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Resumo

A caracterizacao genética de cultivares de feijoeiro comum utilizadas como genitores ¢ uma importante
aliada para os melhoristas na avalia¢ao precisa do nivel de variabilidade genética contida nos ensaios, bem
como na determinagdo da identidade genética dos materiais genéticos, podendo ser util também para fins
de desenvolvimento de novas linhagens elite. O objetivo desse estudo foi analisar a diversidade genética,
por meio de 121 marcadores microssatélites, entre oito cultivares de feijdo carioca desenvolvidas e lancadas
no Brasil pela Embrapa, sao elas: BRS Notavel, BRS Estilo, BRS Ametista, BRS Pontal, BRS Horizonte,
BRS Cometa, Pérola e Cometa. A opgao pela analise com SSRs fluorescentes foi devido ao seu elevado
multialelismo, co-dominancia, facil acesso e genotipagem semi-automatizada. Este conjunto de marcadores
detectou ao todo 247 alelos e os valores da diversidade genética variaram de 22 a 85%, com média de 46%.
Apenas 12,64% dos locos analisados detectaram genitores em heterozigose, indicando que a base genética
dos mesmos € homogénea. A partir dos resultados obtidos comprova-se que o nimero de SSRs analisados
foi adequado e que a informatividade genética de cada loco também deve ser considerada para detectar com
precisao a diversidade genética entre as cultivares.

Introducao

O feijoeiro comum (Phaseolus vulgaris L..) € uma importante espécie leguminosa, sendo muito utilizada
mundialmente para o consumo humano, sobretudo por ser uma boa fonte de proteinas, fibras, minerais e
vitaminas (Montoya, 2010). No Brasil, ¢ a quarta cultura de graos mais produzida. Em 2011, a area total
cultivada foi de 2,024 milhoes de hectares e a produtividade média foi de, aproximadamente, 1.350 kg/ha
(FEITAO, 2013).

Apesar do Brasil estar entre os paises principais produtores de feijao, assumindo o papel de maior produtor
mundial durante muitos anos, a produtividade média nacional ainda é considerada baixa. Alguns fatores
explicam esta situacdo, como a alta incidéncia de doencas e pragas, baixa utilizagdo de sementes certificadas,
cultivo em condigdes climaticas adversas ¢ de deficiéncias nutricionais. Além da melhoria de praticas
culturais, uma alternativa viavel do ponto de vista economico e ambiental encontrada por pesquisadores € o
desenvolvimento de cultivares superiores, mais resistentes a estresses bioticos e abioticos, mais produtivas
e com melhor qualidade de gridos, além de adaptadas a colheita mecanizada.

Segundo Souza et al. (2013), o programa de melhoramento da Embrapa Arroz e Feijao enfatiza o
melhoramento de cultivares de feijao carioca, pois esse tipo comercial representa 70% do consumo de graos
no pais, devido a sua maior aceitagdo no mercado. Estratégias como cruzamentos multiplos, transgenia,
selecdo recorrente e selegdo assistida por marcadores moleculares t€m sido utilizadas para maximizar os
ganhos genéticos para as diferentes caracteristicas alvo do programa.

Nos programas de melhoramento do feijoeiro, os marcadores moleculares tém sido amplamente utilizados
como ferramenta para auxiliar o planejamento de cruzamentos e a escolha de genitores, bem como a
caracterizacao da identidade genética de cultivares, uma vez que possibilitam uma analise genética mais
aprofundada dos gendtipos através de estudos de diversidade genética (Faleiro, 2011).

O objetivo desse estudo foi estimar a diversidade genética, por meio de 121 marcadores microssatélites,
de oito cultivares de feijao carioca desenvolvidas e langadas no Brasil pela Embrapa, sdo elas: BRS Notavel,
BRS Estilo, BRS Ametista, BRS Pontal, BRS Horizonte, BRS Cometa, Pérola e Cometa.
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Material e Métodos

Foram analisadas oito cultivares de feijdo do grupo comercial carioca desenvolvidas e lancadas pela
Embrapa e parceiros, selecionadas com base no seu alto potencial produtivo, caracteristicas morfo-
agrondmicas favoraveis, reagdo as principais doengas que acometem a cultura do feijao e sua aceitagdo
comercial (Tabela 1).

Plantas destas cultivares foram conduzidas em casa de vegetacao e o material foliar foi coletado de folhas
trifolioladas, sendo uma planta para cada cultivar. Ap6s a coleta, as amostras foliares foram mantidas sob
refrigeracdo e transportadas até o Laboratorio de Biotecnologia da Embrapa Arroz e Feijdo, onde foram
estocados em freezer a -20 °C até o momento da extracdo do DNA gendmico.

O protocolo utilizado para a extragdo de DNA foi o descrito por Ferreira e Grattapaglia (1998) e Brondani
et al., (2007). Neste método, o isolamento de DNA total das plantas ¢ realizado utilizando-se o detergente
cationico CTAB. A quantificagdo do DNA extraido foi feita por meio de eletroforese em gel de agarose
(1%) e documentado por fotografia sob luz UV usando um transluminador e o programa computacional
QuantityOne. Apds o processo de quantificacdo do DNA, a concentragdo de cada amostra foi ajustada para
Sng/uL por dilui¢do com dgua mili-Q.

Para a realizacdo do trabalho foram utilizados 56 sistemas de genotipagem multiloco semi-automatizada
(multiplex), contendo 121 locos microssatélites fluorescentes (FAM, NED e HEX), com elevado conteudo
informativo. As amplificacdes foram realizadas em termociclador. Estas incluiram uma etapa inicial de
desnaturacdo da fita de DNA molde a 95°C por 15 minutos, seguida por 40 ciclos de 94°C por 30 segundos
e um minuto e meio com temperatura de anelamento de 56°C. Ao final de cada ciclo ocorreu uma extensao
final de 72°C por mais 10 minutos.

Os fragmentos amplificados foram separados via eletroforese capilar conduzida na plataforma ABI 3100
GeneticAnalyzer (AppliedBiosystems) utilizando o filtro “D” para a detec¢do das fluoresceinas, de um modo
totalmente automatizado. Os dados foram processados usando o programa Foundation Data Collection 2.0
(AppliedBiosystems), sendo analisados com o auxilio do programa GeneMapper 3.5 (AppliedBiosystems).
Os dados genotipicos foram anotados separadamente para cada individuo em uma planilha de dados no
formato Excel, para fins de andlise.

O numero de alelos por loco, a diversidade genética ¢ a heterozigosidade observada foram calculadas
utilizando o programa PowerMarker (Liu; Muse, 2005). A distancia genética foi estimada utilizando o
método proposto por Rogers, modificada por Wright e a constru¢do do dendrograma baseada no método de
agrupamento UPGMA, ambos com o auxilio do programa do programa Ntsys-pc (Rohlf, 2000).

Tabela 1. Cultivares de feijoeiro comum do grupo comercial carioca desenvolvidas pela Embrapa e parceiros
e suas principais caracteristicas morfo-agrondmicas

Origem da P Ano de Produtividade
. . . Resisténcia . L.
Cultivar Genealogia linhagem\Local 3 doencas registro maxima em
cruzamentos ¢ no MAPA | VCU (Kg/ha)
Ruda CARIOCA / RIO TIBAGI CIAT AN?, MC? 1992 3.512
BRS Estilo EMP 250 /4/ A 769 /I/ A 429 CIAT MC 2009 4.011

/ XAN 252 //'V 8025 /PINTO VI 114

A 769 /4/ EMP 250 /// A429 /| XAN 252

cBriSt J/ C 8025 / G4449 /// WAF 2 A55/GN CIAT CBC?, FER*, MC 2006 2.749
ometa 31/ XAN 170
Pérola CARIOCA // MEXICO168 / BAT76 Embrapa MC, FOS 1994 3.903
Arroz e Feijao
BRS | EMP250 /4/ A 769 /// A 429 / XAN 252
Horizonte // PINTO VI 114 CIAT AN, FER, MC 2004 277
A 769 /4] A 774 /// A 429 / XAN 252
BRS , AN, CBC, FER,
Netinel /IV 8025 / G 4449 CIAT MC. FO 2011 4.472

/Il WAF 2/ A55 //GN 31 /XAN 170
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BRS Embrapa AN, CBC, FER,
Anmotista PR9115957 / LR720982CP Atroz ¢ Fufjio MC. FO 2011 4.176
BRS Pontal | BZ3836 //FEB 166 / AN 910523 Embrapa AN, CBC, FER, 2004 4271
Arroz e Feijao MC

CIAT — Centro Internacional de Agricultura Tropical, ™ (Co[letotrichum lindemuthianumny), SCetmeno bactenanocomm ¥ anthomonas axonopodis

pV- phaseoll’); 4Ferrugem (Uromyces appendiculatus); 5Mosaico comum (VMCF: virus do mosaico comum do feijoeiro); e 6Murcha de fusario (Fusarl'um Oxysporum)

Resultados e Discussao

Dos 121 marcadores analisados nas oito cultivares que compuseram o experimento, 87 foram polimorficos
(72%). Foram identificados 247 alelos, com média de 2,44 alelos por loco polimoérfico, variando de dois alelos
para os locos BM157, BM114, BM165, BM201, BM211, BM151, BM205, PV123, PV81, PV162, PV218,
PVESTBR293, PV83, PVESTBR272, PVESTBR336, PV55, PVESTBR23, PVESTBR75, PVESTBR26,
PVESTBR186, BM160, PVESTBR114, PVESTBR&8, PVESTBR198, PVESTBRO0S, PVESTBR99,
PVESTBRO1, PVESTBRS&3, PV235, PVESTBR361, PVESTBR202, PVESTBR 10, PVESTBR226, BMDO03,
BMDA40 a sete para o loco PVESTBR72.

Adiversidade genética média para o total de locos foi de 46%, variando entre 85% para o loco PVESTBR72
e 22% para os locos BM157, BM114, BM211, BM151, PVESTBR293, PVESTBR336, PV55, PVESTBR23,
PVESTBR26, BM160, PVESTBR099, PVESTBR202, PVESTBR10, BMD36,PV193, PV87, PVESTBR267,
PVESTBR90, BMY06 e PVESTBR257. Os resultados corroboram estimativas previamente obtidas para um
conjunto de cultivares de feijao do grupo comercial carioca (47%), conforme relatado por Perseguini et al. (2011).

De modo geral, verificou uma elevada heterogeneidade das cultivares estudadas, conforme indicado
pelo H,= 0,462, constatando assim a baixa homogeneidade dos locos microssatélites avaliados entre as
cultivares. Apenas 11 entre os 87 marcadores polimorficos detectaram gendtipos em heterozigose, o que
pode ser devido a mistura de plantas homozigotas para diferentes alelos na mesma cultivar (Borba, 2005).
As distancias genéticas obtidas entre as cultivares sdo apresentadas na Tabela 2. A menor distancia foi obtida
entre BRS Ametista e BRS Notavel (25%), sendo que a maior observada foi entre BRS Horizonte ¢ BRS
Estilo (76%), apesar de possuirem genealogias similares. Os resultados de distancia genética fornecem um
indicativo do potencial em se obter combinagdes alélicas diferenciadas, além de auxiliar na determinagao
da identidade genética das cultivares. A analise de agrupamento determinou a formagdo de dois grupos: o
primeiro grupo foi composto por um subgrupo contendo as cultivares BRS Notdvel e BRS Ametista e outro
unitario com a BRS Horizonte; e o segundo grupo foi formado por um subgrupo com Ruda, Pérola e BRS
Estilo e um unitario com a BRS Pontal (Figura 1).

De acordo com os resultados descritos, ¢ possivel concluir que os gendtipos analisados apresentaram um
perfil genético distinto entre si, indicando que o conjunto de locos microssatélites utilizados foi eficiente para
a discriminagdo dos cultivares de feijao carioca da Embrapa. Apesar de todas as cultivares pertencerem ao
tipo carioca, constata-se que sdo divergentes entre si e que a variabilidade genética necessaria aos programas
de melhoramento esta sendo mantida.

Tabela 2. Matriz de distancias genéticas entre cultivares de feijdo carioca da Embrapa estimadas com base
na analise de 87 locos microssatélites polimorficos.

Ruds BRS BRS Pérola BRS Hori- BRS BRS Ame- BRS
Estilo Cometa zonte Notavel tista Pontal
Ruda 0
BRS Estilo 0,711 0
BRS Cometa 0,669 0,735 0
Pérola 0,62 0,69 0,761 0
BRS Horizonte 0,693 0,769 0,715 0,765 0
BRS Notavel 0,678 0,715 0,69 0,715 0,719 0
BRS Ametista 0,684 0,735 0,686 0,773 0,723 0,251 0
BRS Pontal 0,678 0,758 0,723 0,791 0,742 0,731 0,731 0

“Distancias genéticas obtidas a partir da medida de Rogers-Wright.
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Figura 1. Dendrograma obtido a partir dos dados da matriz de distancias genéticas entre cultivares
de feijdo carioca da Embrapa (Tabela 1), utilizando o método UPGMA.
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