadores
(SAKER et al., 2005; SOUZA et al., 2008b).

Analisando a Figura 5, observa-se que a partir do corte de aproximadamente
50% no dendrograma, separaram-se 0s 57 genoétipos em 14 grupos, demonstrados
na Tabela 19.
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Figura 5 — Dendrograma obtido por meio da combinagé&o entre os marcadores SSR e
ISSR com o complemento do coeficiente de similaridade de Jaccard e
pelo método de agrupamento UPGMA, dos 57 gendtipos de feijoeiro; linha
pontilhada: corte no dendrograma em aproximadamente 50%; G 1 a G 14
sao os 14 grupos formados.

Laborda et al. (2005) salientaram que o multialelismo dos marcadores
microssatélites revelou a diversidade genética de forma ampla, porque nao so6
mostrou a presenca ou a auséncia de determinada variavel de alelos, mas também

as diferentes formas alélicas de um determinado loco. Esses mesmos autores
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relataram ainda que os microssatélites evidenciam as diferencas genéticas entre
dois genodtipos em estudo, mas ndo as suas semelhancas, como observaram com o
RAPD.

Assim, espera-se que a combinagdo de marcadores moleculares,
principalmente a combinacdo entre dominantes e codominantes, na analise de
diversidade genética, forneca resultados mais precisos do que as analises

individuais de cada marcador.

Tabela 19 — Agrupamento dos 57 gendtipos de feijoeiro, a partir do dendrograma
obtido por meio da combinagdo dos marcadores SSR e ISSR com o
complemento do coeficiente de similaridade de Jaccard e pelo método de
agrupamento UPGMA

Grupo Gendtipo
Gl F28, F38, F23_, Serrano, F37, F24, E11, EO4, E17, lapar 31,
EO06, F15, Carioca, F26, lapar 81, E12, F19, F25 e E21
G2 FO2 e F14
G3 F18, F20 e F17
G4 F13 e E18
G5 FO7, E10 e F10
G6 EQ9, E14, E16, E08, F11, F16, EO1 e EO2
G7 EO3, lapar 44 e E13
G8 E19
G9 EO7 e E15
G10 FO03, FO6, FO5, F21 e F36
G1l1 F35
G12 Pérola
G13 FO08 e FO9
G14 F31, F34, F32, F33 e E22

O numero de grupos formados (da combinac¢éo dos marcadores) foi idéntico a
quantidade formada pelos marcadores microssatélites e diferente para os formados
por ISSR, forneceram 11 grupos. Entretanto, apesar de o numero de grupos terem
sido iguais, tanto nas andlises com os SSR quanto pelas analises com combinacéo
de marcadores, a disposicdo dos genotipos nesses grupos foi distinta entre os

agrupamentos.
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Analisando o dendrograma obtido pela combinagéo dos marcadores (Figura
5), percebe-se um agrupamento dos genétipos por centro de origem. Os genétipos
FO8 e FO9 (Grupo G 13) e F31, F34, F32 e F22 (Grupo G14) de origem Andina,
agruparam-se em grupos proximos e distantes dos genotipos dos outros grupos, que
foram considerados de origem Mesoamerica. O gendtipo F36 de origem Andina,
agrupou-se entre os de origem Mesoamericana, o que também foi observado nas
andlises pelos outros dois marcadores (SSR e ISSR).

Na analise conjunta dos marcadores, observa-se uma dissimilaridade
mediana entre os genoétipos provenientes da EMBRAPA, sendo que a grande
maioria agrupou-se em grupos cujos genotipos sdo classificados como
mesoamericanos, somente o E22 se agrupou com os andinos. A dissimilaridade
média entre os gendtipos da EMBRAPA foi de 0,38, sendo que a média de
dissimilaridade do E22 em relacdo aos outros genoétipos da EMBRAPA foi de 0,66.
Entre os gendtipos da comunidade de Fortaleza, pode-se observar uma variabilidade
genética maior do que a observada entre os genoétipos da EMBRAPA, em que a
média entre esses gendtipos € de 0,44. O gendtipo FO8 apresentou a maior média
de dissimilaridade (0,62) com relacdo aos outros genétipos da comunidade. Entre os
gendtipos da EMBRAPA e da comunidade Fortaleza, observou-se dissimilaridade
média de 0,44, e a maior (0,84) foi entre a cultivar Pérola e o gendtipo E22. Assim,
nota-se dissimilaridade mediana entre os cultivares da EMBRAPA, variabilidade
relativamente ampla entre os gendtipos da comunidade de Fortaleza e entre os
gendtipos da EMBRAPA e Fortaleza, notou-se também uma alta divergéncia
genética.

Pereira et al. (2009) relataram que a preservacgéo e o estudo da variabilidade
genética € um desafio para o futuro, assim, as variedades representam fonte de
variabilidade que pode ser util na ciéncia, cultura e programas de melhoramento
genético para aumentar a produtividade, a qualidade das sementes, diminuir custos,
entre outras. Além disso, esses genotipos podem contribuir com caracteristicas
importantes como resisténcia a estresses bidticos e abioticos, e a doengas,
gualidade e tecnologia de sementes, buscando reduzir a vulnerabilidade de
gendtipos melhorados (GEPTS et al., 1986).

No grupo G1 da Tabela 19, observou-se a presenga de quatro cultivares
(Serrano, lapar 31, Carioca e lapar 81) das seis comerciais. Demonstrando a baixa

variabilidade genética entre esses gendtipos. Comparando com os dendrogramas
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obtidos pelos marcadores SSR (Figura 3) e pelo ISSR (Figura 4), notam-se
diferencas, principalmente com a cultivar lapar 44, que nos outros dois
dendrogramas (SSR e ISSR) agrupou-se com as outras cultivares comerciais. No
agrupamento obtido através da combinacdo dos dois marcadores (Figura 5),
percebe-se que a cultivar Pérola seguiu a tendéncia das andlises ISSRs e sozinha
forma o grupo G12, sendo essa tendéncia também observada com a cultivar
Serrano, que agrupou no grupo G1, onde estdo a maioria das cultivares comerciais,
0 que também pode ser observado no agrupamento obtido por marcadores ISSR
(Figura 4).

Na Tabela 20, é demonstrada a dissimilaridade entre as seis cultivares
comerciais. Percebe-se que entre as cultivares do lapar (lapar 81, lapar 31 e lapar
44) ha uma dissimilaridade muito baixa, que varia de 0,20 (entre lapar 81 e lapar 44)
a 0,3 (entre lapar 44 e lapar 31). A dissimilaridade também é baixa entre as
cultivares (lapar 81, lapar 31 e lapar 44) com a Carioca e a Serrano, 0 que
demonstra baixa diversidade genética entre esses genotipos. Essa observacao

também pode ser feita nos outros dois agrupamentos, Figuras 3 e 4.

Tabela 20 — Matriz de dissimilaridade entre as cultivares comerciais, obtida pelo
complemento do coeficiente similaridade de Jaccard por meio da
combinagéo dos marcadores SSR e ISSR

Pérola lapar 81 Carioca Serrano  lapar 31 lapar 44
Pérola 1
lapar 81 0,48 1
Carioca 0,50 0,18 1
Serrano 0,63 0,31 0,28 1
lapar 31 0,53 0,21 0,23 0,18 1
lapar 44 0,52 0,2 0,27 0,44 0,3 1

A cultivar Pérola foi a que se mostrou mais distante em relacdo as outras
cultivares comerciais. Contrastando com o0s resultados obtidos por SSR e

concordando com os resultados obtidos por ISSR, j& demonstrados acima.

Entre as seis cultivares comerciais, ndo foi evidenciado uma tendéncia ao
agrupamento pela cor do tegumento da semente, observado nos resultados obtidos

pelos marcadores SSR.
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4.3 Analises multivariadas conjuntas

Observaram-se diferentes agrupamentos formados pelas analises dos
diferentes caracteres, morfoagron6micos e moleculares. No agrupamento através
dos marcadores SSR, foram observados 14 grupos, a dissimilaridade entre os
gendtipos lapar 81, E03, E04, E09 e E13, como entre EO8 e E16, e entre lapar 31 e
E16, foi zero, ou seja, considerados iguais. A maior dissimilaridade (1,0), observada
foi entre os acessos Serrano e E22, sendo que este Ultimo genotipo, obteve a maior
média de dissimilaridade (0,77) em relac&o aos outros genotipos.

No agrupamento obtido através dos marcadores ISSR foram observados 11
grupos, os genétipos E22 e FO7 e os F16 e E19 apresentaram a menor
dissimilaridade entre os pares 0,0. A maior distancia genética (1,0) foi encontrada
entre F16 para com outros trés, Pérola, FO8 e F13. A cultivar Pérola obteve a maior
média de dissimilaridade com 0,76.

Para o agrupamento da combinac¢éo entre os marcadores, foram observados
14 grupos, sendo a menor dissimilaridade observada (0,05) entre os genotipos F28 e
F38 e também entre F26 e lapar 81, e a maior de 0,84, foi observada entre o
gendtipo E22 e o Pérola.

Entre os trés agrupamentos obtidos pelos marcadores (SSR, ISSR e a
combinagdo de SSR com ISSSR), a melhor distingdo dos gendtipos foi evidenciada
pela combinacdo dos marcadores, isso devido a jungcdo dos dois caracteres de
marcadores dominante (ISSR) e codominante (SSR) e/ou pela maior quantidade de
bandas polimérficas, observado também por Souza et al., (2008b).

No dendrograma obtido através de caracteres quantitativos foram observados
quatro grupos. Sendo a menor dissimilaridade entre os gendtipos F15 e F18 e a
maior entre os genotipos F10 e FO8.

No agrupamento obtido por meio dos caracteres qualitativos, notou-se a
formagao de 13 grupos. A menor dissimilaridade (0,00) foi observada entre a cultivar
Serrano e o gendtipo E11. E a maior dissimilaridade (0,78) foi encontrada entre a
cultivar Carioca e o genotipo F36.

E notéria a discordancia entre os agrupamentos obtidos pelos diferentes
caracteres, assim foi avaliada a consisténcia do agrupamento através do coeficiente
de correlagé@o cofenética (CCC) e a correlacdo entre as matrizes de dissimilaridade

obtida pelos diferentes caracteres.
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A Tabela 21 demonstra o coeficiente de correlagdo cofenética (CCC), obtido
com 1000 simulagdes, o teste “t”, que comprova a significancia do CCC, a distorgéo
e 0 estresse do agrupamento. Esses possibilitam analisar a consisténcia do
agrupamento formada pelos diferentes marcadores moleculares (SSR, ISSR e a
combinacgéo dos dois), pelos caracteres quantitativos (QUANT) e pelos qualitativos
(QUALIT).

E possivel perceber que todos os CCC foram significativos pelo teste “t”, a 1%
de probabilidade. O maior CCC foi obtido pelo agrupamento proveniente dos
marcadores SSR, o que demonstra a maior consisténcia do agrupamento, indicando
maior eficiéncia no agrupamento por este marcador em relagdo ao ISSR e a
combinacgéo dos dois. Ravi et al. (2003) trabalhando com RAPD e SSR em arroz,
relataram maior nivel de eficiéncia dos marcadores microssatélites. Behera et al.
(2007) trabalhando com Momordica charantia, observaram um maior poder
discriminatério dos individuos pelos marcadores ISSR em relagdo aos RAPDs.
Bolibok et al. (2005), estudando a eficiéncia de ISSR e SSR na detecgdo de
polimorfismo genético entre as 30 linhas puras de centeio, concluiram que 0os SSRs
foram mais eficientes na discriminagcéo da similaridade dos genotipos.

Contudo, as percentagens de distorgdo e estresse entre as matrizes de
dissimilaridade e a cofenética demonstraram eficiéncia para a combinacdo dos
marcadores em relagdo aos marcadores analisados separadamente. Souza et al.
(2008b) avaliando a eficiéncia de RAPD, SSR e a combinagéo destes em Zabrotes
subfasciatus, observaram que a combinacdo obteve maior poder discriminatério do
gue os marcadores em separados. Essa eficiéncia demonstrada pela combinagéo
dos marcadores pode ser devido & juncdo dos dois caracteres de marcadores
dominante (ISSR) e codominante (SSR) e/ou pela maior quantidade de bandas

polimorficas.
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Tabela 21 - Analise da consisténcia do agrupamento por meio do coeficiente de
correlagédo cofenética (CCC), do teste “t”, da distor¢do e do estresse
entre as matrizes de dissimilaridade obtida pelos marcadores
moleculares (SSR, ISSR e a combinac¢éo dos dois), pelos caracteres
quantitativos (QUANT) e pelos qualitativos (QUALIT) e a matriz
cofenética (C)

SSR ISSR SSR_ISSR QUANT QUALIT
CcCcC 0,923 0,833 0,869 0,912 0,881
Valor t 95,6** 60,1** 70,1** 89,20** 74,74%*
Distorgéo (%) 2,9 3,85 2,53 9,18 3,61
Estresse (%) 17,04 19,64 15,9 30,31 18,99

** Significativo a 1% de probabilidade, pelo teste “t”.

Mesmo que a matriz para andlise dos dados quantitativos (Mahalanobis) seja
conceitualmente diferente da matriz para a andlise dos dados qualitativos
(Euclidiana). Verificou-se maior valor de CCC para os caracteres quantitativos, o que
demonstra elevado ajuste entre a matriz de distancia cofenética (C) e a matriz de
distancia generalizada de Mahalanobis do que entre C e a matriz da distancia
Euclidiana. Apesar da distorcdo e 0 estresse serem maiores entre a matriz de
dissimilaridade, obtida pelos dados quantitativos e a cofenética em relagdo aos da
matriz de dissimilaridade, obtida por meio de dados qualitativos e cofenética, a
distancia generalizada de Mahalanobis tem maior precisdo no agrupamento da
distancia Euclidiana, por obter maior valor de CCC. O que também foi observado por
Santos (2005), Bertan et al. (2006), Cruz e Carneiro (2006).

Considerando que o CCC obtido pela anélise de dissimilaridade através dos
SSR foi o maior de todos os analisados, e que a matriz para analise dos dados
quantitativos (Mahalanobis) é conceitualmente diferente da matriz molecular
(coeficiente de Jaccard) (SILVA et al.,, 2006), é notavel a maior eficiéncia dos

marcadores SSR no agrupamento em relag&o as outras analises.

Na Tabela 22, estdo os resultados referentes a correlacdo entre as matrizes
de dissimilaridade obtida por marcadores moleculares SSR, ISSR, a combinacéo
(SSR_ISSR), caracteres quantitativos (QUANT) e qualitativos (QUALIT) e a
comparagdo pelo teste “Z" de Mantel, baseados em 1000 simulacbes. As
correlacdes variaram de 0,22, entre SSR e ISSR, a 0,77 entre ISSR e a combinagé&o
dos marcadores (SSR_ISSR).
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Entre os marcadores SSR e ISSR, observa-se uma correlagdo significativa
mas de magnitude baixa (0,22), (Tabela 22), revelando uma diferenga na analise
entre os marcadores. Assim, Souza et al. (2008b) relataram que a baixa correlagéo
entre os resultados obtidos pelo RAPD e microssatélites poderia ser atribuida a
diferenca entre os polimorfismos revelados por ambos os marcadores utilizados.
RAPD tem carater dominante, enquanto microssatélites tém carater codominante.
Também poderia ser atribuida as diferencas na eficacia e / ou namero de primers

utilizados.

Cardoso (2009) observou um coeficiente de correlagdo de -0,08 entre as
disténcias genéticas obtidas pelos marcadores SSR e AFLP, e relatou que deve ser
considerada a natureza codominante e de alta variacdo dos marcadores SSR e a
forma de amostrar as informacdes genéticas, que € distinta em relacdo aos
marcadores AFLP. Enquanto os marcadores SSR podem ser génicos ou genémicos
e revelarem a variabilidade intraloco, os marcadores AFLP revelam a variabilidade

interloco.

A alta correlagéo entre a combina¢éo dos marcadores (SSR_ISSR) com SSR
(0,68), como também entre a combinacdo e o ISSR (0,77), era esperada, ja que as
bandas polimorficas desses dois marcadores foram utilizadas em conjunto nas

analises combinadas.

Tabela 22 - Correlagdo entre as matrizes de dissimilaridade obtidas por marcadores
moleculares SSR, ISSR e a combinacdo (SSR_ISSR), caracteres
quantitativos (QUANT) e qualitativos (QUALIT) e a comparacdo pelo
teste “Z” de Mantel

SSR ISSR SSR ISSR  QUANT QUALIT
SSR 1
ISSR 0,22% 1
SSR_ISSR 0,68** 0,77* 1
Quant 0,57 0,31 0,54** 1
Qualit 0,36** 0,31* 0,46** 0,47* 1

** Significativo a 1% de probabilidade, pelo teste “Z” de Mantel baseado em 1000 simulagdes.

A correlagdo entre os marcadores SSR e o0s caracteres quantitativos foi de
0,57, o que pode ser considerada moderada / alta. Isso se deve ao fato de os
marcadores SSR selecionados estarem ligados a caracteristicas quantitativas do

feijoeiro. Essa alta correlagdo nédo foi observada entre os marcadores SSR e 0s
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caracteres qualitativos (0,36) nem entre os ISSR e os caracteres quantitativos (0,31),
e qualitativos (0,31).

Observa-se baixa correlagdo entre as matrizes de dissimilaridade obtidas
pelos os caracteres quantitativos e qualitativos com a matriz obtida pelos
marcadores ISSR. Segundo Vieira et al. (2007), essas correlagbes podem ser
explicadas pelo fato de grande parte da variagdo detectada pelos marcadores
moleculares ser do tipo ndo adaptativa e, portanto, ndo sujeita a sele¢cédo (natural e
artificial). No entanto, os caracteres indicadores quantitativos aferidos séo sujeitos
tanto a sele¢céo natural quanto a artificial.

Entre as matrizes de dissimilaridade obtidas pelos caracteres quantitativos e
qualitativos, foi verificada uma correlacdo mediana de 0,47. Vieira et al. (2008)
avaliaram a divergéncia entre acessos de mandioca com caracteres quantitativos,
qualitativos e moleculares (RAPD) e observaram uma correlagéo entre as matrizes
de dissimilaridade genética, por meio de marcadores RAPD e por meio de
caracteres qualitativos de 0,83, e entre as matrizes por caracteres quantitativos e a
marcadores RAPD de 0,50 e entre as matrizes obtidas por caracteres qualitativos e
guantitativos de 0,58.

A utilizacdo de maior nimero de dados moleculares e caracteres qualitativos
em relagdo aos caracteres quantitativos, explicam as correlagdes obtidas. Assim,
fica evidente que as estimativas das distancias/dissimilaridades genéticas seréo téo
mais préximas, quanto maior for a associacdo entre os locos que controlam o0s
caracteres quantitativos e os locos que controlam os marcadores moleculares e
caracteres qualitativos avaliados (MARIC et al., 2004; ROY et al., 2004).
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5. CONCLUSOES

Os resultados obtidos permitiram concluir que:

Existe ampla diversidade genética entre os gendtipos de feijoeiro estudados.

. Os caracteres qualitativos, quantitativos e moleculares foram eficientes na
diferenciac@o dos genoétipos, mesmo com as divergéncias apresentadas entre
eles;

. A combinacédo dos marcadores foi mais eficiente na separacdo dos genoétipos
em comparagédo das analises dos marcadores separadamente;

. A correlagdo moderada / alta entre os marcadores SSR e 0s caracteres
quantitativos demonstra que a dissimilaridade por meio de marcadores SSR
ligados a caracteres de interesse agrondmicos pode substituir as anélises por
caracteres quantitativos;

Nao hé duplicatas genéticas entre os genotipos estudados;

Ha significativa diversidade genética entre os gendtipos provenientes da
comunidade Fortaleza (locais), mas entre os genotipos provenientes da
EMBRAPA, a diversidade é relativamente estreita. As cultivares comerciais
estudadas apresentaram pequena dissimilaridade entre elas;

. Os gendtipos avaliados neste estudo representam um grupo com
caracteristicas importantes para se criar um banco de germoplasma, que

poderé dar suporte a programas de melhoramento do feijoeiro;
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8. Outras caracteristicas de interesse econdmico, como estresses bioticos e
abiodticos, propriedades funcionais, dentre outras, precisam ser avaliadas em
estudos futuros, para a efetiva utilizagdo desses genotipos em programas de
melhoramento.
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