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RESUMO

VIEIRA, Elisa Serra Negra. Similaridade genética entre cultivares de feijio
do grupo carioca por meio de marcadores morfolégicos e moleculares
visando a certificagio da pureza genética. Lavras: UFLA, 2000. 84p.
(Dissertagdo - Mestrado em Fitotecnia)*

A necessidade de descritores estiveis, homogéneos e distintos, os quais
possam ser usados tanto na certificagio como na identificagdo de cultivares de
feijdo tem aumentado significativamente com a lei de protegdo e registro de
cultivares. Com o objetivo de estudar marcadores para a certificagdo da pureza
genética de sementes de feijdo do grupo carioca, foi realizada a caracterizagio
das cultivares de feijao Carioca, Carioca MG, Aporé, Pérola, IAPAR 57 e
IAPAR 81, por meio de um estudo de similaridade genética. O trabalho foi
conduzido na érea experimental e no Laboratério de Anilise de Sementes da
Universidade Federal de Lavras. As caracteristicas morfologicas estudadas
foram as descritas na Lei de Protecio de Cultivares. Para as caracteristicas
morfoldgicas quantitativas foi estimada a distancia Euclidiana Média e
construido um dendrograma (UPGMA), o qual separou as cultivares em trés
grupos: I) Carioca, Carioca MG; II) Aporé , IAPAR 57; II) Pérola, IAPAR 81.
O peso de 1000 sementes discriminou as seis cultivares. Com os dados
referentes as caracteristicas morfoldgicas qualitativas, a similaridade genética foi
estimada pelo coeficiente de Jaccard e construido um dendrograma, obtendo-se
os grupos: I) Carioca, Carioca MG, Aporé, Pérola e IAPAR 57; I) IAPAR 81. A
cultivar [APAR 57 apresentou cotilédones e caule com antocianina, a cultivar
IAPAR 81 apresentou caule com antocianina e vagens no ponto de colheita com
apice afilado e dente apical reto, a cultivar Aporé apresentou sementes com halo
amarelo. Os padrdes eletroforéticos de proteinas de reserva obtidos pela
modalidade eletroforética SDS-PAGE revelaram similaridade entre as cultivares
Aporé e Pérola. Pelos dados obtidos pela focalizagiio isoelétrica foi estimada a
similaridade genética pelo coeficiente de Jaccard e construido um dendrograma,
sendo obtidos os grupos: I) Carioca, Carioca MG, IAPAR 57; 1) Aporé, Pérola
IAPAR 81. Os sistemas enzimaticos peroxidase, glutamato oxaloacetato
transaminase, diaforase, alcool desidrogenase e esterase foram estudados pela
modalidade eletroforética Nativa-PAGE, sendo estimada a similaridade
genética

*Comité Orientador: Edila Vilela de Resende Von Pinho (Orientadora), Maria
das Gragas G. C. Vieira - UFLA e Renata Silva Mann - UFLA.



pelo coeficiente de Jaccard e construido um dendrograma obtendo-se os grupos:
I) Carioca, Carioca MG; II) Pérola; IIT) IAPAR 81; IV) Aporé, IAPAR 57. Os
sistemas enzimaticos esterase e diaforase distinguiram as cultivares Aporé e
Carioca, respectivamente, enquanto o sistema alcool desidrogenase distinguiu as
cultivares Carioca e Carioca MG, Aporé e IAPAR 57, Pérola e IAPAR 81. Com
base nos marcadores RAPD, quatro das seis cultivares de feijio foram
diferenciadas pelos iniciadores OP-B04, OP-B08 e OP-B11. A correlagio entre
os marcadores, estudada pelo método de Spearman, foi ndo significativa,
indicando a baixa variabilidade genética entre os materiais estudados.



ABSTRACT

VIEIRA, Elisa Serra Negra. Genetic similarity among carioca bean cultivars
by morphological and molecular markers for genetic purity
certification. Lavras: UFLA, 84p. (Dissertation - Master Program in
Agriculture)*

The need of stable, homogeneous and distinct describers which can be used
in certification and identification of bean cultivars, increased significantly
with cultivar protection and register law. With the aim of studying markers
for genetic purity certification of carioca bean seeds the characterization of
six cultivars of beans were realized, Carioca, Carioca MG, Aporé, Pérola,
IAPAR 57 and IAPAR 81 by genetic similarity study. The project was
conducted at experimental area and seed analysis laboratory at the Federal
University of Lavras. The studied morphological traits were described in
Cultivars Protection Law. For the quantitiative morphological traits, the
Media Euclidiane distance was estimated and a dendrogram (UPGMA) was
constructed, which seperated the cultivars in three groups: I) Carioca,
Carioca MG; I) Aporé, IAPAR 57; IIl) Pérola, IAPAR 81. The weigh of
1000 seeds discriminated the six cultivars. With the data regarding
qualitative morphological traits, the genetic similarity was estimated
Jaccard coeficient and a dendrogram was constructed with-the groups: I)
Carioca, Carioca MG, Aporé, Pérola and IAPAR 57; II) IAPAR 81. The
cultivar IAPAR 57 showed cotiledons and stem with antocianine, the
cultivar IAPAR 81 showed stem with antocianine and dry pods with sharp
tops and straight apical tooth, the cultivar Aporé showed seeds with yellow
halo. Electrophoretic pattems of storage proteins obtained by SDS-PAGE
showed similarities between Aporé and Pérola cultivars. The data obtained
by isoelectric focusing estimated the genetic similarity by Jaccard
coeficient and a dendrogram was constructed with the groups: I) Carioca,
Carioca MG, IAPAR 57; II) Apors, Pérola, IAPAR 81. The enzymatic
systems peroxidase, gluthamate oxilacethate transaminase, diaphorase,
sterase and alchool desidrogenase were studied by Native-PAGE,
estimated the genetic similarity by Jaccard coeficient and a dendrogram was
constructed with groups: I) Carioca, Carioca MG; II) Pérola; II) IAPAR
81; IV) Aporé, IAPAR 57.

*Guidance Committee: Edila Vilela de Resende Von Pinho (Major Professor),
Maria das Gracas G. C. Vieira - UFLA and Renata Silva Mann - UFLA.
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Sterase and diaphorase discriminated Aporé and Carioca cultivars,
respectively. Alchool desidrogenase discriminated the cultivars Carioca
and Carioca MG, Aporé and IAPAR 57, Pérola and IAPAR 81. From
RAPD markers, four of the six bean cultivars were discriminated by OP-
B04, OP-B08 and OP-B11. The correlation among the markers, studied by

Spearman method, was non-significant, showing a low genetic variability
among the studied materials.
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1. INTRODUCAO

A utilizagdo de sementes melhoradas e com qualidade é de fundamental
importéncia para o sucesso do cultivo, uma vez que a semente é responsavel por
grande parte do rendimento da cultura. A qualidade das sementes pode ser
analisada sob os aspectos fisicos, fisiolégicos, sanitarios e genéticos.

As caracteristicas de uma cultivar, desenvolvida pelo melhorista, devem
ser mantidas para garantir maior seguranca aos agricultores na instalagiio de suas
lavouras. Sabe-se que a pureza genética pode interferir na homogeneidade, no
potencial de rendimento, na resisténcia a moléstias e insetos e na qualidade final
do produto. Assim, nos programas de controle de qualidade das institui¢Ses
produtoras de sementes, hi uma preocupagio cada vez maior quanto a
certificagiio da pureza genética que, nas sementes de feijdo tem sido realizada
principalmente por meio de marcadores morfolégicos de sementes, plantulas e
plantas nas fases de florescimento e maturagiio. No entanto, o emprego de
marcadores morfologicos apresenta limitagdes como a interferéncia de fatores
ambientais e condigBes de solo, entre outras. Além disso, a maior parte das
cultivares de feijdo comercializada no Brasil é do tipo Carioca, as quais possuem
caracteres morfolégicos semelhantes, o que tem dificultado a distingdo destas
durante a producio no campo e na analise das sementes no laboratério.

Assim, com a abertura da economia acirrando a concorréncia no
mercado de sementes, e com o advento da Lei de Protegio de Cultivares (LPC),
ha a necessidade da utilizagiio de descritores estaveis, homogéneos, herdaveis e
distintos, os quais possam ser utilizados com precisdo tanto na certificagio como
na identificac3o de cultivares.

Os marcadores moleculares de enzimas, proteinas ¢ DNA tém sido
recomendados como ferramentas mais seguras na caracterizagio de espécies de
plantas. Dentre estas a técnica de RAPD (DNA polimérfico amplificado ao



acaso) tem sido largamente utilizada (Haley et al., 1994; Vilarinhos, 1994;
Silva, 1996; Duarte, 1998), além de possuir varias vantagens sobre as outras
como simplicidade, versatilidade e custos mais baixos (McDonald, 1994), o que
toma essa técnica uma ferramenta potencial para a certificagio da pureza
genética.

Mediante tal situagdo, faz-se necessario estudar os graus de similaridade
entre as cultivares de feijdo do tipo carioca, 0 que contribuird para o
levantamento de marcadores que poderdo ser utilizados como descritores para a
LPC e para a certificagdo da pureza genética pelas empresas produtoras de
sementes.



2. REFERENCIAL TEORICO

2.1) Feijoeiro: origem, disseminagdo, domesticagiio e variabilidade:

O género Phaseolus possui cerca de 50 espécies, distribuidas
gxclusivamente nas Ameéricas, provavelmente onde se originou (Singh, 1989,
Singh, Gepts e Debouck, 1991; Gepts e Debouck, 1991). Dentre estas ha de
quatro a cinco espécies economicamente cultivadas: Phaseolus vulgaris, P.
lunatus L., P. coccineus L. subspécie coccineus, P. coccineus subspécie
polyanthus e P. acutifolius A. Gray, que diferem entre si quanto ao ciclo de
vida, sistema reprodutivo, distribuicio geografica dos ancestrais selvagens e
grau de domesticagio (Gepts, 1988).

Singh, Gepts e Debouck (1991), Gepts et al. (1986), Koening, Singh e
Gepts (1990),Gepts (1988), Gepts e Bliss (1985), Sprecher (1988) e Koenig ¢
Gepts (1989), com base em informacdes morfologicas, fisiolégicas e
bioquimicas, estabeleceram a hipétese da existéncia de trés centros de origem
para o feijoeiro: um no México e América Central (Mesoamericano), um
segundo na regido Andina, e um terceiro, de menor importincia, na Coldmbia.
Para a determinagdo desses centros de origem, os autores se basearam em
caracteristicas como o tipo de faseolina , a principal proteina de reserva em
sementes de feijoeiro cultivados e selvagens, bem como na relagdo desta com
caracteristicas morfoldgicas como o tamanho das sementes. Dessa maneira,
ficou estabelecido que no centro de origem Mesoamericano as sementes de
feijdo sdo pequenas e com faseolina dos tipos "S" e "M", no centro Andino estas
sdo grandes ¢ com faseolina dos tipos "T", "A", "C" e "H", e no centro

Colombiano sio pequenas e com faseolina do tipo "B".

Dentro dos centros de domesticagdo, os gendtipos de feijdo puderam ser

divididos em ragas, baseando-se em anilises de caracteristicas agrondmicas,



morfologicas, bioquimicas e informagSes sobre adaptagio (Singh, Gepts e
Debouck, 1991).

Estudos de variantes aloenzimiticos de varios sistemas enzimaticos
realizados com espécies de feijoeiro de diversas procedéncias, confirmaram a
distribuicdo dos centros de domesticagfio baseada no tipo de faseolina. Koenig &
Gepts (1989), estudando 83 acessos selvagens de Phaseolus vulgaris,
concluiram que as duas principais regides geograficas (Mesoamericana e
Andina) podem ser delimitadas por acessos que exibiam padrdes aloenzimaticos
para as enzimas leucina amino-peptidase (Lap3), glicose 6-fostato desidrogenase
(Diapl) e xiquemato desidrogenase (Skdh). Os mesmos autores concluiram
também que a variabilidade genética é mais elevada na regiio mesoamericana,
mas, por outro lado genétipos da regido andina apresentaram maior nimero de
locos polimorficos para os 14 sistemas enzimaticos estudados, provavelmente
por causa da ocorréncia de alelos raros para as aloenzimas Gpi2 e Mdhl das
enzimas glicose fosfato isomerase e malato desidrogenase, respectivamente.

Estudos dos variantes aloenzimaticos também indicam a transferéncia de
genes de feijSes selvagens para os cultivados da espécie Phaseolus vulgaris, e
dividem o "pool" de genes Mesocamericano em cinco subgrupos e o Andino em
quatro subgrupos (Singh, Gepts e Debouck, 1991).

As cultivares da regido Mesoamericana tém sido introduzidas na regiio
Andina e vice-versa (Gepts et al., 1986). A Colémbia parece ser um ponto de
encontro das cultivares dessas duas origens, pois apresenta cultivares
Mesoamericanas mais abundantes no nordeste da regifio de cultivo, enquanto as
cultivares Andinas aparecem numa freqiiéncia relativamente mais elevada no
sudoeste da regido de cultivo (Gepts e Bliss, 1986). As cultivares
Mesoamericanas e¢ Andinas tém se dispersado para muitos continentes,
entretanto, os feijoes mesoamericanos predominam nas planicies da América do
Sul (Brésil e Venezuela) e no sudoeste dos Estados Unidos, enquanto as



cultivares andinas se dispersaram no nordeste dos Estados Unidos, Europa e
Africa (Gepts e Bliss, 1988; Gepts et al., 1988),

Os centros de origem correspondem aos centros de domesticagdo, ja que
cultivares de feijdo apresentam o mesmo tipo de faseolina, especifica de cada
centro de origem, de seus ancestrais selvagens (Gepts et al., 1986).

Os tipos de faseolina "S", "T", "C", "H" e "A" permaneceram nas
espécies domesticadas, que correspondem as espécies cultivadas atualmente, por
possuirem um elevado valor bioldgico, sendo assim favorecidas pela selec;ao
Outra razdo que explica a permanéncia desses tipos de faseolina nas espécies
cultivadas é a provavel existéncia de uma ligagdo génica ou associagio entre os
alelos que codificam tais tipos de faseolina com um gene ou grupo de genes
determinantes de aspectos essenciais as formas cultivadas como o atraso ou a
diminuicdo na deiscéncia das vagens (Gepts et al., 1986).

As formas cultivadas se apresentam bastante modificadas em relagdo as
formas silvestres gragas ao processo de domesticagdo. As atuais plantas de feijio
apresentam crescimento restrito e forma mais compacta das plahws, 0 que as
toma de menor altura e mais eretas; folhas maiores; caule mais robusto; flores,
sementes e vagens maiores; menor numero de sementes por vagem; sementes
com maior permeabilidade a agua; supressio do mecanismo de dispersdo das
sementes; grande numero de cores das sementes, incluindo diversas manchas e
&stnas diminui¢do do conteido de fibras nas vagens; ocorréncia de neutralidade
a0 comprimento do dia, permitindo o cultivo do feijio em zonas temperadas
(Evans, 1980 e Smartt, 1988, citados por Borém, 1999).

Houve um aumento da variabilidade no feijoeiro em relagio as
caracteristicas morfologicas por causa do processo de domesticagdo realizado
pelos agricultores e a ampla variagio no ambiente de cultivo (Gepts e Debouck,
1991). Entretanto, esta mesma domestica¢io reduziu a variabilidade genética

principalmente dos feijdes de origem mesoamericana, o que é comprovado pelos



estudos com faseolina em feijoes selvagens e cultivados (Gepts et al., 1986). Os
resultados desses estudos revelaram que, de 16 padrdes de genétipos selvagens
dessa regido, somente um esta presente entre os cultivados. Na regido Andina, a
reducdo na diversidade genética foi bem menor pelo fato de os feijGes selvagens
j& apresentarem baixa variabilidade de tipos de faseolina (Gepts et al. 1986;
Koenig, Singh e Gepts, 1990)

Este aumento da variabilidade morfolégica e diminuigio da
variabilidade genética pode ser explicado pelo fato de caracteristicas
morfolégicas, que diferem feijdes cultivados de feijoes selvagens, serem
controladas por um nimero limitado de genes, com excegio para a caracteristica
tamanho da semente, as quais apresentam grande efeito fenotipico, enquanto
caracteristicas bioquimicas e moleculares raramente tém efeito marcante no
fenétipo, sendo menos provaveis de serem selecionadas (Gepts, 1991).

Outra evidéncia da redugdo da diversidade genética em fungio da
domesticagdo € a susceptibilidade das cultivares ao caruncho durante o
armazenamento, ja que a resisténcia é conferida pela pr&senc;é da proteina
arcelina, que é encontrada em um pequeno mimero de espécies selvagens
(Romero-Andreas, Yandell e Bliss, 1986). Mesmo havendo diferengas
morfologicas, o atual genoma do feijdo tem uma reduzida diversidade genética
(Gepts, 1991).

Com o processo de domesticagio e a conseqiiente diminuicio da
variabilidade genética, as cultivares de feijfio atualmente plantadas no Brasil
apresentam uma base genética muito estreita, o que é comum entre variedades
comerciais. Dessa forma, todas essas cultivares mostram caracteristicas
morfoldgicas muito semelhantes.

O tamanho e o tipo de grao da cuitivar Carioca, ou seja, tamanho médio
e cor creme com estrias marrons, s30 caracteristicas que os melhoristas

procuram preservar dentro de todo programa de melhoramento de feijao no pais,



tendo em vista a preferéncia do mercado consumidor por este tipo de grio
(Vieira, Trazilbo e Borém, 1998),

Em relagdo & cor dos grio de feijdo, segundo Leakey (1988), pelo menos
dez genes estdio envolvidos na expressio desse cariter. Ainda segundo este
mesmo autor, a cor do halo das sementes de feijdo, é codificada pelo gene J, que
também est4 ligado a expressdo de caracteristicas como o brilho das sementes e
a qualidade culinaria.

Em uma revisgo do mapa de ligagiio de cultivares de feijoeiro realizada
por Basset (1991), sdo citadas as seguintes ligagdes entre genes responsaveis
pela produgio de cor e outras caracteristicas: genes Aeq e tri distantes 39 cM,
sendo Aeq considerado por alguns autores como um dos alelos do gene C, e
responsavel pelo estandarte escuro e o alelo tri por produzir trés cotilédones;
gene fin distante do alelo No de 31 c¢M, sendo o alelo fin responsavel pelo
habito de crescimento determinado e o alelo No por flores rosas; gene V
distante 10 cM de rf, sendo o alelo V responsavel pela cor violeta das flores e o
alelo rf pela folhagem reclinada; gene t distante 36 cM de cl, onde o alelo t
condiciona sementes parcialmente coloridas e o alelo ¢l determina uma linha
circundando cada regifio colorida do tegumento, incluindo mancha pequenas;
gene P distante 12 cM de Est-2, sendo que o alelo p determina tegumento
brando e impede a expressio de outros padrdes de cores e o alelo Est-2 é
responsavel pela formagiio da isoenzima esterase-2.

Todas as cultivares do grupo comercial carioca possuem a cultivar
Carioca como progenitor em alguma das etapas dos cruzamentos que lhes deram
origem. Conseqiientemente, todas essas cultivares possuem grandes semelhangas
com a cultivar Carioca, que foi descrita por Almeida, Leitdo Filho e Mivasaka
(1971).

Segundo estes autores essa cultivar apresenta plantas de crescimento
indeterminado, de ciclo vegetativo ao redor de 90 dias e muito pouco ou nio



pigmentadas de antocianina. Apresenta também foliolos de coloragio verde
esmeralda na face superior e verde oliva na face inferior, ligeiramente
pubescentes, com maior incidéncia de pélos ao longo das nervuras primarias e
secundarias. O limbo foliar mede aproximadamente 10,5cm de comprimento por
7,2cm de largura (medida do foliolo central). Apresenta poucas flores, dispostas
em inflorescéncias axilares, sendo que cada flor apresenta na base do calice duas
bractéolas pequenas, de forma -oval-lanceolada, com 0,6cm a 0,7cm de
comprimento ¢ de coloragdo verde-oliva. O cilice tem coloragiio verde-clara,
com cerca de 0,5cm de comprimento, sendo ligeiramente piloso na sua parte
externa. A flor mede aproximadamente 1,6cm a 1,7cm de comprimento (medida
tomada da base do calice ao apice do estandarte). O estandarte na flor jovem é
de coloragdo branca, com ligeiras nuances de amarelo na porgio basal. Apés a
fecundagdo, sua coloragio tende a uniformizar-se numa tonalidade amarelo-
descorada. As asas na flor jovem tém cor branca, e apds a fecundagio tomam
uma colora¢do amarelo descorada. A quilha é de cor ligeiramente esverdeada na
base, com nuances de amarelo no apice. Essa coloragio é constante em todos os
. estadios da flor. As vagens sio de coloragio amarelo palha na maturacgio,
ocorrendo esporadicamente manchas rosadas de intensidades variadas, sendo
este um carater raro. As linhas das suturas dorsal e ventral s3o de coloragdo
verde amarela. As vagens sdo septadas parcialmente entre as sementes cujas
medi¢des do tamanho da vagem indicaram a medida de 10,59c¢cm para o
comprimento ¢ 0,88cm para a largura. O numero médio de sementes por vagem
foi de 5,78. '

As sementes s3o foscas, castanho claras, apresentando estrias de
coloragdo havana, caracteristicas da cultivar. O hilo é branco, apresentando ao
redor um halo de coloragdo creme e o comprimento das sementes é, em média,
de 0,96cm, 0,60cm de largura e 0,51cm de espessura e forma oblonga.



Ainda segundo Almeida, Leitdo Filho e Mivasaka (1971), a cultivar
Carioca se revela resistente ao ataque de virus e ferrugem.

2.2) Certificagdo da pureza genética:

A pureza genética é um dos requisitos para a comercializacio de
sementes, garantindo aos agricultores cultivares com as mesmas caracteristicas
desenvolvidas pelos melhoristas. A presen¢a de sementes de outras cultivares
em um lote resulta em efeitos negativos na produgio de griios e na uniformidade.
Assim, companhias de sementes e 6rgios oficiais certificam a pureza genética
das sementes para posterior comercializagdo. Os testes para certificagio da
pureza genética devem produzir resultados reproduziveis, nio devem ser
tecnicamente complexos, devem ser rapidos e de baixo custo (Payne, 1987).

Segundo as regras da ISTA (Intermational Seed Testing
Association,1996) e o manual da AOSA (Association of Official Seed Analysis,
1991), a certificagio da pureza genética pode ser realizada por meio de
caracteristicas morfolégicas, fisiolégicas, citolégicas e bioquimimé (McDonald,
1994). Segundo as regras para anilise de sementes (BRASIL,1992), a
verificagdo de espécies e cultivares pode ser realizada em sementes, plantulas ou
plantas desenvolvidas em casa de vegetagio, cimara de crescimento ou campo.

No Brasil, nos programas de controle de qualidade, a certificagio da
pureza genética de sementes de feijio tem sido realizada por meio de
marcadores morfologicos de sementes, plintulas e plantas nas fases de
florescimento e maturagdo. Dessa forma, com a institui¢io da Lei de Protegdo de
Cultivares, que protege materiais genéticos e garante os direitos de seu criador,
os descritores minimos requeridos para que uma cultivar seja protegida baseiam-
se em caracteristicas morfoldgicas de plintulas, plantas e sementes.

A lista de descritores minimos publicada na Lei de Protecio de

Cultivares no Brasil considera os seguintes para o feijoeiro: presenca de



antocianina nos cotilédones e hipocétilo e dimensdo da folha primaria na fase de
plintula; habito de crescimento, presen¢a de antocianina no caule, cor,
dimensées, indice comprimento/largura e rugosidade do foliolo central do quarto
nd na fase de planta; uniformidade da cor da flor, cor da asa e do estandarte e
posicdo da inflorescéncia terminal durante o florescimento; uniformidade da cor,
«cor primaria e secundaria, forma da secgdio transversal, presenca de fio e textura
da superficie nas vagens no ponto de maturidade fisiologica; uniformidade da
cor, cor primaria e secundaria, perfil, apice, forma e posi¢iio do dente apical nas
vagens no ponto de colheita; uniformidade da cor, cor primaria e secundaria,
presenca de variagio no testa, peso de 1000 sementes, forma, grau de
achatamento, brilho, presenga e cor do halo nas sementes. Na lei também é
considerado o grupo comercial ao qual a cultivar pertence (Brasil, 1997).

Porém, o emprego desses marcadores para a certificagio da pureza
genética de cultivares de feijdo com caracteristicas morfologicas semelhantes
apresenta limitagGes, podendo ser de pouca precisio, além de essas
caracteristicas serem afetadas pelo ambiente. ‘

22.1) Marcadores moleculares de proteinas e enzimas:
A eletroforese de proteinas e enzimas é uma ferramenta importante para
a distingdo e identificagdo de cultivares e sua utilizagio vem crescendo nos
programas de controle de qualidade das empresas produtoras de sementes
(Cooke, 1988). Na certificacdo da pureza genética, essa técnica tem sido
utilizada na distingio de espécies similares e na identificagio de contaminantes
nos lotes de sementes, principalmente pelas empresas produtoras de sementes da
Europa e América do Norte (Cooke, 1988; Stuber et al., 1988).
*Apesar das grandes vantagens oferecidas pela eletroforese de proteinas e
enzimas, como a obtengdo de resultados num prazo de 24-48 horas, essa técnica
ainda é pouco utilizada rotineiramente em laboratérios de analises de sementes
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no Brasil, provavelmente em razio da falta de metodologias padronizadas e
pessoal treinado.

Segundo Hussain et al., (1986) e Bassiri & Adams (1978), o uso de
marcadores bioquimicos de proteinas e enzimas proporciona uma discriminagdo
mais ripida e confidvel entre amostras de feijio quando comparados com
caracteristicas morfoldgicas e fisiologicas.

Para a certificacio da pureza genética de cultivares de feijao tém sido
indicadas analises dos perfis eletroforéticos de proteinas em sementes, como a
faseolina (Driedger et al., 1994; Gepts, 1988; Gepts e Bliss, 1986 e 1988; Gepts
et al., 1988; Koenig, Singh e Gepts, 1990; Pereira ¢ Souza, 1992).

- 7 A faseolina, a mais importante proteina de reserva do grao do feijoeiro
(Osbom, 1988), consiste em uma globulina solivel somente em altas
concentragdes salinas, responsavel por 35 a 56% do nitrogénio total da semente
(Ma e Bliss, 1978) e é detectada nos cotilédones 14 dias apos o florescimento,
sendo seu armazenamento estendido por mais 12 a 14 dias (Sun et al., 1979)."Por
meio de técnicas eletroforéticas foram identificadas, inicialmente, trés tipos de
faseolina que receberam a designagdo de "S", “T" e "C", presentes nas cultivares
Sanilac, Tendergreen e Contender, respectivamente (Brown, Bliss e Hall, 1981;
Bliss e Blown, 1983).

Bollini e Chrispeels (1978) isolaram e caracterizaram as duas principais
fragdes protéicas do grio de feijdo, vicilinas e fitohemaglutininas (lecitinas). A
ﬁseolina pertence a familia "7S" ou vicilina, familia das proteinas de reserva das
sementes das leguminosas (Derbyshire, Wright e Boulter, 1976), sendo
composta por trés unidades polipeptidicas glicosiladas.

Estudos genéticos feitos por Brown, Bliss e Hall (1981), com base na
eletroforese bi-dimensional IEF-SDS/PAGE, mostraram que os tipos "S" ¢ "T™
de faseolina aparentemente nio possuem polipeptideos em comum, enquanto o
tipo "C" possui polipeptideos em comum com os outros tipos de faseolina, o que
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sugere que este ultimo é um recombinante. A faseolina é codificada por uma
familia multigénica constituida por, aproximadamente, sete gemes para a
faseolina do tipo "T", oito genes para a faseolina do tipo "S" e nove genes para o
tipo "C" (Talbot et al., 1984).

No Brasil os feijoes Carioca, Enxofre, Rosinha, Chumbinho e Preto
Vagem Roxa apresentam sementes pequenas e faseolina do tipo "S", enquanto as
cultivares Manteigdo Fosco, Jalo, Amendoin, Goiano Precoce e Pintado
apresentam sementes graudas e faseolina do tipo "T" (Vieira, Borém e Ramalho,
citados por Boréxq, 1999).

Em trabalho realizado por Pereira e Souza (1992) com "ragas crioulas”
de feijdo encontradas no Brasil, foi constatada, por eletroforese, a ocorréncia
somente dos tipos "T" e "S" de faseolina, com predominincia desta iltima em
todos ds estados brasileiros, mesmo havendo variagdes morfologicas entre as
sementes. Esse estudo confirmou a predominincia de materiais de origem
mesoamericana no Brasil.

As cultivares de feijdo brasileiras do tipo carioca apresentam o tipo "S"
de faseolina, o que indica que o uso dessa proteina ¢é restrito para a identificagéio
de gendtipos de feijdo desse grupo comercial. Apesar disso, Vasconcelos et al.
(1996) conseguiram separar 28 cultivares de feijdo utilizadas no Brasil em dois
grandes grupos: 18 cultivares com sementes pequenas e faseolina tipo "S" e 10
com sementes maiores e faseolina tipo "T".
| Driedger et al. (1994) diferenciaram seis cultivares de feijio preto
oriundas da Guatemala por diferen¢as nos padres eletroforéticos de proteinas
de reserva por meio da combinagZo entre dois tipos de eletroforese: PAGE-acida
e SDS-PAGE. As proteinas de reserva que separaram as seis cultivares estavam
compreendidas numa faixa de peso molecular que variava de 19.000 a 34.000
daltons, ndo correspondendo ao peso molecular da faseolina, que é de 43.000 a
47.000 daltons. As bandas presentes nessa faixa de peso molecular apresentaram
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intensidade e valores de mobilidade relativa similares. Os mesmos autores
obtiveram também perfis eletroforéticos das enzimas peroxidase e esterase, os
quais, combinados com os perfis protéicos, confirmaram a identidade das
cultivares.

Um terceiro tipo de eletroforese conhecido como focalizagdo isoelétrica
(IEF), também tem sido utilizado para a separa¢do de cultivares e considera o
efeito do ponto isoelétrico sobre a mobilidade das moléculas de proteina. Essa
técnica de eletroforese tem sido recomendada pela ISTA para a verificagdo da
pureza genética de hibridos de mitho, baseada na anilise da proteina zeina.

Em um grande niimero de estudos tém sido utilizadas enzimas para
determinar a diversidade genética e relagdes filogenéticas em espécies do género
Phaseolus.

Bassiri & Adams (1978) examinaram a variabilidade isoenzimatica dos
sistemas esterase, fosfatase acida e peroxidase de 13 espécies dentro do género
Phaseolus. A maior parte das espécies mostrou padrdes de bandas tmicos em
cada sistema enzimatico, com excegdo de P. vulgaris cultivados e selvagens e P.
coccineus, os quais apresentaram padroes de banda similares.

As enzimas peroxidase e esterase foram marcadores iiteis para a
identificacdo e estimativa da relagio genética entre 34 cultivares de P. vulgaris
pertencentes a 19 classes comerciais (Bassiri e Adams, 197 8).

Um estudo da variagdio evolucioniria das enzimas aspartato amino
transferase e superdxido dismutase em 14 espécies cultivadas e selvagens de
Phaseolus e Vigna, realizado por Jaaska e Jaaska (1988), revelou que no género
Phaseolus as espécies P. vulgaris, P. coccineus, P. lunatus ¢ P. acutifolius,
formam um grupo homogéneo com poucas variagdes isoenzimticas.

Weeden (1984), estudando um numero limitado de feijées de semente
branca (snap bean), utilizaram dez sistemas enzimiticos, incluindo a esterase e
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peroxidase, e obtiveram somente uma discrimina¢do parcial entre as 90
cultivares testadas.

Acquaah, Isleib e Ferguson (1994), estudaram o polimorfismo das
enzimas diaforase, xiquimato desidrogenase enzima malica e malato
desidrogenase em varios acessos de Phaseolus vulgaris L. Esses autores
dﬁncluiram que o uso de isoenzimas como marcadores em feijio é limitado pela
existéncia de baixa variabilidade de alelos isoenzimaticos dentro dos "pools" de

genes Mesoamericano, Andino e Colombiano. -

O controle genético do polimorfismo detectado por enzimas e a relagdo
deste com caracteristicas agronomicas desejadas também tem sido estudada.
Weeden (1984) e Weeden e Liang (1985), determinaram que o polimorfismo
das enzimas ribulose bisfosfato carboxilase, xiquimato desidrogenase, enzima
malica, glucose fosfato isomerase e adenilato quinase, era controlado pelos
genes de heranga simples Rbcs, Skdh, Me, Gpi-cl! e Adk, respectivamente.
Sprecher (1988) determinou que o polimorfismo da enzima diaforase era
controlado por dois genes fortemente ligados: Dial e Dia2. Koenig & Gepts
(1989) concluiram que os genes Lap3 e Mdhl codificavam o polimorfismo
gerado pelas enzimas leucina aminopeptidase e malato desidrogenase.

Gepts et al. (1986) e Valejos e Chase (1991), estudando a atividade dos
sistemas  enzimiticos glutamato-oxalacetato transaminase e  alcool
dosidrogenase, concluiram que os locos Got2 e Adhl deveriam estar ligados a
um gene ou grupo de genes que codificassem alguma caracteristica essencial as
espécies cultivadas; nesse caso tais locos sdo responsaveis por 50% da
variabilidade no tamanho da semente. Contrariamente, Brothers e Kelly (1993),
estudando a relagio do porte ereto de plantas de Phaseolus vulgaris com a
aloenzima dia2'®” do loco DIA2 da enzima diaforase, demonstraram que essa
aloenzima nio estava ligada ao tipo de arquitetura das plantas.
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Driedger et al. (1994) mostraram que as diferengas nos padrdes
eletroforéticos de proteinas e enzimas de sementes de feijdo foram consegiiéncia
primeiramente do genétipo e ndio da influéncia ambiental. Nesse estudo foram
testados varios métodos de extragdio e diferentes ambientes de cultivo para as
linhagens de feijio e mesmo assim os padroes protéicos foram altamente
reproduziveis. Essa evidéncia da consisténcia da expressio de proteinas sobre
diferentes regimes climaticos e agronémicos sustenta a validade dos métodos
eletroforéticos para a identificagdo de cultivares.

Ainda- segundo Driedger et al. (1994), a rapidez, simplicidade, o
requerimento de pouca quantidade de amostra e o poder de discriminagio
tornam a analise eletroforética de proteinas de sementes, em detrimento a de
enzimas, como o método a ser escolhido para a identificagio de genétipos de
feijdo.

Pelo exposto, observamos que nos wultimos anos, marcadores
bioquimicos como enzimas e proteinas de reserva, tém sido utilizados em muitas
espécies (Driedger et al., 1994). No entanto, os perfis de bandas de tais
marcadores podem ser afetados pelo ambiente e demonstram baixo nivel de
polimorfismo entre cultivares estreitamente relacionadas (Ferreira e
Grattapaglia, 1995; Alfenas, 1998; Abdelncor, Barros e Moreira, 1995).

* De acordo com Silva (1997), os padrdes eletroforéticos das enzimas
alcool desidrogenase, malato desidrogenase, peroxidase, esterase e glutamato
oxaloacetato transaminase de sementes de milho, apresentaram-se bastante
alterados principalmente em fungio da presenca de microrganismos, devendo ser
utilizados com restrigdes nos testes de identificagio de cultivares e certificagiio
da pureza genética, apesar da rapidez na obtenc3o dos resultados. Ainda segundo
© mesmo.autor, os padrdes eletroforéticos dos coleoptilos foram menos alterados

pela preéenga de microrganismos.
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# Determinadas enzimas em algoddo, como fosfatase acida, catecol
oxidase, hexoquinase, enzima malica e esterase, tiveram seus zimogramas
alterados em fungdio da associagdo fungo/semente, devendo ser evitadas em
programas de identificacdo de cultivares (Vieira, 1996). Segundo a mesma
autora, as enzimas glutamato desidrogenase e glutamato oxaloacetato
transaminase mantiveram seus padrSes inalterados, sendo recomendadas para a
identificacdo e certificagio de cultivares de algodso.

Para Cherry (1983), a diminui¢fio de intensidade de algumas proteinas,
intensificacdo de outras e a produgio de multiplas formas moleculares sdo
causadas pela presen¢a de microrganismos em sementes.

Para Koenig & Gepts (1989), a limitagio da utilizagio de isoenzimas
como marcadores para avaliar a diversidade genética em culturas autdgamas
como Phaseolus vulgaris, é que o nimero de polimorfismo e alelos por loco
sdo limitados.

Ainda segundo Acquaah, Isleib e Ferguson (1994), para a obtencdo de
marcadores moleculares em feijao devem ser utilizadas técnicas que analisam
diretamente a molécula de DNA, como RFLP (polimorfismo no comprimento de
fragmentos de restrigdo) e PCR ( reagio em cadeia da polimerase), pois o
polimorfismo € mais elevado que os marcadores isoenzimaticos.

Sendo assim, faz-se necessirio o uso de técnmicas moleculares
empregando DNA para um maior entendimento da diversidade genética
existente em culturas autégamas como Phaseolus vulgaris.

2.2.2) Marcadores moleculares de DNA:

A utilizagdo de marcadores moleculares de DNA para a caracterizag¢do

de gendtipos temn-se destacado muito na altima década, gerando excelentes
resultados.
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Os marcadores moleculares surgiram recentemente, com o advento da
biologia molecular. Marcadores baseados no DNA apresentam varias vantagens
sobre os outros tipos de marcadores. Dentre essas estio: o nimero elevado, o
alto grau de polimorfismo, a nio-influéncia do meio ambiente e de
microrganismos, e a ndo-apresentagio de efeito pleiotrépico. Dentre esses
marcadores  destacam-se os RFLP ("Restriction Fragmment Length
Polymorphism”), o RAPD ("Random Amplified Polymorphic DNA"), os
microssatélites ou SSRs ("Simple Sequence Repeat") e o AFLP ("Amplified
Fragmment Length Polymorphism").

O ano de 1990 marcou o inicio de um grande avango na area de
marcadores moleculares, com a publicagio de dois trabalhos que descreveram a
técnica de RAPD (Williams et al., 1990) ou AP-PCR (Welsh e McClelland,
1990), que € derivada da técnica PCR ("Polymerase Chain Reaction"). Essa
técnica foi desenvolvida com base na observagio de que um pequeno
oligonucleotideo de sequéncia aleatéria, quando misturado com o DNA
gendmico, mais uma DNA polimerase termo-estavel e em seguidar submetidos a
um ciclo de temperaturas sob condi¢des semelhantes 3s utilizadas para a reagdo
em cadeia da polimerase (PCR), promove a amplificagdo de diversos fragmentos
de DNA. Os produtos dessa reagsio, ou seja, os fragmentos amplificados, podem
entdo ser separados e visualizados, quando analisados por eletroforese em gel de
agarose. Esses fragmentos sdo, em geral, constituidos por 200 a 2.000 pares de
bases, podendo atingir, ocasionalmente, 5.000 pares de bases, e quando sdo
especificos de um gendtipo, se toram iteis para a identificagio de cultivares
(McDonald, 1995). O que difere a técnica RAPD da técnica PCR é o uso de
primers mais curtos e aleatdrios e néio é necessario o conhecimento prévio do
genoma em estudo.

Desde sua descrigdo, o uso de marcadores RAPD na analise genenm
tem tido uma difusio muito rapida, sendo atualmente o marcador molecular mais
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utilizado para vegetais. O desenvolvimento da técnica tem produzido outros
marcadores moleculares baseados em PCR, como os marcadores SCARs
("Sequenced Characterized Amplified Regions") e os marcadores ASAPs
("Allele-Specific Associated Primers") (Staub e Serquen, 1996).

Dentre as varias aplicagOes dessa técnica, pode-se citar a construgdio de
mapas genéticos para localizagdo de genes de interesse econdmico, a obtengdo
de "fingerprints" gendmicos, a analise da divergéncia genética em populagdes e
germoplasmas e o estabelecimento de relagdes filogenéticas (Ferreira e
Grattapaglia, 1995). Esses marcadores tém sido muito uteis no estudo da
diversidade genética de varias espécies de feijdo (Vilarinhos, 1994; Graham et
al., 1994; Vasconcelos, 1995; Alzate-Marin, 1996; Duaste, 1998; Machado,
1999).

Duarte (1998), trabalhando com 27 cultivares de feijdo, obteve a
separagdo destas de acordo com os centros de domesticagdo propostos pelo
marcador RAPD. O mesmo autor conseguiu também a separagio das cultivares
do grupo Mesoamericano em rag¢as, 0 que nio ocorreu com as cultivares do
grupo Andino. Skroch, Tivang e Nienhuis (1992), estudando as relagdes
genéticas dentro de uma populagdo contendo 77 genétipos de Phaseolus
vulgaris, também identificaram por marcador RAPD a existéncia de dois
subgrupos entre as cultivares Mesoamericanas pela técnica de RAPD.

Em estudo realizado com 12 cultivares de feijdo, sendo 11 pertencentes
a0 grupo carioca, Machado (1999), por meio de distincias genéticas baseadas
em marcador RAPD, classificou as referidas cultivares em cinco grupos
distintos: Grupo I) Esal 693; Grupo II) Ouro Negro; Grupo III) IAC Carioca
Arud; Grupo IV) PF-9029975 e Grupo V) CI-21, CI-128, H-4-7, Aporé, Pérola,
Carioca 300V, A-285, Ruda e Carioca MG.

Abdelnoor, Barros e Moreira (1995), avaliando a divergéncia genética

entre 38 cultivares de soja brasileiras por marcador RAPD, obtiveram a
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separagdo destas em cinco grupos distintos. Com isso provaram que a técnica é
uma eficiente ferramenta no estudo da diversidade genética entre individuos de
uma mesma espécie, sendo preferida em relagdo ao uso de marcadores

enzimaticos e protéicos devido ao baixo nivel de polimorfismo gerado por estes.

O marcador RAPD oferece vantagens como simplicidade, rapidez na/ ’
obtengdo de resultados, requerimento de pequenas quantidades iniciais de DNA,
que pode ser extraido diretamente da semente, gerando economia de tempo para
a realizagdio das analises, entre outras. Por outro lado, tem como desvantagem
ser de carater dominante, ndo detectando os individuos heterozigéticos, e ser
altamente sensivel a mudangas minimas no protocolo de condugio da técnica
(Staub e Serquen, 1996). Fatores como a qualidade e concentragfio da amostra de
DNA como também dos reagentes da reagdio de PCR (tampdo da reagio, Mg",
Taq DNA polimerase, dNTP e primer), temperatura do termociclador e efeitos
ambientais, podem gerar resultados inconsistentes e, conseqiientemente,
diminuir a reprodutibilidade do marcador RAPD (Weeden et al.,1990; Lorenz,
Weihe e Boerner, 1994; Ferreira e Grattapaglia, 1995; Staub e Serquem, 1996).

Pesquisas vém sendo realizadas para estudar a influéncia da qualidade
fisiologica das sementes nos perfis de marcadores RAPD. Entre esses estudos,
Harrington (1972) sugeriu que a degradagio do DNA constitui o primeiro evento
que leva & perda da qualidade na semente. Shatters et al. (1995) concluiram que
as diferencas nos perfis de marcadores RAPD obtidos de amostras de sementes
de soja com diferentes niveis de envelhecimento natural e artificial, dependeram
do primer utilizado na amplificagio. Contrariamente, Zhang, McDonald e
Sweeney (1996) mostraram que a deterioragiio natural ou artificial nio afetaram
a estabilidade dos marcadores RAPD em sementes de soja. Analogamente,
Marcos-Filho et al. (1997) provaram que a deterioragio nao influenciou a
expressdo dos fragmentos RAPD, havendo mudangas nos fragmentos de DNA

somente em termos quantitativos. Sendo assim, os mesmos autores indicam a
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técnica RAPD, padronizada, como iitil nos testes de identificacfio de cultivares
de soja.

2.3) Coeficientes de similaridade e métodos de agrupamento:

Nos ultimos anos, um grande nimero de coeficientes tem sido
formulado, como medida de similaridade para a diferenciagdo entre genétipos
(Krzanowsky, 1988).

Existem varios coeficientes de similaridade, mas os mais indicados para
a analise de dados binarios, como marcadores do tipo RAPD, enzimas e
proteinas, sdo aqueles que relacionam variaveis dicotdmicas, ou seja, aquelas
que possuem somente dois valores (Sokal e Sneath, 1963; Gower, 1985).

A escolha de um determinado coeficiente envolve uma certa
subjetividade. No entanto, segundo Krzanowsky (1988), nessa escolha deverio
ser consideradas a natureza e propdsitos do estudo. Para Gower e Legendre
(1986) ndo ha um completo entendimento das conseqiiéncias da escolha de
determinado coeficiente de similaridade. |

Coeficientes idénticos tém sido propostos sob diferentes nomes, como
por exemplo, o coeficiente de Jaccard, também chamado de coeficiente de
Gower, ocu mesmo o coeficiente de Sorensen-Dice, também conhecido como
coeficiente de Nei e Li (Mumm e Dudley, 1995).

‘ Um dos aspectos a se considerar nessa escolha ¢ a inclusio ou nio das
co-ocorréncias negativas no coeficiente, estando essa inclusdo muito relacionada
aos tipos de caracteristicas com que se estd trabalhando. Para algumas delas,
pode ser que a auséncia da caracteristica, em ambos os individuos, indique
similaridade, mas para outras, isto ndo acontece. Levando-se em consideragdo a
base genética dos marcadores RAPD (Williams et al., 1990), observa-se que a
auséncia da amplificacdo de uma determinada banda em dois genétipos ndo

representa, necessariamente, semelhanga genética entre estes, o que faz com que
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aqueles coeficientes que excluem estas co-ocorréncias negativas de sua
expressdo de similaridade (Jaccard, Sorensen-Dice, Ochiai, Anderberg, etc.), a
principio, sejam mais adequados para uso com este tipo de marcador. Sokal e
Sneath (1963) recomendam ainda que, quanto mais simples for o coeficiente,
mais facilitada toma-se a sua interpretagio, por isso, este deve ser
preferencialmente utilizado. O coeficiente de similaridade de Jaccard é o mais
simples da sua categoria e tem sido largamente utilizado com marcadores
enzimaticos e protéicos (Amaral Jimior et al., 1994).

Duarte (1998), considerou o coeficiente de Sorensen-Dice como o mais
adequado para um estudo de divergéncia genética entre cultivares de feijdo
utilizando marcadores RAPD, pois esse coeficiente nio considera a auséncia de
uma banda em dois genétipos, o que nio significa necessariamente uma
semelhanca.

Uma vez escolhido o coeficiente de similaridade mais adequado, as
distincias ou similaridades genéticas sio estimadas, Considerando esse aspecto,
segue-se para a andlise de agrupamento, conhecida também por anilise de
conglomeragdo, cuja finalidade ¢ dividir um grupo inicial de observa¢des em
subgrupos, de forma que exista homogeneidade dentro e heterogeneidade entre
esses subgrupos (Cruz, 1990). A analise de agrupamento pode ser feita por dois
métodos: os de otimizagdo, que dividem os gendtipos em subgrupos nio vazios e
mutuamente exclusivos, e os hierarquicos, pelo qual 0s gendtipos sio agrupados
repetidas vezes até que se estabelega um diagrama de arvores ou dendrograma
(Cruz e Regazzi, 1994). Como exemplo do método de otimizagfio pode-se citar o
método de Tocher, e como exemplo do método hierdrquico os métodos do
vizinho mais préximo, do vizinho mais distante e UPGMA (unweighted Pair-
Group method, arithmetic average) (Rohlf, 1992).
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3. MATERIAL E METODOS

O trabalho foi conduzido na area experimental e no Laboratério de
Analise de Sementes da Universidade Federal de Lavras (UFLA), localizado no
municipio de Lavras, na regidio sudoeste do estado de Minas Gerais.

Foram utilizadas seis cultivares de feijdo do tipo Carioca pertencentes ao
centro de domesticagio Mesoamericano: Carioca, Carioca MG, Aporé, Pérola,
IAPAR 57 e IAPAR 81,cuja genealogia esta apresentada na Tabela 1.

TABELA 1. Genealogia das seis cultivares de feijdo analisadas. UFLA, Lavras-
MG, 1999. Fonte: Cameiro, J.E.S. (trabalho a ser publicado).

Cultivar Genealogia
Carioca Selecdo dentro de lavoura de produtores
Carioca MG Car.80'/Rio Tibagi
Aporé (Car. / México 168) // (Car. / Bat 76%)
Pérola Selegdo Aporé
JIAPAR 57 (Porrilo Sintético / Aeté 1-38) // [(CENA 83-1 /
IAPAR BAC 32) // (CENA 83-2 / CENA 83-1)]
IAPAR 81 BAT 93*/ [(Carioca 80 / G. N. Nebraska 1 Sel.

27) // Sel. Aroana] /5/ A 176*/4/ A 259

"Car. 80: Carioca / Cornell 49-242.
2BAT 76: Carioca / México 168 /4/ Carioca /// [(Porrillo n.° 1 / Gentry 21439) / (Gentry
21439 // 51052 / Cornell 49-242)].
*BAT 93: (Veranic 2 / Tlalnepantla 64) // (Jamapa / Tara).
“A176: Aroana /// [(Veranic 2 / Tlalnepantia 64) // (Jamapa / Tara)].
As sementes foram multiplicadas na area experimental da Universidade
Federal de Lavras, em parcelas contendo quatro linhas de 2,5m de comprimento

para cada cultivar, o que permitiu serem produzidas sob as mesmas condi¢des
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climaticas, visando a obtengdo de sementes com qualidades fisioldgicas

semelhantes.

A colheita manual das plantas foi realizada no estadio de
desenvolvimento R9, do qual foram transferidas para um galpio a fim de
complementar a secagem e a trilha foi realizada manualmente quando as

sementes apresentavam 13% de teor de agua.

Posteriormente foram realizados os testes para a avaliacdo da qualidade
fisiologica das sementes das diferentes cultivares, assim como a avaliagdo dos
caracteres morfologicos, dos padrdes protéicos, enzimaticos e de DNA de

plantulas e sementes.
3.1) Avaliagdo da qualidade fisiologica:

Teste de germinagio:

O teste de germinagdo foi realizado com 200 sementes de cada cultivar
distribuidas em quatro repeticdes de 50 sementes, cuja semeadura foi realizada
em papel de germinagdo previamente umedecido com agua destilada na
propor¢ao de 2,5 vezes o peso do papel. Em seguida, as sementes foram
transferidas para germinador previamente regulado a temperatura constante de
25°C, sendo realizada a avaliagdo cinco dias apos a nstalacdo do teste, quando
foi computado o nimero de plantulas normais de acordo com as prescrigoes

contidas nas Regras para Analise de Sementes (Brasil, 1992).

Emergéncia de plantulas em canteiro:

Foram semeadas em canteiros 200 sementes de cada cultivar, divididas
em quatro repeticdes de 50 sementes. A profundidade de semeadura foi a

recomendada para a cultura do feljdo e a irrigacdo efetuada sempre que
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necessario. A contagem das plantulas emersas foi feita aos 21 dias apds a
semeadura, segundo as recomendagGes de Vieira e Carvalho (1994).

indice de velocidade de emergéncia (IVE):

Esse teste foi estabelecido conjuntamente com o teste de emergéncia em
canteiro, conforme metodologia descrita por Vieira e Carvalho (1994). No inicio
da emergéncia, avaliagdes didrias foram realizadas e o mimero de plintulas
emergidas foi computado até a estabilizagio. O indice de velocidade de
emergeéncia foi calculado por meio da formula proposta por Edmond & Drapala
(1958), citado por Vieira e Carvalho (1994).

Envelhecimento acelerado:

Amostras de 200 sementes, divididas em duas repeticdes de 100
sementes para cada cultivar, foram colocadas sobre telas de aluminio adaptadas
a caixas plasticas tipo "gerbox", contendo 40ml de agua destilada no fundo.
Estas foram transferidas para cimara tipo BOD & 42°C por 72 horas (Vieira e
Carvalho, 1994). Em seguida foi realizado o teste de germinacio e posterior
avaliagio segundo os critérios estabelecidos nas Regras para Analise de
Sementes (Brasil, 1992).

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente ao acaso para
os testes de germinag3o e envelhecimento acelerado, e o de blocos casualizados
para emergéncia de plantulas em canteiro e indice de velocidade de emergéncia,
cujos dados foram analisados pelo programa SISVAR (Sistema de Analise de
Variancia) (Ferreira, 1990), sendo a comparagio das médias realizada pelo teste
de Tukey a 1% de probabilidade.
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3.2) Avaliagdio das caracteristicas morfoldgicas:

Para a avaliagio das caracteristicas morfolégicas, cinco sementes de
cada cultivar foram semeadas em vasos de plastico contendo 9kg da mistura
terra e areia na proporgio de 2:1, os quais foram colocados em casa de
vegetacdo e irrigados sempre que necessario.

No momento da semeadura foi realizada a adubacdo em solugio com
macro e micronutrientes. Foram utilizados 35g de nitrato de potassio como fonte
de potissio e nitrogénio, e 27,71g de sulfato de magnésio como fonte de
magnésio e 0,53g de sulfato de cobre, 0,26g de acido bérico, 0,17g de molibdato
de aménio, 1,98g de sulfato de zinco e 1,16g de sulfato de manganés como
fontes de cobre, boro, molibdénio, zinco e manganés, respectivamente. Como
fonte de fosforo, foi utilizado 20,65g de super simples por vaso.

A adubagdo foi feita antes da semeadura, quando foram colocados 20ml
da solugdo de macronutrientes e 20ml da solu¢do de micronutrientes juntamente
com 6g se super simples em cada vaso. Apés 30 dias foi realizada a adubagdo de
cobertura com 20 ml de solugio por vaso, contendo 35g de nitrato de potassio
em 200ml de agua.

As caracteristicas morfologicas avaliadas, as quais sdo citadas como
descritores minimos do feijoeiro na Lei de Protegdo de Cultivares (Brasil, 1997),
foram as seguintes:

Plantula - (avaliagio realizada aos oito dias apés a semeadura,
correspondendo ao estadio V2 de desenvolvimento):

- Ppresenga de antocianina nos cotilédones,

- presenca de antocianina no hipocétilo,

- dimensdo da folha primaria.

Planta - (avaliagdo realizada aos 30 dias apos a semeadura, correspondendo
a0 estadio V4 de desenvolvimento):
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habito de crescimento,

presen¢a de antocianina no caule.

Folha - (época de avaliagdo e estadio de desenvolvimento idem ao anterior);

cor do foliolo central do quarto né (verde muito claro, verde claro, verde
médio, verde escuro, verde muito escuro),

dimensGes (pequena, média ou grande),

indice comprimento/largura,

rugosidade.

Flor - (avaliagdo realizada aos 42 dias ap6s a semeadura, correspondendo ao
estadio R6 de desenvolvimento):

uniformidade da cor,

cor da asa (branca, rosa ou roxa),

cor do estandarte (branca, rosa ou roxa),

posigdo da inflorescéncia terminal - somente para habito de crescimento
determinado (em meio & cobertura, ao nivel da cobertura, acima da
cobertura).

Vagem:

Maturidade fisiologica - (avaliagdo realizada aos 60 dias apds a

semeadura, correspondendo ao estadio R8 de desenvolvimento):

uniformidade da cor,

cor primaria (amarela, verde, roxa),

cor secundaria (vermelho, roxo),

forma da secgdo transversal (achatada, periforme, eliptica, octomorfa,
circular),

presenga de fio,
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textura da superficie (lisa ou rugosa).

Maturagdo de colheita (avaliagdo realizada aos75 dias apds a semeadura,

correspondendo ao estadio R9 de desenvolvimento):

uniformidade da cor,

cor primaria e secundaria (para cultivares com vagem bicolor),
perfil (reto, semi-arqueado, arqueado, recurvado),

apice (abrupto, afilado),

forma do dente apical (reto ou arqueado),

posigdo do dente apical (marginal ou ndo marginal).

Semente - (avaliagdo realizada apds a colheita):

uniformidade da cor,

cor primaria e secundaria (para cultivares com semente bicolor),
presenga de variagio na testa

peso de 1000 sementes ( < 210, 211-220, 221-230, 231-240, 241-250,
251-260, 261-270, 271-280 ou > 280),

forma - coeficiente J = comprimento/largura (esférica: 1,16 a 1,42;
eliptica: 1,43 a 1,65, oblonga/reniforme curta: 1,66 a 1,85;
cblonga/reniforme média: 1,86 a 2,00; oblonga/reniforme longa: >
2,00),

grau de achatamento - coeficiente H = espessura/largura (achatada: <
0,69; semi-cheia: 0,7 a 0,79; cheia: >0,8),

brilho (opaco, intermediario ou brilhoso),

presenga de halo,

cor do halo.
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Cultivar:

- grupo comercial (branco, carioca, jalo, mulatinho, preto, rosinha, roxo,
outros).

Para as caracteristicas morfologicas quantitativas como a largura,
comprimento e indice comprimento/largura referentes ao foliolo central do
quarto no das plantas, bem como o peso de 1000 sementes, os genétipos foram
avaliados calculando-se a distancia Euclidiana Média, que é definida pela
seguinte expressdo (Cruz e Regazzi, 1994):

Dii'= | 1 D (xij ~ xi' j)* 1** ; onde:
n -

- Dii". distancia Euclidiana Média entre os genctipos i e j;
- n:numero de caracteres analisados;

- xij : observagdo no i-ésimo progenitor em referéncia ao j-€simo carater.

O programa GENES (Cruz, 1997) foi utilizado para a obtengdo das
distincias Euclidiana Média, sendo requerido, para tanto, um arquivo de dados
com as médias de cada genétipo em relagdo aos caracteres estudados.

, Calculada a distincia Euclidiana Média, os genétipos foram agrupados
pelo método UPGMA, o qual foi realizado no programa Statistica (Statsoft,
1996) sendo construido um dendrograma para simplificar a representagdo das
dissimilaridades (Rohlf, 1992).

A anilise das caracteristicas morfoldgicas qualitativas foi realizada por
intermédio do software NTSYS-PC (Rohlf, 1992). As caracteristicas
morfolégicas qualitativas foram atribuidos valores 0 e 1 para a auséncia e

presenga de cada caracteristica. A partir dai foi construida uma matrizde Oe 1 e
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a estimativa de similaridade genética (Sgij) entre cada par de genétipos foi
calculada pelo coeficiente de Jaccard, pela seguinte expressio:

a

Coeficiente de Jaccard: Sgij = ——
& (@a+b+c)

As variaveis foram obtidas como demonstrado no esquema abaixo:

Gendtipo i
1 0
1 a(Ll b(0,1)
Genétipo j
0 |c(1,0 d (0,0

As letras a, b, ¢ e d assumiram as seguintes representagdes:
a: presenca da caracteristica em ambos os gendtipos,
b: auséncia da caracteristica no genétipo i ¢ presenga em j,
c: presenca da caracteristica no gendtipo i e auséncia em j,
d: auséncia da caracteristica em ambos os genétipos.
Os genétipos foram agrupados pelo método UPGMA (unweighted pair-
group method), obtendo-se desta forma, um dendrograma (Rohlf, 1992).
Os erros associados a cada simularidade foram estimados segundo
Skroch, Tivang e Nienhuis (1992), utilizando as seguintes expressdes:

Variancia (s) = (1-s) / (n-1)
Erro padrio estimado = (vars / n)"?, onde:

- s:similaridade genética obtida por meio do coeficiente de similaridade;
- n:numero total de bandas.
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3.3) Extragio de proteinas e analise eletroforética:

Para as analises eletroforéticas de proteinas pelo método SDS-PAGE,
foram utilizadas 100mg de sementes moidas em moinho refrigerado.

Foram utilizados dois tamp&es de extragdo, NaCl 0,5M e tampdo borato
0,02M pH 9 + tampdo desnaturante (0,02M de tris-HCI pH 8,6, 1%de SDS,
0,3% de P-mercaptoetanol, 8,3% de glicerol) , na quantidade de 1000ul por
100mg de semente moida.

Apés a adigdo do tampdo NaCl 0,5M, as amostras permaneceram em
agitacdo por 30 minutos e foram centrifugadas a 16.000 xg por trés minutos.

As amostras extraidas com tamp3o borato foram agitadas por 10 minutos
e centrifugadas a 16.000 xg por trés minutos. O sobrenadante de cada amostra
foi retirado, a ele adicionados 750pl de tampido desnaturante (20mM de Tris-
HCI pH 8,6; 1% de SDS; 0,3% de 2-B-mercaptoetanol; 8,3% de glicerol) e entio
as amostras foram aquecidas a 90°C por dois minutos seguindo as prescrigSes de
Lioi (1991).

Feitas as extragdes, a concentragio de proteinas de todos os
sobrenadantes foi medida seguindo os procedimentos de quantificagio de micro-
proteinas (Bio-Rad), modificados com base nos métodos previamente descritos
por Lowry, Rosembrough e Randal (1951) e Bradford (1976), usando soro
albumina bovina (BSA) como padrdo.

Uma vez calculada a concentragiio de proteinas para cada amostra, as
mesmas foram diluidas para uma concentragdo correspondente ao menor valor
observado entre as concentragdes de todas as amostras, o qual foi de 4pug de
proteina/pl de solugdo, com tampdo de amostra (0,125M de Tris-HCI pH 6,8;
4% de SDS; 30% de glicerol; 0,05% de azul de bromofenol).

Em seguida foram aplicados 60pl de extrato de cada amostra e 20l do
padrdo de.peso molecular de 213.000 a 8.000 daltons, em gel de poliacrilamida
12,5% (gél separador) e 6%(gel concentrador).
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O tampdo de corrida utilizado foi Tris-glicina + SDS pH 8,9 e a corrida
eletroforética foi realizada em sistema vertical, 4 temperatura ambiente e
voltagem constante de 150V por quatro horas.

Terminada a corrida, os géis foram corados em solugio de Coomassie
Brilliant Blue a 0,05% por 24 horas e descorados em solugio de etanol 5%,
acido acético 10% e agua 85%, conforme Alfenas (1998). As proteinas também
foram separadas pelo método eletroforético de isofocalizagio, o qual foi
conduzido em aparelho PhastSystem (Amersham Pharmacia Biotech).

Para tal foram utilizados 100mg de sementes moidas de cada cultivar,
aos quais foi adicionado 1ml de tampdo de extragfio borato 0,02M pH 9. Em
seguida, as amostras foram agitadas por 10 minutos e centrifugadas a 16.000 xg
por trés minutos. A concentragio de proteinas no sobrenadante de cada amostra
foi medida seguindo os procedimentos de quantificagiio de micro-proteinas (Bio-
Rad) mencionado acima. Conhecidas estas concentragdes, as amostras foram
diluidas em agua ultra-pura para uma concentragiio fixa de 0,5ug de proteina/pl
de solugio. Apés o que foram aplicados 2pl de cada amostra em gel do tipo
ExcelGel SDS gradient 8-18 da marca Amersham Pharmacia Biotech.

O método de separagdo consistin de trés passos: pré-focalizagdo a
2000V, aplicagdo das amostras a 200V e focalizagiio a 2000V. O tempo total de
corrida foi de aproximadamente 35 minutos apds a qual o gel foi corado com um
kit de coloragdo com prata da marca Amersham Pharmacia Biotech.

. A avaliagdo dos géis de SDS-Page constou da observagio da presenga e
auséncia de bandas em cada genétipo.

Na avaliagdo do gel de isofocalizagio, a auséncia e presen¢a de bandas
foi designada por 1 e 0, respectivamente . Foi construida uma matrizde Oe l e a
estimativa de similaridade genética (Sgij) entre cada par de gendtipos foi
calculada pelo coeficiente de Jaccard. Estimadas as similaridades genéticas, os
genétipoé foram agrupados pelo método UPGMA (unweighted pair-group
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method), obtendo-se desta forma, um dendrograma (Rohlf, 1992). Os erros
associados a cada similaridade foram estimados segundo Skroch, Tivang e
Nienhuis (1992).

3.4) Extracio de enzimas e analise eletroforética:

As anilises eletroforéticas foram realizadas considerando de 100mg de
epicétilo das plantulas de cada cultivar. As sementes foram colocadas em papel ‘
de germinagdo a 25°C, e, apds cinco dias os epicdtilos foram retirados,
macerados sobre gelo, sendo adicionados 2,5 vezes o seu peso de tampdo de
extragio e cerca de 2g do antioxidante PVP 40 (polivinilpirrolidone). Esses
tampdes foram Tris-HCl 0,2M + 0,001% de B-mercaptoetanol pH 8 e tampéo

 fosfato (0,034M de fosfato de sodio bi-basico; 0,2M de sacarose; 2,56% de

PVP40; 3 M de DTT; 5,7 mM L éacido ascérbico; 2,5 mM de borato de sodio;
1% de PEG 6000, 0,002% de P-mercaptoetanol). Este iltimo foi utilizado
somente para a extragio da enzima peroxidase. ‘

Apds a maceragio, as amostras foram deixadas a uma temperatura de
4°C por uma noite e entdo centrifugadas a 16.000 xg por 60 minutos a 4°C,
sendo, em seguida aplicados 100pl do sobrenadante de cada amostra em gel de
poliacrilamida 7,5% (gel separador) e 4,5% (gel concentrador). O tampdo de
corrida utilizado foi Tris-glicina pH 8,9 e a corrida eletroforética foi realizada a
4°C por quatro horas a uma voltagem de 150V, apos a qual, os géis foram
revelados para os sistemas enzimaticos esterase (EST-EC 3.1.1.1), peroxidase

(PO-EC 1.11LD), glutamato-oxalacetato transaminase (GOT-EC 2.6.1.1),

diaforase (DIA- EC 1.8.1.4) e alcool desidrogenase (ADH-EC 1.1.1.1), seguindo
as prescri¢des de Alfenas (1998).
A avaliagio dos géis constou da cbservagdo da presenga e auséncia de

bandas em cada gendtipo, designadas por 1 e 0, respectivamente. Foram
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construidas matrizes de 0 e 1 e a estimativa de similaridade genética (Sgij) entre
cada par de gendtipos foi calculada pelo coeficiente de Jaccard. Estimadas as
similaridades genéticas, os gendtipos foram agrupados pelo método UPGMA
(unweighted pair-group method), obtendo-se um dendrograma (Rohlf, 1992). Os
erros associados a cada similaridade foram estimados segundo Skroch, Tivang e
Nienhuis (1992).

3.5) Extragdo do DNA:

Foram coletadas, nas horas mais frescas do dia, folhas jovens das plantas
de cada cultivar para a extragdo de DNA. Estas foram lavadas e 3g trituradas em
almofariz com nitrogénio liquido até a obtengio de um pé fino. Apés, foram
adicionados, a uma temperatura de 65°C, 10ml de tampao de extracdo CTAB
(2% de CTAB; 100mM de Tris pH 8; 20mM de EDTA pH 8; 1,4M de NaCl ¢
1% de PVP) pré-aquecido a 65°C, mais 20ul de B-mercaptoetanol em cada
amostra, as quais foram deixadas em banho-Maria a 65°C por 30 minutos.
Foram, entdio, adicionados em cada amostra 10ml da mistura cloroférmio e
alcool isoamilico na proporgio de 24:1 sendo as mesmas vertidas 20 vezes e
centrifugadas por 10 minutos a 2.000 xg em centrifuga Eppendorf 5402. O
sobrenadante foi colocado em outro tubo, 0 volume medido, e adicionados
0,1volume de CTAB 10% (10% de CTAB; 5M de NaCl).

A extragdo com cloroformio mais alcool isoamilico foi repetida, sendo,
em seguida, adicionado lvolume de tampdo de precipitagio CTAB (1% de
CTAB; 1M de Tris-HCl pH 7,5; 0,5M de EDTA). Apés essa mistura, o material
foi deixado em repouso por 15 minutos e entdo, as amostras foram centrifugadas
por quatro minutos a 8.000 xg, o sobrenadante descartado e o sedimento
dissolvido. em banho-Maria a 65°C em 400ul de TE (1M de Tris-HCI pH 7,5;
0,5M de EDTA; 5M de NaCl).
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A partir desse ponto foi realizada uma série de lavagens, sendo o DNA
precipitado em 2 volumes de etanol absoluto e centrifugado por cinco minutos a
11.600 xg, o sobrenadante foi removido e o precipitado lavado com 700u de
etanol 70% e, apds outra centrifugagio, com 400 pl de etanol 100%.

O precipitado foi colocado para secar e depois dissolvido em 250ul de
TE 1/10 (1M de Tris-HCl pH 7,5; 0,5M de EDTA). Em seguida, foi determinada
a quantidade de DNA em cada amostra por meio de um fluorimetro Hoefer
DyNA Quant 200 , utilizando aliquotas de 2l de amostra para cada 2ml de
solugdo teste (0,01% de solugdo estoque do corante Hoechst; 10% tampdo TNE
10x).

Amplificagdo do DNA e eletroforese:

Cada reagio de RAPD constou de um volume final de 13ul, sendo seus
componentes: 5,29ul de agua ultra pura; 1,2pl de tampio de reagdo (1M de Tris-
HCI pH 8; 1M de MgCl,; 125mg.ml” de soro albumina bovina; 1M de KCI);
0,96p1 de nuclectideos (dAATP, dCTP, dGTP, dTTP); 2,4l de primer; 0,15ul da
enzima taq DNA polimerase (Pharmacia) e 3ul de DNA na concentragio de
10ng/pl.

Foram utilizados 128 primers com dez bases de seqiiéncia arbitraria,
obtidos da "Operon Technologies" (Califérnia - EUA).

As reagdes de PCR foram realizadas em termociclador Perkin Elmer
GeneAmp PCR System 9700, programado para 45 ciclos nas seguintes
condigbes: um primeiro ciclo a 94°C por cinco minutos, 45 ciclos com
temperatura de desnaturagio de 94°C por 15 segundos, temperatura de
anelamento de 36°C por 30 segundos e temperatura de elongagdo de 72°C por

um minuto, e um ultimo ciclo de manuten¢do a 72°C por cinco minutos.
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Apés a amplificagio, os produtos de cada reagio foram acrescidos de
3ul de tampdo de corrida contendo azul de bromofenol, e aplicados em gel de
agarose 1% para sua separagiio por eletroforese. O tampio do tanque utilizado
foi TBE 0,5x (0,045M de Tris-borato; 0,001l de EDTA pH 8) e as condigSes de
corrida foram 50V por trés horas.

Terminada a corrida, os géis foram corados com brometo de etideo
(0,5pg/ml), visualizados em transluminador de luz ultra-violeta e fotografados
com filme polardide 667.

A avaliagdio dos géis constou da observagio da presenc¢a e auséncia de
bandas em cada genétipo, designadas também por 1 e 0, respectivamente . Foi
construida uma matriz de 0 e 1 e a estimativa de similaridade genética (Sgij)
entre cada par de genétipos foi calculada pelo coeficiente de Sorence-Dice,
como recomendado por Duarte (1998). A seguinte expressio representa o
referido coeficiente:

Coeficiente de Sorence-Dice: Sgij = —— 0
B T Ga+b+o)

As varidveis foram obtidas como demonstrado anteriormente.

Os genétipos foram agrupados pelo método UPGMA (unweighted pair-
group method), obtendo-se dessa forma, um dendrograma (Rohlf, 1992). Os
erros associados a cada similaridade foram estimados segundo Skroch, Tivang e
Nienhuis (1992).

3.6) Comparacio entre os marcadores morfologicos e moleculares de proteinas,
enzimas e de DNA:

Para avaliar a relagio existente entre os quatro tipos de marcadores
estudados neste trabalho, foram estimadas as correlagdes de Spearman (Duarte,
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1998; Machado, 1999) entre as distancias genéticas obtidas pelas caracteristicas
morfologicas quantitativas e as similaridades genéticas obtidas com base nas
caracteristicas morfologicas qualitativas e marcadores moleculares de proteinas,
enzimas ¢ DNA. Os calculos de oorrelac;so foram realizados com o auxilio do
programa Mapgen (Ferreira e Zambalde, 1997).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1) Qualidade fisiolégica das sementes:

Na Tabela 2 estdo apresentados os resultados dos testes utilizados para a
avaliagio da qualidade fisiologica das sementes das seis cultivares de feijao
utilizadas neste estudo.

TABELA 2. Resultados médios de germinagio (G-%), envelhecimento
acelerado (EA-%), emergéncia aos 21 dias (E-%) e indice de
velocidade de emergéncia (IVE) das seis cultivares de feijdo.
ULFA, Lavras-MG, 1999,

Cultivar G EA E IVE
Carioca 97a 97a 97a 10,2a
Carioca MG 992 96a 95a 10,6a
Aporé 97a 9la 93a 9,8a
Pérola 98a 96a 95a 9,5a
IAPAR 57 100a 96a 94a 9,6a
IAPAR 81 96a 93a 97a 10,3a

Médiasseguidasdemwmleua,nacohma,nﬁodifaementresipelotstede'l‘ukeya
1%.

Néo foram observadas diferengas estatisticas nos valores de germinacio
e vigor das sementes das cultivares utilizadas na pesquisa. Diante disso, como as
sementes de todas as cultivares utilizadas apresentaram elevados niveis de
qualidade fisiolégica, e nio havendo diferenca entre elas, as diferencas
encontradas nos padrdes eletroforéticos de proteinas e enzimas foram devidas
provavelmente aos proprios genétipos.
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A qualidade fisiolégica é um fator que tem afetado os padrdes
eletroforéticos de proteinas e de enzimas, levando a erros em sua interpretagio.
Com isso, a veracidade dos resultados dos testes de certificagio da pureza
genética e identificacdo de cultivares fica comprometida.

Nos ultimos anos, estudos realizados por Silva (1997), Vieira (1996),
Branddo Jinior (1996) e Cherry ( 1983), mostraram alteragdes dos padrdes
eletroforéticos de proteinas e enzimas em raziio de fatores como a presenga de
microrganismos e envelhecimento, os quais afetam diretamente a qualidade
fisiologica das sementes.

Em relagdo ao efeito da qualidade fisiolégica nos padrdes eletroforéticos
de DNA, parece ocorrer alteragdes qualitativas, como demostrado em
sementes de soja envelhecidas e avaliadas pela técnica RAPD (Marcos Filho et
al.,, 1997). Sendo assim, como a técnica RAPD emprega pequenas quantidades
de DNA, mesmo se houvesse diferengas na qualidade fisiologica das sementes
das cultivares de feijdo utilizadas neste estudo, estas ndo afetariam os
resultados, sendo as diferengas encontradas nos padrdes eletroforéticos de DNA
atribuidas, mais uma vez, aos genétipos.

4.2) Caracteristicas Morfologicas:
Na Tabela 3 estdo apresentados os resultados médios observados para
comprimento, largura e indice comprimento/largura do foliolo central do quarto

né e avaliadas no estadio de desenvolvimento V4, e do peso de 1000 sementes.

38



TABELA 3. Valores médios do comprimento (cm), largura (cm), indice
comprimento/largura (Ic/l) (cm) e peso de 1000 sementes (g) das

seis cultivares de feijdo. UFLA, Lavras-MG, 1999,

Cultivar Comprimento  Largura IcN Peso de 1000
sementes
Carioca 5,3a 5,0a 1,69 204,16e
Carioca MG 5,6a 4,9a 1,77a 196,70f
Aporé 5,6a 4,92 1,65a 235,37b
Pérola 5,4a 4.7a 1,98a 248,55a
IAPAR 57 6,0a 5,0a 1,68a 208,91d
IAPAR 81 5,1a 4,3a 1,74a 231,76¢
Média 5,5 4,8 1,75 220,90

Médiasseguidaspelamsmaleu*anaoohma,nzodifereme:mesipelotstedeScon&Knon

al1%.

Foram observadas diferengas estatisticas entre as cultivares apenas
quanto ao peso de 1000 sementes (Tabela 3). Maiores valores de peso de 1000

sementes foram observados para a cultivar Pérola e menores para a cultivar

Carioca MG. Além de o fator genético influenciando os fenétipos, caracteristicas
como comprimento, largura, indice comprimento/largura e peso de 1000
sementes sd0 quantitativas, ou seja, controladas por um grande nimero de genes
e acentuadamente afetadas pelo ambiente (Ramalho, Santos e Pinto, 1990).
Mesmo assim, a heterogeneidade quanto ao peso de 1000 sementes, observada

entre as cultivares, pode ser explicada pelo efeito dos proprios gendtipos, uma

vez que as sementes foram multiplicadas sobre as mesmas condigSes ambientais

€ na mesma época.
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A distdncia genética entre as cultivares, considerando as quatro
caracteristicas morfologicas quantitativas, estimada pelo cilculo da distincia
Euclidiana Média, encontra-se na Tabela 4.

TABELA 4. Distincia genética entre as cultivares de feijdo Carioca (1), Carioca
MG (2), Aporé (3), Pérola (4), IAPAR 57 (5) e IAPAR 81 (6),
estimada pela distdncia Euclidiana Média em relagio as quatro
caracteristicas morfologicas quantitativas. UFLA, Lavras-MG,

1999,

Cultivar 1 2 3 4 5 6
1 - L1118 0,969 1,536 1,255 1,791
2 - 1,406 1347 0,925 1,697
3 - 1,163 1,017 1,726
4 - 1,525 1,090
5 - 2,061°
6 -

. par de genétipos menos divergente; % par de genétipos mais divergente.

As cultivares mais divergentes pelas caracteristicas morfologicas
quantitativas foram IAPAR 57 e IAPAR 81, e as semelhantes as cultivares
Carioca MG e JAPAR 57, com valores de similaridade de 1,061 e 0,075,
respectivamente (Tabela 4). A distdncia média entre cada par de genétipos foi de
1,375.

A semelhanca entre as cultivares Carioca MG e IAPAR 57 é explicada
pela existéncia de progenitores que apresentam sementes com o tegumento de
cor preta, como a cultivar Comnell 49-242 na genealogia da cultivar Carioca MG,
e a cultivar Porrilo na genealogia da cultivar IAPAR 57 (Tabela 1). Sabe-se que
o carater cor do tegumento é codificado pelo menos por 10 genes e que existem
interagdes complexas entre esses genes e aqueles que codificam outras
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caracteristicas (Basset, 1989; Leakey, 1988). Dessa forma, os genes que
codificam a cor preta do tegumento das sementes das cultivares Comell 49-242 e
Porrilo devem afetar outras caracteristicas, que provavelmente foram
transferidas para as cultivares Carioca MG e IAPAR 57 ao longo dos
cruzamentos que lhes deram origem.

Baseando-se nos coeficientes de distincia genética gerados pela
distincia Euclidiana Média, foi construido um dendrograma pelo método
hierdrquico aglomerativo da média aritmética entre pares ndo ponderados
(UPGMA), o que permitiu visualizar com maior facilidade o relacionamento das
cultivares (Figura 1).

:__
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FIGURA 1. Dendrograma de distincias genéticas entre as seis cultivares de
feijdo, referente as caracteristicas morfologicas quantitativas,
obtido pelo método UPGMA. UFLA, Lavras-MG, 1999.

Como observado na Figura 1, foram formados dois grupos: I) contendo
as cultivares Carioca, Carioca MG, Aporé ¢ IAPAR 57, e II) contendo as
cultivares IAPAR 81 e Pérola. ‘

O agrupamento das cultivares Carioca, Carioca MG e Aporé em um
mesmo grupo esta de acordo com os resultados obtidos por Machado (1999), ja
que as cultivares Carioca MG e Aporé foram obtidas por meio de cruzamentos
com 50% ou mais de alelos da cultivar Carioca.
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A similaridade genética existente entre as cultivares Pérola e IAPAR
81 provavelmente foi devida a presenga, nos cruzamentos que as originaram, de
materiais com sementes de tegumento preto. Na genealogia da cultivar IAPAR
81(Quadro 1), encontra-se a variedade Jamapa, que possui sementes de cor
preta, como progenitor. A cultivar Pérola foi obtida com base em uma selegdo
de linhas puras realizada dentro da cultivar Aporé. Esta por sua vez, possui
progenitores que apresentam sementes com ©O tegumento preto como as
cultivares Porrillo e Comell 49-242. A presenga de pfogenitor&s com tal
caracteristica pode explicar a similaridade genética entre as cultivares Pérola e
IAPAR 81, uma vez que a caracteristica cor do tegumento estio ligadas a cutras,
as quais podem ter sido transmitidas para estas cultivares ao longo dos

cruzamentos.

Em relacdo s caracteristicas morfolégicas qualitativas, na fase em que
as plantulas apresentavam dois foliolos (V2), determinadas cultivares diferiram
quanto a presenga de antocianina nos cotilédones, a exemplo, pode-se citar a
cultivar IAPAR 57 que apresentou cotilédones pigmentados com antocianina
(Figura 2)

Na avaliagio das plantas antes do florescimento (V4), a tmica diferenga
encontrada foi a presen¢a de antocianina no caule das cultivares IAPAR 57 e
IAPAR 81 (Figura 3) cuja ocorréncia em partes da planta de feijoeiro esta
relacionada com um dos genes que codificam a cor preta das sementes, o gene P.
Como ja mencionado, os genes responsaveis pela cor das sementes possuem
complexa relagdo com outros genes (Basset, 1989). Sendo assim, a presenga de
antocianina nos cotilédones e nos caules das plantulas da cultivar IAPAR 57 e
da cultivar IAPAR 81, sdo caracteristicas que foram herdadas das cultivares
progenitoras Porrillo e Jamapa que possuem sementes com tegumento preto
(Quadro 1).
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Ainda na avaliagdo realizada no estadio de desenvolvimento V4, todas
as cultivares apresentaram habito de crescimento indeterminado, foliolo central
do quarto nd na cor verde médio, auséncia de rugosidade e dimensio média.
Essas caracteristicas apresentaram-se de pouca contribuicio para a diferenciagio
das cultivares; assim, o uso de tais caracteristicas como descritores minimos para
a certificagdio da pureza genética e identificacdio de cultivares de feijio é muito
limitado.

Da mesma forma, no florescimento nio foram detectadas diferengas
entre as seis cultivares estudadas, uma vez que as mesmas apresentaram flores
de coloragio uniforme além de asas e estandartes de cor branca.

Em relagdo as caracteristicas das vagens, estas quando ainda verdes,
apresentaram diferengas, sendo que todas elas mostraram-se com cor verde
uniforme, sec¢do transversal periforme, presenca de fio e superficie lisa. No
entanto, foram observadas diferengas entre as cultivares com relagio as
caracteristicas das vagens no ponto de colheita (maturagdo de colheita - R9). As
cultivares se diferenciaram quanto & forma do perfil, do apice e do dente apical.
As cultivares Aporé e IAPAR 57, Carioca e Pérola, Carioca MG e IAPAR 81,
apresentaram vagens com perfis arqueado, semi-arqueado e reto,
respectivamente (Figura 4). As caracteristicas relacionadas & forma do apice e do
dente apical, também apresentaram-se diferentes no estadio R9. A cultivar
IAPAR 81 apresentou vagens com apice afilado e dente apical reto, enquanto as
demais cultivares apresentaram vagens com apice abrupto e dente apical
arqueado (Figura 4). No entanto, durante as avaliagdes dessas caracteristicas foi
observada certa subjetividade, o que dificulta a utilizagdo dessas para a
certificagiio da pureza genética.

Entre as caracteristicas avaliadas nas sementes, somente foi observada
diferenga na cor do halo para a cultivar Aporé, que apresentou coloragio
amarela (Figura 5).
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FIGURA 2. Cotilédones das plantulas de feijao das seis cultivares de
feijao, indicando a presenga de antocianina ( IAPAR 57).

FIGURA 3. Plantas de feijao ndo apresentando (Carioca MG) e apresentando
antocianina no caule (IAPAR 57 e IAPAR 81).
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FIGURA 4. Vagens de feijio das seis cultivares no ponto de colheita.

FIGURA 5. Cor do halo das sementes de feijio das seis cultivares de feijio.
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Baseando-se nas caracteristicas morfologicas qualitativas, pode-se
observar pela matriz de similaridade apresentada na Tabela 4, que a maior
similaridade genética esta entre as cultivares Carioca e Carioca MG e Carioca e
JIAPAR 57, enquanto as menores similaridades estio entre a cultivar IAPAR 81
com as cultivares Aporé, Carioca e Pérola.

TABELA 4. Similaridades genéticas (posicionadas abaixo da diagonal) e erro
padrio (posicionados acima da diagonal) entre as cultivares de
feijdo Carioca (1), Carioca MG (2), Aporé (3), Pérola (4), IAPAR
57 (5) e IAPAR 81 (6), referentes as caracteristicas morfolégicas
qualitativas. UFLA, Lavras-MG, 1999.

Cultivar 1 2 3 4 5 6
1 - 0,004 0,096 0,096 0,094 0,068
2 0,600' . 0,096 0,096 0,000 0,090
3 0,500 0,500 - 0,000 0,078 0,000
4 0500 0,500 0,333 - 0,096 0,078
5 0,600' 0,333 0,200 0,500 - 0,090
6 0,143 0,333 0,000> 0200 0,333 -

1: par de genétipos menos divergente % par de genétipos mais divergente
Podem-se observar ainda na Tabela 4 os baixos valores referentes aos
erros, 0 que comprova a veracidade dos dados de similaridade genética.

A Figura 6 mostra o dendrograma obtido pelo agrupamento das
cultivares pelo método UPGMA, no qual se pode observar a similaridade
genética entre as cultivares de forma simplificada.
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FIGURA 6. Dendrograma de similaridade genética entre as cultivares de feijdo
Carioca (1), Carioca MG (2), Aporé (3), Pérola (4), IAPAR (5) e
IAPAR 81 (6), referente as caracteristicas morfologicas
qualitativas, obtido pelo método UPGMA. UFLA, Lavras-MG,
1999,

As seis cultivares foram separadas em dois grupos: I) Carioca, Carioca
MG, Aporé, Pérola e IAPAR 57, e II) IAPAR 81. O grupo I ainda pode ser
subdividido , sendo as cultivares Carioca e Carioca MG e Aporé mais
semelhantes entre si, o que esta de acordo com os resultados obtidos por
Machado (1999), pois, como ja mencionado, essas cultivares se originaram de
cruzamentos com 50% ou mais de alelos da cultivar Carioca.

Ainda dentro do grupo I, a cultivar IAPAR 57 foi considerada como
sendo a mais divergente. Tal fato pode ser explicado por esta cultivar ter como
progenitor a cultivar Porrillo que apresenta sementes com tegumento preto.
Além disso, a cultivar IAPAR 57 possui também como progenitores os materiais
CENA 83-1 e CENA 83-2, os quais foram obtidos de linhagens de feijdo
Carioca submetidas a radiagdo, o que originou novos alelos e conseqiientemente
maior variabilidade genética. Tal fato, provavelmente, contribuiu para tomar a
cultivar IAPAR 57 divergente das demais agrupadas no grupo I.

A cultivar JAPAR 81 foi a que apresentou menor grau de similaridade
em relagdo as demais quando se consideraram caracteristicas morfologicas
qualitativas. Vale ressaltar que para sua obten¢io foram utilizados progenitores
obtidos do cruzamento de P. vulgaris com P. acutifolius, como as variedades
G.N. Nebraska e Tara (Tabela 1).
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As cultivares Aporé e Pérola foram classificadas em grupos diferentes,
apesar de esta iltima ter sido originada de uma seleg3o dentro da cultivar Aporé,
que ¢é considerada uma mistura de linhas puras, e consequentemente produzir
materiais mais heterogéneos, a exemplo da auséncia do halo amarelo na cultivar

Pérola, que € caracteristico na cultivar Aporé (Figura 5).

A diferenciagdo das cultivares dentro dos grupos nio pdde ser efetuada
com base nas caracteristicas morfologicas. Diante disso, a certificagdo da pureza
genética nos programas de controle de qualidade de empresas produtoras de
sementes, bem como na identifica¢do de cultivares, baseadas na observagio de
tais caracteristicas ndo € suficiente para a separagdo de materiais com elevado

grau de parentesco, como € o caso das cultivares de feijdo do grupo carioca.

Neste trabalho ndo foi encontrada nenhuma caracteristica morfolégica
qualitativa que separasse todos os materiais. Das seis cultivares de feijdo
estudadas somente trés foram separadas com base nas caracteristicas
morfologicas: cultivar IAPAR 57, por apresentar cotilédones e caule com
antocianina, cultivar IAPAR 81 apresentando antocianina no caule e vagens no
ponto de maturidade de colheita com dente apical reto e apice afilado, e cultivar

Aporé por apresentar sementes com halo amarelo.

Algumas caracteristicas, como as observadas nas vagens, apareceram no
final do ciclo da cultura, o que mostra que, em algumas situagdes, a avaliagdo de
caracteristicas morfologicas requer um pericdo maior e as sementes ja estariam
sendo comercializadas. A cultivar Aporé pode ser separada das demais pela
observagdo do halo amarelo nas sementes secas. Quanto a cultivar IAPAR 57,
esta pode ser separada ainda na fase de plantula pela ocorréncia de antocianina

nos cotilédones.

Sendo assim, se fazem necessarios estudos das caracteristicas

morfolégicas recomendadas como descritores minimos para o feijio em outros
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genétipos, empregando um maior nimero de repetig3es, e a associagio destas

caracteristicas com outros marcadores mais eficientes.

4.3) Marcadores moleculares de proteinas e enzimas:

} Pela analise de proteinas de reserva das sementes das seis cultivares de
feijoeiro por meio de eletroforese em gel de poliacrilamida na presencga de SDS,
foram observados resultados diferentes quanto aos tampGes de extragio
utilizados. Proteinas extraidas com o tampio borato + tampdo desnaturante
apresentaram perfis de bandas de peso molecular entre 213.000 a 47.000 daltons
¢ mais nitidos do que aqueles obtidos com os extratos provenientes das amostras
extraidas com NaCl (Figuras 7A e B).

Pode ser observado pela Figura 7A, onde foi utilizado extrato
proveniente da extra¢io com tampdo borato, que diferengas nos padroes das
proteinas entre as seis cultivares em estudo niio foram detectadas. Os perfis de
bandas compreendidos na faixa de peso molecular de 44.000 daltons, o qual
corresponde a proteina de reserva faseolina, apresentaram a mesma intensidade e
estavam presentes em todas as cultivares. Esse resultado esti de acordo com o
obtido por Driedger et al. (1994) ¢ Pereira & Souza (1992), que também nio
conseguiram diferenciar cultivares de feijdo pela utilizagdo da faseolina, quando
estas pertencem a um mesmo centro de domesticagio, pois dentro deste ha
predominio de um tipo de faseolina. As cultivares estudadas pertencem ao centro

de domesticagio Mesoamericano e, portanto, possuem faseolina do tipo "S".

No método de extragio com NaCl 0,5M, foi observada a presenca de
duas bandas polimérficas na faixa de peso molecular de 32.400 a 18.500 daltons.
As cultivares Aporé e Pérola apresentaram um padrio de bandas imico e
diferente do padrio das outras cultivares, e que ndo se diferenciaram entre si
(Figura 6B).
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O padrdo de bandas unico apresentado pelas cultivares Aporé e Pérola
reflete o grau de parentesco existente entre elas, ja que esta ultima se originou de
uma sele¢do de linhas puras feita nas lavouras da cultivar Aporé. A auséncia de
halo amarelo nas sementes da cultivar Pérola, que € a caracteristica morfologica
qualitativa da cultivar Aporé, sugere, como ja mencionado, que os genes que
codificam a cor do halo em sementes de feijdo, podem estar ligados também a
expressdo de outras caracteristicas como a expressdo de proteinas na faixa de
peso molecular de 32.400 a 18.500 daltons, caracteristica esta responsavel pela
semelhanca observada entre as cultivares Aporé e Pérola neste trabalho. Tal
resultado esta de acordo com Basset (1989) e Leakey (1988) que sugerem a
ligagdo dos genes que codificam a cor do halo com outros genes.

O baixo nivel de polimorfismo protéico obtido pelo método SDS-PAGE
neste estudo sugere o uso de técnicas eletroforéticas mais refinadas, a exemplo
da focalizagiio isoelétrica, visando a separagio de individuos de uma mesma
espécie quanto a sua variabilidade em proteinas.

Na Figura 8 estio apresentados os perfis de proteina das sementes das
cultivares, obtidos pela técnica de isofocalizagdo. Pode ser observado que essa
técnica. gerou maior grau de polimorfismo e as seis cultivares puderam ser
separadas em quatro grupos: I) Carioca e Carioca MG; II) Aporé e Pérola; III)
IAPAR 57. IV) IAPAR 81. ’
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FIGURA 7. Perfis de bandas de proteinas das sementes das cultivares de feijao Carioca (1).
Carioca MG (2), Aporé (3), Pérola (4), IAPAR 57 (5) e IAPAR 81 (6),
extraidas com tampio borato + tampio desnaturante (A) e tampao NaCl (B),
obtidos por eletroforese SDS-Page. P corresponde ao perfil de bandas gerado
pelo padrao de Peso Molecular (daltons).



FIGURA 8.

Perfil de bandas de proteina das sementes das cultivares de
feijao Carioca (1), Carioca MG (2), Aporé (3), Perola (4).
IAPAR 57 (5) e IAPAR 81 (6), obtido pela técnica
eletroforética de isofocalizagdo.



TABELA 6. Similaridades genéticas (posicionadas abaixo da diagonal) e erro
padrdo (posicionados acima da diagonal) entre as cultivares de
feijdo Carioca (1), Carioca MG (2), Aporé (3), Pérola (4), IAPAR
57 (5) e IAPAR 81 (6), referentes aos dados protéicos obtidos
pela técnica eletroforética de isofocalizagio. UFLA, Lavras-MG,

1999.

Cultivar 1 2 3 4 5 6
1 - 0,082 0,133 0,107 0,133 0,138
2 0,900' - 0,124 0079 0,138 0,138
3 0,364 0,273 - 0,136 0,127 0,125
4 0,182  0,091> 0,600 - 0,115 0,137
5 0,636 0,545 0,300 0,222 - 0,139
6 0,545 0455 0,714 0429 0,500 -

" par de genétipos menos divergente % par de genotipos mais divergente

Pode ser observado pela Tabela 6, que a similaridade média entre as seis
cultivares foi de 0,61 e os valores maximo de 0,900 entre as cultivares Carioca e
Carioca MG, e minimo de 0,091 Pérola e Carioca MG. Ainda nesta tabela,
podem-se observar os baixos valores referentes aos erros, 0 que comprova a
veracidade dos dados de similaridade genética.

A similaridade genética, representada de forma simplificada pelo
dendrograma obtido pelo método UPGMA, mostra a separagdo das cultivares
em dois grupos: I) Carioca, Carioca MG e IAPAR 57, grupo II) Aporé, IAPAR
81 e Pérola, havendo dentro de cada grupo uma subdivisdo (Figura 9).
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FIGURA 9. Dendrograma de similaridade genética entre as cultivares de feijdo
Carioca (1), Carioca MG (2), Aporé (3), Pérola (4), IAPAR 57 (5) e
IAPAR 81 (6), referentes ao perfil de bandas protéicas gerado por
isofocalizacdo, obtido pelo método UPGMA. UFLA, Lavras-MG,
1999.

O grupo I foi dividido em dois subgrupos: I) Carioca e Carioca MG; II)
IAPAR 57, e grupo II nos subgrupos I) Aporé e IAPAR 81 e II) Pérola.

O agrupamento das cultivares Carioca e Carioca MG num mesmo
subgrupo reforga os resultados de Machado (1999), como ji mencionado. A
presenga da cultivar IAPAR 57 neste mesmo subgrupo provavelmente seja por
causa da existéncia de progenitores oriundos da cultivar Carioca, mesmo sendo
submetida a alteragdes do gendtipo por meio de radiagdo. A exposicio a
radiagdo pode ter sido responsavel pela divergéncia apresentada entre esta
cultivar e as cultivares Carioca e Carioca MG (0,663 e 0,545, respectivamente).
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A similaridade genética entre as cultivares Aporé e IAPAR 81
provavelmente seja em razio da existéncia em suas genealogias de progenitores
com sementes apresentando tegumento da cor preta. No caso da cultivar Aporé,
esses progenitores estdo representados pelas cultivares Porrillo e Comell 49-242,
e na cultivar IAPAR 81 pela cultivar Jamapa. Parece que o controle genético da
cor do tegumento afeta outros genes os quais devem ser responsaveis por outras
caracteristicas agrondmicas, conforme abordado por Basset (1989) e Leakey
(1988).

Pelo agrupamento das cultivares, considerando-se a homogeneidade
dentro dos grupos e a heterogeneidade entre os grupos, as cultivares Aporé e
Pérola se mostraram semelhantes, apesar de esta dltima ter sido selecionada
visando a eliminagdo do halo amarelo, uma vez que Os genes responsaveis por
esta caracteristica estio ligados a caracteristicas indesejaveis como o aumento do
tempo de cozimento, escurecimento e diminui¢io da digestibilidade dos grios
(Leakey, 1988). Essa similaridade entre as duas cultivares pode ser observada
pelos padroes protéicos obtidos pelas modalidades eletroforéticas de
isofocalizagdo e SDS-PAGE, nos quais as cultivares Aporé e Pérola
apresentaram padrdes idénticos entre si (Figuras 7 e 8).

A semelhanga existente entre as cultivares Aporé e Pérola, observada
nos padrdes protéicos, e a distancia genética revelada entre as mesmas cultivares
pelas caracteristicas morfoldgicas, provavelmente seja gragas ao fato de que
caracteres morfolégicos tém maior efeito fenotipico, sendo mais passiveis de
serem selecionados, enquanto caracteristicas moleculares sdo mais conservadas
ao longo dos processos de domesticacio e melhoramento, como proposto por
Gepts (1991).

Como observado, a modalidade eletroforética de isofocalizagdo permitiu
a separagdo das cultivares em quatro grupos enquanto a eletroforese SDS-Page

separou as cultivares em apenas dois grupos, ficando reconhecida a utilidade da
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primeira para a identificagdo de cultivares. Pelos resultados obtidos, a
eletroforese de proteinas para a identificacdo de cultivares como recomendado
pela ISTA (1996), ¢ uma ferramenta importante. No entanto, recomenda-se a
associagdo de modalidades eletroforéticas como forma de complementagio de
resultados, o que estd de acordo com Driedger et al. (1994) e Hussain et al.
(1986).

Quanto aos marcadores enzimaticos, ocorreram variagdes nos ‘padroes
de banda para trés dos cinco sistemas enzimiticos analisados, em que os
monomoérficos incluiram as enzimas peroxidase (PO-EC. 1.11.1.7) e glutamato
oxaloacetato transaminase (GOT-EC.2.6.1.1), e os polimérficos incluiram as
enzimas esterase (EST-EC.3.1.1.1), alcool desidrogenase (ADH-EC 1.1.1.1) e
diaforase (DIA-EC. 1.8.1.4) (Figuras 10 e 11).

O polimorfismo encontrado para o sistema enzimatico esterase também
foi observado por Driedger et al. (1994), que detectaram diferengas nos padrdes
de banda para este sistema, quando utilizaram extratos provenientes de amostras
de caule de varias cultivares de feijdo. Diferentes padrdes de bandas para essa
enzima foram observados para a cultivar Aporé, sendo que as demais
apresentaram-se com © mesmo padrdo. Quanto a enzima alcool desidrogenase,
padroes de bandas semelhantes foram observados para as cultivares Carioca e
Canoca MG, Aporé e IAPAR 57 e Pérola e IAPAR 81 (Figura 11). A enzima
diaforase apresentou trés padrées de bandas distintos para as cultivares Carioca;
Canoca MG, IAPAR 57 ¢ IAPAR 81; Aporé e Pérola (Figura 11).
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FIGURA 10. Perfis de bandas monomorficas dos sistemas enzimdticos
peroxidase (PO) e glutamato oxaloacetato transaminase
(GOT), extraidos de epicétilos de plantulas de feijio das
cultivares Carioca (1), Carioca MG (2), Aporé (3), Pérola (4),
IAPAR 57 (5) e IAPAR 81 (6), obtidos pelo método
eletroforético Nativa-Page.
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Observando-se a Tabela 7, os valores de similaridade genética média
existente entre as seis cultivares foi de 0,46. Os maiores valores de similaridade
foram apresentados entre as cultivares IAPAR 57 e Aporé (0,800) e IAPAR 57 ¢
Carioca MG (0,600). Ainda nesta tabela, podem-se observar os baixos valores
referentes aos erros, o que comprova a veracidade dos dados de similaridade
genética. '

TABELA 7. Similaridades genéticas (posicionadas abaixo da diagonal) e erro
padrio (posicionados acima da diagonal) entre as cultivares de
feijdo Carioca (1), Carioca MG (2), Aporé (3), Pérola (4), IAPAR
57 (5) e IAPAR 81 (6), com base na eletroforese de enzimas do
epicétilo. UFLA, Lavras-MG, 1999,

Cultivar 1 2 3 4 5 6
1 - 0,115 0,111 0,000 0,115 0,000
2 0,400 - 0,118 0,000 0,115 0,102
3 0,333 0,500 - 0,000 0,094 0,094
4 0,000 0,000° 0,000° - 0,000 0,000
5 0,400 0,600 0,800' 0,000° - 0,102
6 0,000° 0,250 0,200 0,000° 0250 -

': par de gen6tipos menos divergente 2 par de gendtipos mais divergente
Pelo dendrograma obtido, as cultivares foram separadas em quatro

grupos: I) Carioca e Carioca MG; II) Pérola; II) IAPAR 81; IV) Aporé e
IAPAR 57 (Figura 12).
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FIGURA 12. Dendrograma de distéincias genéticas entre as cultivares de feijio
Carioca (1), Carioca MG (2), Aporé (3), Pérola (4), IAPAR 57 o)
e IAPAR 81 (6), referentes ao perfil de bandas enzimiticos,
obtido pelo método UPGMA. UFLA, Lavras-MG, 1999,

O agrupamento das cultivares Carioca e Carioca MG em um mesmo
grupo, como ja explicado pelos demais marcadores, provavelmente se deveu a
elevada proporgéo de alelos Carioca envolvidos nos cruzamentos que originaram
a cultivar Carioca MG (Machado, 1999). A separagio da cultivar Pérola em um
uinico grupo, apesar de ela ter-se originado de uma sele¢io dentro da cultivar
Aporé, o que faz com que tenham varios genes em comum, provavelmente foi
gracas a detecgdo de um gene especifico dessa cultivar.

O agrupamento da cultivar IAPAR 81 isoladamente provavelmente foi
por causa da existéncia, em seu gendtipo, de informagdes genéticas referentes a
outra espécie combinada com Phaseolus vulgaris, como ja comentado, apesar de
esta cultivar possuir caracteristicas préprias do grupo carioca.

A grande similaridade existente entre as cultivares Aporé e IAPARS7
esta relacionada com a existéncia de um progenitor comum, sendo este a cultivar

Porrillo, que possui sementes com tegumento preto.



Apesar de Acquaah, Isleib e Ferguson (1994) comentarem sobre o uso
restrito de enzimas como marcadores em feijio em razio da especificidade de
alelos existentes dentro dos centros de domesticacdo, foi observado algum
polimorfismo, que permitiu separar determinadas cultivares.

Pela eletroforese das enzimas alcool desidrogenase e esterase as
cultivares Aporé e Pérola apresentaram-se distintas. Essas cultivares também
puderam ser separadas por meio de marcadores morfoldgicos. Burguess e Bell
(1983) e Burguess et al. (1985) citados por Alfenas (1998), relataram que as
informagdes obtidas por meio de marcadores enzimaticos e morfologicos sdo
bastante semelhantes. A cultivar Aporé pode ser separada pela presenca do halo
amarelo nas sementes secas, o que facilita e toma mais rapido o trabalho de
certificagdo da pureza genética. Isso inviabilizaria a utilizagdo do sistema
enzimatico esterase para esse caso especifico.

O sistema enzimatico diaforase foi considerado um bom marcador
enzimatico para a diferenciagio da cultivar Carioca em relagdo as demais, ja que
esta € a cultivar mais plantada no pais (Figura 11). Os padrées da enzima lcool
desidrogenase, semelhantes para as cultivares Carioca e Carioca MG, Aporé e
IAPAR 57, Pérola e IAPAR 81, foram considerados pouco eficientes para a
separagdo de cultivares no caso de contaminagdes genéticas nos lotes de
sementes dentro do mesmo grupo.

Apesar das limitagdes impostas ao uso de enzimas como marcadores,
limitagGes estas advindas do efeito da presenca de microrganismos nas sementes
e do nivel de qualidade fisiologica como relatado por Silva (1997) e Vieira
(1996), a utilizacdo de tais marcadores foi promissora para a certificacdo da

pureza genética e identificacdo de cultivares de feijdo.
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4.4) Marcadores moleculares de DNA:

Neste estudo foram utilizados 52 iniciadores os quais geraram 224
produtos amplificados, com um nimero médio de bandas/iniciador
correspondente a 2,06.

Do total de produtos amplificados, 123 mostraram polimorfismo e 101
foram monomorficos. O nimero de bandas polimérficas é considerado suficiente
para a avaliacio da divergéncia genética entre cultivares de feijio. De acordo
com Nienhuis et al. (1995) sdo necessarias no minimo 100 bandas polimérficas
para uma boa amostragem do genoma desta espécie. No entanto, Johns et al.
(1997) verificaram que 50 bandas polimérficas produziram o mesmo
agrupamento obtido com 106 bandas, quando estudaram a divergéncia genética
entre 69 cultivares de feijdo do Chile.

A maioria dos iniciadores apresentou uma a duas bandas polimérficas,
sendo que os iniciadores OP-B04, OP-B08 e OP-C14 apresentaram cinco bandas
e os iniciadores OP-B07 e OP-B11, seis bandas polimérficas (Tabela 1A). O
baixo nivel de polimorfismo gerado pela maioria dos iniciadores provavelmente
foi em razio da homogeneidade entre as cultivares (Tabela 1). Resultados
semelhantes foram obtidos por Machado (1999) que, trabalhando com cultivares
de feijdo do grupo carioca, obteve de uma a duas bandas polimérficas por
iniciador.

Na Figura 13 estdo apresentados os padrdes de bandas obtidos pelos
iniciadores OP-B04, OP-B07, OP-B08, OP-B11 e OP-C14. Observa-se que, com
a utilizag~cao dos iniciadores OP-B04 ¢ OP-B08, foi possivel separar as seis
cultivares de feijao em cinco grupos, sendo que as cultivares Aporé e Pérola
apresentaram padrSes de bandas semelhantes. Uma provavel explicagio para
essa semelhanca pode ser o fato de a cultivar Pérola ter-se originado de uma
sele¢do dentro da cultivar Aporé. Pela utiliza¢do do iniciador OP-B04 também

foi possivel separar a cultivar Carioca das demais cultivares.
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Em relagdo ao iniciador OP-B07, apenas as cultivares IAPAR 57 e
IAPAR 81 ndo puderam ser distinguidas, sendo as demais cultivares passiveis
de serem diferenciadas por este iniciador.

Quanto ao iniciador OP-B11, somente as cultivares Carioca e Carioca
MG ndo puderam ser separadas, ja que as demais apresentaram padrdes de
bandas unicos. No entanto, o iniciador OP-C14 gerou padrbes de bandas
diferentes para as cultivares Carioca, Carioca MG e Aporé, Pérola, IAPAR 57 e
IAPAR 81.

Vale ressaltar que os iniciadores OP-B04, OP-B08 ¢ OP-C14 foram
uteis para separar a cultivar Carioca das demais. Sabe-se que considerando a
seqiiéncia de bases desses iniciadores pode-se construir um "primer" especifico
para ser utilizado na certificagio da pureza genética de cultivares de feijdo nos
programas de controle de qualidade das empresas produtoras, uma vez que essa
cultivar € a mais plantada no pais.
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O valor médio de similaridade genética entre as seis cultivares foi de
0,71, o maior valor foi observado para as cultivares IAPAR 57 e Pérola (0,800)
e O menor para as cultivares Carioca e Carioca MG (0,309), como pode ser
observado na Tabela 8, na qual se podem observar os baixos valores do erro

associado as similaridades genéticas, o que comprova a veracidade dos dados.

TABELA 8. Similaridades genéticas (posicionadas abaixo da diagonal) e erro
padrao (posicionada acima da diagonal) entre as cultivares de
feijdo Carioca (1), Carioca MG (2), Aporé (3), Pérola @),
IAPAR 57 (5) e IAPAR 81 (6), referentes aos produtos de
amplificagdo de DNA . UFLA, Lavras-MG, 1999.

Cultivar 1 2 3 4 5 6
1 - 0,031 0,033 0,031 0,032 0,032
2 0,309° - 0,029 0,033 0,033 0,033
3 0,397 0,735 - 0,029 0,029 0,029
4 0,312 0,600 0,757 - 0,027 0,029
5 0,362 0,584 0,757 0,800 - 0,028
6 0,370 0,606 0,747 0,743 0,777 -

': par de gen6tipos menos divergente % par de genotipos mais divergente

Conforme pode ser observado pelo dendrograma (Figura 14) as seis
cultivares foram separadas em trés grupos: I) Carioca e Carioca MG; II) Pérola
¢ IAPAR 57; IIT) Aporé e IAPAR 81.
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FIGURA 14. Dendrograma de distincias genéticas entre as cultivares de feijdo
Carioca (1), Carioca MG (2), Aporé (3), Pérola (4), IAPAR 57 (5)
e IAPAR 81 (6), referentes aos produtos de amplificagio de DNA,
obtido pelo método UPGMA. UFLA, Lavras-MG, 1999,

O agrupamento das cultivares Carioca e Carioca MG em um mesmo
grupo ¢ por causa da existéncia de aproximadamente 50% de alelos da cultivar
carioca envolvidos nos cruzamentos para a obtengio da cultivar Carioca MG,
como citado por Machado (1999), o que comprova a similaridade genética
existente entre elas.

A semelhanga existente entre as cultivares Pérola e JIAPAR 57
provavelmente ¢ devida ao grau de parentesco existente entre elas, pois a
cultivar Pérola € uma linha pura obtida com base na selegiio dentro da cultivar
Aporé, que possui como progenitores as cultivares Comell 49-242 e Porrillo as
quais possuem sementes com tegumento preto. Esta ultima foi utilizada também
como um dos progenitores dos cruzamentos para a obten¢do da cultivar IAPAR
57. Provavelmente as cultivares Pérola e IAPAR 57 possuem caracteristicas
codificadas pelos genes relacionados a cor do tegumento como citado por Basset
(1989) e Leakey (1988), o que as torna bastante semelhantes.



Em relagdo as cultivares Aporé e IAPAR 81, a similaridade genética
existente entre elas provavelmente é conseqiiéncia da existéncia, nos
cruzamentos que as originaram, de progenitores como as cultivares Porrillo,
Comell 79-242 ¢ Jamapa que possuem sementes com tegumento preto. Sendo
assim, a cor do tegumento dos progenitores e outras caracteristicas associadas a
ele podem ser responsdveis pela similaridade genética existente entre estas
cultivares.

Pelo dendrograma pode-se verificar também que nio hi nenhuma
similaridade genética entre os trés grupos, estando estes bem definidos.

Apesar de, neste estudo, a diferenciagdo total das seis cultivares nio ter
sido possivel pelo uso da técnica RAPD, esta possibilitou a separagio das
cultivares em trés grandes grupos, o que coloca a técnica RAPD como uma
ferramenta util no estudo da similaridade genética entre individuos de uma
mesma espécie e estritamente relacionados. Resultados semelhantes foram
obtidos por Abdelncor, Barros e Moreira (1995), que trabalharam com a
identificacdo de cultivares de soja.

4.5) Correlagdo entre os marcadores morfolégicos e moleculares de proteinas,
enzimas e DNA:

Pela Tabela 9, apresentam-se os coeficientes de correlagdo entre os
quatro tipos de marcadores utilizados neste estudo.
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TABELA 9. Coeficiente de correlagio entre os marcadores morfologicos

quantitativos e qualitativos, marcadores bioquimicos de proteinas
e enzimas e marcadores moleculares de DNA, obtidos pela
correlagdo de Spearman. UFLA, Lavras-MG, 1999.

M. Quant. M. Qual. Proteina Enzima DNA

M.Quant. - -0,03™ 0,188 0,05 0,39™

M. Qual. - 0,16 0,17™ -0,45™
Proteina - 0,238 -0,19%8
Enzima - -0,13™
DNA

Y5 ndo significativo pelo teste de t ao nivel de 5% de probabilidade.

Pela nio-significancia das correlagdes entre os marcadores (Tabela 9),
percebe-se que cada tipo de marcador utilizado atribuiu diferentes valores de
similaridade genética entre as cultivares estudadas. Tal fato pode ser explicado
pela baixa vaniabilidade genética existente entre as cultivares, uma vez que

todas pertencem ao mesmo grupo comercial e possuem progenitores em comum.
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5. CONCLUSOES
Os resultados obtidos neste trabalho permitem concluir que:

As seis cultivares de feijdo estudadas podem ser distinguidas pelo peso de
1000 sementes.
A cultivar IAPAR 57 apresenta cotilédones com antocianina.
A cultivar Aporé apresenta sementes com halo de cor amarela.

A cultivar IAPAR 81 apresenta antocianina no caule e suas vagens no ponto
de colheita apresentam apice afilado e dente apical reto.

A eletroforese de proteinas ¢ eficiente na separagio das cultivares Aporé e
Pérola das demais cultivares estudadas.

O sistema enzimético esterase possibilita a distingio da cultivar Aporé.

O sistema enzimatico alcool desidrogenase possibilita a distingdo entre as
cultivares Carioca e Carioca MG, Aporé e IAPAR 57, Pérola e IAPAR 81.
O sistema enzimético diaforase possibilita a distingio da cultivar Carioca.

Os iniciadores mais polimérficos para as cultivares de feijdo estudadas sio
OP-B04,0P-B07, OP-B08, OP-B11 ¢ OP-C14. Destes, os iniciadores OP-
B04, OP-B08 e OP-B11 diferenciaram quatro das seis cultivares de feijdo.

10- A certificagdo da pureza genética de cultivares de feijdo do tipo carioca deve

ser realizada utilizando-se a associagio de marcadores morfologicos e

moleculares de proteinas, enzimas e moleculares de DNA.
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6. CONSIDERACOES FINAIS

Com o advento da Lei de Protegio de Cultivares, os investimentos na
criagdo e lancamento de novas cultivares, principalmente de espécies autdgamas,
vem tomando o mercado competitivo. Sendo assim, as empresas produtoras de
sementes tém investido em programas de controle de qualidade procurando
monitorar a pureza genética nas diferentes etapas de produgdio, cuja tendéncia
atual é de que a certificagio da pureza genética seja realizada nio somente por
meio de marcadores morfologicos, mas também por meio de marcadores
moleculares de proteinas e enzimas e até mesmo de DNA.

A escolha dos marcadores a serem utilizados depende de varios fatores.
Dentre os quais pode-se citar a base genética das cultivares, sendo que a maioria
das variedades comerciais possui uma base genética estreita, requerendo para a
certificagio de sua pureza genética marcadores de maior valor informativo como
os moleculares.

A disponibilidade de recursos é também um dos fatores que afeta a
escolba do tipo de marcador a ser utilizado, sendo que a associagio de
marcadores se faz muito util como forma de amenizagio de gastos e
complementagcio de resultados. Neste ultimo caso, em se tratando de
contaminagdes varietais em lotes de sementes de materiais muito homogéneos
como as seis cultivares de feijdo do grupo carioca estudadas aqui, ndo ha um
melhor marcador a ser recomendado, e sim a associagio destes para a

certifica¢do da pureza genética.
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TABELA 1A. Iniciadores utilizados e respectivas seqiiéncias de bases,
numero de bandas polimérficas e monomérficas para as
seis cultivares de feijdo estudadas. UFLA, Lavras - MG,

1999.
Tniciador Sequéncia (5-3) N° Bandas N< Bandas
Polimérficas Monomérficas
OP-A01 CAGGCCCTTC 3 2
OP-A04 AATCGGGCTG 0 2
OP-A05 AGGGGTCTTG 1 2
OP-A06 GGTCCCTGAC 1 4
OP-A07 GAAACGGGTG 4 1
OP-A16 AGCCAGCGAA 0 2
OP-A19 CAAACGTCGG 1 1
OP-B02 TGATCCCTGG 4 0
OP-B03 CATCCCCCTG 4 1
OP-B04 GGACTGGAGT 5 2
OP-B07 GGTGACGCAG 6 1
OP-B08 GTCCACACGG 5 1
OP-Bl1 GTAGACCCGT 6 1
OP-B13 TTCCCCCGCT 3 0
OP-Bl4 TCCGCTCTGG 4 0
OP-B16 TTTGCCCGGA 3 1
OP-C09 CTCACCGTCC 1 3
OP-Cl1 AAAGCTGCGG 2 3
OP-C12 TGTCATCCCC 3 1
OP-C14 TGCGTGCTTG 5 0
OP-C15 GACGGATCAG 4 2
OP-C19 GTTGCCAGCC 3 0
OP-C20 ACTTCGCCAC 4 3
OP-D01 ACCGCGAAGG 0 4
OP-D02 GGACCCAACC 4 2
OP-D03 GTCGCCGTCA 4 1
... continua...
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TABELA 1A, Cont.

OP-D05 TGAGCGGACA 1 3
OP-D07 TTGGCACGGG 0 2
OP-D09 CTCTGGAGAC 2 2
OP-D12 CACCGTATCC 1 2
OP-D14 CTTCCCCAAG 0 2
OP-D16 AGGGCGTAAG 1 4
OP-D19 GTGGGGACTT 1 4
OP-E0] CCCAAGGTCC 3 3
OP-E02 GGTGCGGGAA 1 3
OP-E05 TCAGGGAGGT 1 4
OP-E06 AAGACCCCTC 1 6
OP-E07 AGATGCAGCC 3 1
OP-E08 TCACCACGGT 4 2
OP-E09 CTTCACCCGA 2 1
OP-E10 CACCAGGTGA 2 4
OP-El1l GAGTCTCAGG 3 3
OP-El2 TTATCGCCCC 3 0
OP-E17 CTACTGCCGT 1 1
OP-E19 ACGGCGTATG 1 3
OP-FO1 ACGGATCCTG 4 0
OP-F02 GAGGATCCCT 2 1
OP-F05 CCGAATTCCC 2 1
OP-F06 GGGAATTCGG 1 2
OP-F14 TGCTGCAGGT 2 0
OP-F15 CCAGTACTCC 0 4
OP-F16 GGAGTACTGG 0 3
Total 123 101
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TABELA 2A. Valores de Prob>:it obtidos no calculo da correlacdo de
Spearman, referentes a combinagdo dois a dois dos
marcadores morfoldgicos quantitativos (1) e qualitativos (2)
e moleculares de proteinas (3), enzimas (4) e DNA (5).
UFLA, Lavras - MG, 1999.

Marcador 1 Marcador 2 Prob>: t
1 2 0,90676953
1 3 0,52390743
1 4 0,86499167
1 5 0,14507953
2 3 0,56186657
2 4 0,54165826
2 5 0,09009584
3 4 0,40517473
3 5 0,50261695
4 5 0,64800518
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