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RESUMO

O objetivo do trabalho foi estimar a divergénciadea da cultivar
Carioca utilizada por diferentes instituicbes, besmo de outras 16 cultivares
de feijdo-comum utilizadas na Rede CooperativaB3astileira de Pesquisa de
Feijdo, por meio de marcadores moleculares miaglies associados a QTLs
de interesse agrondémico. Foi preparado um bulkcplttivar contendo o DNA
de 30 plantas, para que apenas os alelos com freiguguperior a 15% em cada
cultivar pudessem ser detectados. Os bulks forailizagios em reacdes
microssatélites conprimers pré-selecionados com base na distribuicdo dos
mesmos no mapa cromossdmico do feijoeiro e na tegistica agrondmica
marcada pelo loco em questdo. As estimativas dergBwncia genética, bem
como a caracterizacdo da diversidade genética,ganta, identificacdo do
namero 6timo de marcadores, avaliacdo da estreturariancia populacional
foram realizadas utilizando 22 SSRs polimérficossds marcadores foram
eficientes para estimar as relacdes genéticas entdentro das cultivares
avaliadas, amplificando um total de 56 alelos. ®fzgam-se altos valores de
heterozigosidade observada para plantas autégamagie pode indicar a
ocorréncia de mistura. A divergéncia genética easreultivares foi estimada
utilizando o complemento do coeficiente de similade ponderado e esses
valores foram utilizados para constru¢cédo de um aignagina utilizando o método
de agrupamento UPGMA. Houve divergéncia genétitee encultivar Carioca
fornecida pelas instituicbes; sendo as amostrascudéivar Carioca mais
semelhantes entre elas do que em relacdo as deni@igres; e a cultivar
Carioca fornecida pelo IAPAR foi a mais divergedtientre as amostras de
Carioca. Os menores valores de dissimilaridade tigenéoram encontrados
entre a cultivar Carioca fornecida pela UFLA e gelMdBRAPA Arroz e Feijao.



A maior estimativa de dissimilaridade genéticagiotontrada entre as cultivares
CNFP 10104 e BRS MG Realce, pertencentes a tiposroiais e grupos
génicos distintos, Preto/mesoamericano e Rajadiofandespectivamente. A
analise da estrutura populacional utilizando ovemfe Structure separou as
cultivares em dois grupos de maior similaridadeétjea. Entretanto, ndo houve
formacgéo de grupos definidos que separassem @oipercial Carioca do tipo
comercial Preto em raz&o da origem das cultivadaserimers utilizados nao
marcarem locos relacionados a cor da semente. faBgsdambém pode ser
observado pelo dendograma e pode indicar a preskngastura. A andlise de
variancia molecular (AMOVA) mostrou que as cultesrapresentaram maior
variacdo genética entre cultivares do que dentrrutlyares ou entre 0s grupos
Carioca e Preto. A variacdo genética dentro dévaudts foi elevada para uma
planta autdgama, o que pode indicar a ocorréncianitura. A elevada
divergéncia entre cultivares indica alto potendilexploragcéo da variabilidade
genética pelo melhoramento. A baixa variabilidaddres grupos pode ser
explicada pela genealogia das cultivares, pois asuitultivares possuem
genitores pertencentes a tipos comerciais ou grg@aisos diferentes.

Palavra-chave:Phaseolus vulgaridPureza Genética Mistura de Cultivares

Marcadores Moleculares SSR.



ABSTRACT

The aim of this work was to evaluate the genetiejence among
Carioca cultivar used by different institutions,daathers 16 common-beans
cultivars from Rede Cooperativa Sul Brasileira @sdrisa de Feijao, through
microsatellite molecular markers associated to QTwi#th agronomic
importance. One bulk for cultivar was prepared,taming 30 plants DNA, thus
only the alleles with frequency higher than 15%ath could be detected. The
bulks produced were used in microsatellite reastiosing primers previously
selected, based on their distribution in the bdanrmosomic map and on some
identifying QTLs of agronomic traits. The estimate® genetic divergence,
diversity index, endogamy index, ideal number ofkaes, population structure
and analysis of molecular variance were obtainéagua2 polymorphic SSRs.
These markers were efficient to estimate the gemetlationship among and
within the evaluated cultivars, amplifying a tot#l 56 alleles. High levels of
heterozigosity for autogamous plants were obseragd can indicate the
occurence mixture of lines in each cultivar. Thengdee divergence was
evaluated using the weighted complement of sinjlacbefficient and these
values were used to construct a dendogram und&fRBMA grouping method.
There was genetic divergence among the Cariocavauftom four institutions,
but the Carioca cultivar samples were more simélarong themselves then
others cultivars. The Carioca cultivar from IAPARasvthe most divergent
sample among the Carioca cultivar. The lower valokegenetic dissimilarity
observed were found between the Carioca cultivan fuFLA and EMBRAPA
Arroz e Feijao, and the largest estimate betweerctiftivars CNFP 10104 and
BRS MG Realce, belonging to different commerciaety and genic groups,
Black/Mesoamerican and Red Spotted/Andin, respalgtivi he analysis of the



populational structure divided the cultivars in tgooups of higher genetic
similarity. Though, there were no defined groupsstaicted that could separate
the Carioca and Black commercial type because efotiigin of the cultivars,
and the primers used do not mark locus relatedhdéocblor of the seed. The
molecular variance analysis (AMOVA) shows the salts have more genetic
variation among themselves than within or betweeugs Carioca and Black.
The genetic variation within cultivars was higher dutogamous plant. This fact
can indicate that there is higher potential to ¢jeneriability exploration for
breeding. The lower variability among groups canexplained by cultivars
genealogy, because many of them have parents ledptige commercial types

or different genic groups.

Keywords:Phaseolus vulgaris Genetic Purity. Cultivates Moisture. Molecular
Markers. SSR.
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1 INTRODUCAO

O feijao-comum Phaseolus vulgarid.) € uma das principais culturas
produzidas e consumidas no Brasil. De acordo cdanmnracGes do Ministério
da Agricultura (BRASIL, 2013), a producéo médiaarde feijao corresponde a
3,5 milhdes de toneladas e pode-se esperar o rersti no consumo interno
em cerca de 1,2% ao ano no periodo de 2009/20009%42D20.

A importancia do feijdo extrapola o aspecto ecdn6ndevido a sua
relevancia como componente cultural e alimentjpbalendo ser considerado, de
acordo com Barbosa e Gonzaga (2012), um dos pitedieta brasileira. O
feijdo também se destaca como uma excelente opgéiional para a
populacdo de baixa renda, pois, além das inUmemwigdades nutricionais
associadas a esse alimento, o baixo custo e aegrpratiucdo de graos
contribuem para torna-la acessivel a toda populacao

A produtividade da cultura é constantemente lidasitpela pequena
utilizacdo de sementes certificadas pelos agri@agtqrincipalmente quando o
cultivo é desenvolvido por pequenos proprietares geral as sementes das
cultivares utilizadas sdo derivadas de cultivoser@mtes sem os cuidados
necessarios quanto a pureza e a qualidade fittdisanT ais dificuldades podem
ser reduzidas por meio do uso de sementes cedtafica cultivares melhoradas
indicadas para cada regido de cultivo. Assim, agrnamas de melhoramento
genético de feijdo tém se desenvolvido com objetieqroduzir cultivares de
alta produtividade, resistentes a pragas e doeacgse possuam qualidade
tecnolégica, como tempo de cozimento adequadol@&gdas nutricionais.

A avaliacdo da divergéncia genética entre cultivage util para o
manuseio de bancos de germoplasma, em algumasadtdd de melhoramento,

como no retrocruzamento e também na identificac@odidergéncia entre
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cultivares e mesmo entre amostras de uma mesmaaculitiizada em
diferentes instituicdes.

Dentre as cultivares utilizadas em programas dehongiento, a
Carioca é muito utilizada. Em um estudo realizaoio\feloso (2012) utilizando
96 gendtipos da cultivar Carioca fornecida pelditui® Agronémico do Parana
(IAPAR), a autora constatou presenca de individuetgrozigotos superior a
5%. Considerando que o feijoeiro € uma planta am@g a autora concluiu que
a cultivar Carioca utilizada pelo IAPAR néo estpuma. Além disso, verificou
gue havia locos trialélicos; o que significa queudtivar avaliada é composta
por uma mistura de no minimo trés linhagens. Didetsse resultado, surgiu o
interesse em avaliar a divergéncia genética entrdtizar Carioca utilizada em
outras instituicdes mantenedoras e usuérias (Wsidzsde Federal de Lavras -
UFLA, Embrapa Arroz e Feijao - CNPAF, Instituto Agbmico do Parana -
IAPAR e Instituto Agronémico de Campinas - IAC),nbecomo de outras
cultivares/linhagens de feijao integrantes do ensi@ Rede Cooperativa Sul
Brasileira de Pesquisa de Feijdo. Essa avaliac@ergoinformar sobre a
divergéncia da Cultivar Carioca utilizada nessastitiricbes em relagdo a
Carioca original obtida pelo IAC, sugerir procedmus para manutencdo de
cultivares e mesmo indicar a necessidade de aledarersidade das cultivares
em programas futuros de melhoramento. A avaliagididergéncia genética
entre as cultivares/linhagens podera fornecer imhgdes Uteis para auxiliar na
escolha de genitores para programas de melhoramento

O objetivo do trabalho foi estimar a divergénciadea da cultivar
Carioca utilizada por diferentes instituicbes, beomo de outras cultivares
utilizadas na Rede Cooperativa Sul Brasileira ejfisa de Feijdo, por meio de

marcadores microssatélites associados a QTLs detesgs agronémicos.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 O Feijoeiro: Aspectos Botanicos, Origem e Impténcia da Cultura

O feijdo-comumPhaseolus vulgarjsé pertencente ao génd?haseolus
L., subtribo Phaseolineae, tribo Phaseoleae, siildaRapilionoideae, familia
Fabaceae, ordem Rosales, subclasse Archichlamydiease Dicotyledoneae,
sub-ramo Angiospermae, ramo Embryophytae e reimant&g (VIEIRA,
PAULA JUNIOR; BOREM, 2011).

O génerd?haseolugpossui cerca de 55 espécies, das quais apenas cinc
sdo cultivadasP. vulgaris L, P. lunatus L. P.coccineus L..P. acutifoliuse P.
polyanthus Essas espécies, embora apresentem importanciaraalmmais
restrita queP. vulgaris L, possuem importancia no melhoramento genético
como fonte de resisténcia a estresses, podendorgEegadas em cruzamentos
interespecificos corR. vulgaris;como é o caso da espééle coccineusjue é
bastante préxima do feijdo-comum e produz hibridbsrespecificos viaveis.
Assim como as demais espéciPhaseolus vulgari® dipléide (2n=2x=22) e
possui 11 pares de cromossomos.

A maioria das cultivares possui ciclo vegetativatsiea 110 dias, sendo
influenciado pela época do plantio. O surgimenwfttaes tem inicio, em geral,
até 45 dias apo6s a emergéncia das plantulas de sol@riavel de acordo com a
precocidade da cultivar. A floracdo dura de 12 adi®, aproximadamente
(VIEIRA; PAULA JUNIOR; BOREM, 2011).

Segundo Debouck (1993), foram identificados tréqtros de
diversidade genética do géndthaseolumas Américas. O primeiro localiza-se
na regidao central das Américas, principalmente #xitb, onde se originou a

maioria das cultivares que produzem graos pequsstaglhantes ao “Carioca”.
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O segundo localiza-se no sul dos Andes, principateneo norte da Argentina e
no sul do Peru, onde se originaram as cultivarepgoduzem sementes grandes
semelhantes ao Jalo. A terceira area de domestiégac@nsiderada de menor
importancia que as anteriores e situa-se na Coljmégido intermediaria aos
dois principais centros de diversidade.

Em virtude da grande variabilidade de caractere@snémicos que o
feijdo-comum apresenta foi proposto seu agrupamentoseis racas ou 12
grupos génicos, considerando um conjunto de caesctenorfolégicos,
adaptativos, evolucionarios e moleculares (SING93)L

O feijdo-comum pode ser considerado historicameot®o um dos
principais alimentos consumidos no Brasil (BARBOSBONZAGA, 2012).
Sua importancia extrapola o aspecto econdmico devilia tradicionalidade na
culinéria brasileira e por esse mesmo motivo, éidanado um componente
cultural.

O feijéo é rico em nutrientes essenciais para ta themana. E fonte de
ferro, proteinas, carboidratos, fibras e compogtasinicos e fenélicos que lhe
conferem propriedades antioxidantes capazes deiredincidéncia de doencas
(POSSE et al., 2010).

Além disso, caracteristicas técnicas, agronérmacadturais destacam a
cultura do feijdo como uma excelente alternativeedeloracdo agricola para
pequenas propriedades (BARBOSA; GONZAGA, 2012).0 Ismimenta a
importancia social da cultura devido ao grande ingatte de mdao-de-obra
empregado durante todo o ciclo e a possibilidadeuttero do feijdo durante o
ano todo e em todos os estados do territério natigdém disso, o cultivo
também é praticado por grandes agricultores glizami elevada tecnologia de
producdo. Esse fato credencia a cultura como urcelerke opcdo econdmica
(POSSE et al., 2010).
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O Brasil destaca-se como sendo o maior produtonsumidor mundial
de feijao. Segundo dados da Companhia NacionalbdestaAcimento - CONAB
(2014), em seu quinto levantamento sobre a proddgadeijao 2013/2014,
havera aumento de 20,5% da area plantada na segaffida® uma producao de
1485,7 mil toneladas, superior em 34,3% a regiatredsafra anterior.

2.2 Sistema Reprodutivo

O feijoeiro € uma planta autébgama devido a estutdas flores
possuirem anteras situadas no mesmo nivel do estigmenvolvidas
completamente pela quilha, possibilitando que é@gde pdlen caiam sobre o
estigma por ocasido da deiscéncia das anteras RXIEPAULA JUNIOR;
BOREM, 2011). Entretanto, é possivel a migraca@ldtos caracteristicos de
uma populagdo para outra da mesma espécie pordegiolinizacdo cruzada
(BOREM, 1999; PINHEIRO; FARIA, 2005; RIEGER; MICHARFS; GREEN,
1976).

A intensidade do processo migratério de aleloseguipulacdes de uma
mesma espécie é funcdo da distancia entre plaitasmbiente e do gendtipo
das cultivares utilizadas. Isso porque as condiddemeio podem influenciar o
fenétipo dos individuos cultivados e a atividade dttsetos polinizadores do
feijoeiro. Além disso, as cultivares podem apremediferencas no tipo de suas
flores, na maior ou menor coincidéncia dos periatdofioracdo e na capacidade
de dispersdo dos gametas; e a distancia entre aataplestd associada a
facilidade do grao de pélen cair sobre o estigmauwtea flor ocasionando a
fecundacdo (BOREM, 1999).

A variabilidade genética dentro de uma culturatérfdeterminante para
a adaptabilidade da mesma, desse modo, a ocordmgalinizacdo cruzada é
considerada um fator de evolucdo (RIEGER; MICHAELGREEN, 1976). Em
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feijdo, por ser uma planta autdgama, a polinizagéeada geralmente ocorre
devido a atividade de insetos da ordem Thysanoptat®lhas que podem atuar
como agentes polinizadores (BOREM, 1999).

Para a maioria das espécies do géRdraseolusao observadas baixas
taxas de cruzamento natural, inferiores a 1%, qualmente sdo consideradas
irrelevantes (PINHEIRO; RIEGER, 2005). Entretantdependendo dos
genotipos utilizados e do ambiente de semeadueanfabservadas altas taxas
de cruzamento natural. Antunes, Costa e Olive®@3)Lregistrou valores de 6 a
10% de cruzamento natural no municipio de Pel&83s,

No Brasil, a recomendacédo oficial de isolamentoude campo de
producdo de sementes de feijdo € de 3 m, compatweldados experimentais
(VIEIRA; RAVA, 2000). Entretanto, Ferreira (2004%tenou a ocorréncia de
fluxo génico entre as cultivares de feijao Taligne&eptor de pélen) e Diamante
Negro (doador de pélen) na Estacdo ExperimentaCaienbra, pertencente a
Universidade Federal de Vicosa, e mostrou que #rdi® minima para
isolamento de um campo de producdo de sementexi@® fooderia ser
aumentada para 3,25 m.

2.3 A Cultivar Carioca

O feijéo do tipo Carioca foi descoberto na déael&0 em uma fazenda
no interior de S&o Paulo, no Pontal do Paranapan@nmoprietario da terra,
agrénomo, identificou em sua propriedade uma plaigiasa, que apresentava
graos rajados, alto rendimento e com pronunciaslstéacia a doencas e a seca.
O agrénomo “batizou” o feijdo descoberto, de CaidCuriosamente, o nome
Carioca fazia referéncia a uma raca de porcos conaunegido de Ourinhos e,

assim como O suino, o grao apresentava aspectoadoeall® proprietario
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encaminhou uma amostra dessas sementes ao Insfgtondmico de
Campinas (IAC), onde a cultivar foi pesquisada.

Inicialmente, no IAC, a cultivar foi semeada em pande observacéo
junto com outros materiais e, como apresentou Glfzacidade produtiva, o
instituto decidiu realizar estudos mais detalhadasim, a cultivar Carioca foi
avaliada em ensaios de competicdo e em camposatgar&zacao de cultivares,
mesmo as sementes apresentando grande diferengtorecdo em relagdo aos
feijdes mais consumidos na época como o mulatim@sinha, roxinho e o bico-
de-ouro, 0s quais possuiam apenas uma Unica derermdemente do feijdo
Carioca, que apresentava listras e coloracao creme.

A cultivar Carioca foi descrita por Almeida et @l971) como detentora
de habito de crescimento indeterminado, ciclo \&&t de aproximadamente
90 dias, sementes muito pouco ou ndo pigmentadanpacianina, foscas, com
estrias de coloracdo havana, hilo branco com ogfioracreme ao redor e
tamanho médio de 0,96 cm de comprimento, 0,60 chardera e 0,51 cm de
espessura. Testes realizados no laboratério daoSegd Leguminosas
classificaram as sementes da cultivar Carioca ctenoas e de cozimento
rapido.

Segundo Almeida et al. (1971) entre os anos de ¥6669 foram
realizados 22 ensaios de competicdo de cultivamsgindo a cultivar Carioca,
sendo que em 15 desses ensaios, a cultivar aprespriducdo superior as
cultivares Bico-de-ouro e Rosinha G-2.

No ano agricola de 1967/68, a cultivar foi avaliaa condicdes de
campo quanto a resisténcia a importantes doencsjoeiro como a ferrugem
e a antracnose, apresentando, de acordo com Alnetidd (1971), maior
resisténcia que as cultivares Bico-de-ouro e RasiBF2, principalmente em
relacdo a ferrugem. Seis anos apds seu lancangpopcorreu em 1975, a

cultivar Carioca ja era considerada o feijao mamesado em todo o Brasil.
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2.4 Pureza de Cultivares

O processo de producgéo de sementes de qualidaney@ ¢ com alto
custo agregado. Por meio desse é obtida a senmmdtag, que apds sucessivas
multiplicacdes origina a semente basica certific&ansiderando os prejuizos
gue a presenca de sementes contaminantes pode, eupésasua multiplicacao,
faz-se necessario o estabelecimento de um rig@masnole em todas as etapas
desse processo. Segundo Chediak et al. (2007),igsr,aé necessario ciéncia,
tecnologia, conhecimento, experiéncia, bom geremaido e comprometimento
com a qualidade.

Para a determinacdo da qualidade genética, ratanice os fatores
associados a constituicdo genética da cultivaatiuem de modo a proporcionar
a mesma, caracteristicas proprias de homogeneidadeiniformidade,
importantes para a manutencdo da pureza e ideetidadética (CHOER;
BARBIERI; CASTRO, 2002). Assim, considera-se a pareomo um dos
principais requisitos para a comercializacdo deesge uma vez que a presenca
de individuos atipicos pode resultar em reducdo pdaducdo, menor
uniformidade e menor qualidade do produto final KEIW et al., 2007,
CHOER; BARBIERI; CASTRO, 2002; FERREIRA et al., 201

A pureza varietal € uma caracteristica de um detesementes. Desse
modo, a presenca de sementes de outras cultivaresnelote resulta na perda
de sua pureza varietal. Essa contaminacdo podeeoqur meio de misturas
mecanicas, durante a semeadura, colheita, recepg@oeficiamento e
armazenamento (BOREM; CAIXETA, 2009; RAMOS, 2008¢gundo Ramos
(2004), a contaminacéo varietal pode ser eficieatdencontrolada nas geracdes
subsequentes por meio de “rouging” e limpeza deuinaq e equipamentos.

Entretanto, podem ocorrer falhas nesse controledgquerdo ser detectadas por
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meio de testes que avaliem a presenca de mistmmostra e a porcentagem de
sua incidéncia. Um dos possiveis testes capazesvalar a ocorréncia de
mistura é a avaliacdo da divergéncia genética emtrédote de sementes recém
produzido e uma amostra de sementes consideraddopad principio da
utilizacdo de informacdes da divergéncia genétarssiste na possibilidade de
estimar o parentesco genético existente entre asteam a partir do uso de
marcadores moleculares.

A determinacdo da pureza genética, atributo deestn individuais,
pode ser considerada como complexa, uma vez que&oataminacdes
provocadas principalmente por polinizagbes ndorolattas e mutacdes nédo
provocam muitas alteracdes fenotipicas, dificulbaigdie sua ocorréncia seja
percebida durante um programa de melhoramento.aso de agricultores, a
baixa utilizagdo de cultivares e o uso de sematassnais variadas origens sdo
responsaveis pela maior parte da incidéncia dauraistEm ambos os casos os
testes de pureza, baseados em marcadores molscutde considerados
eficientes para detectar a variacao genética (RAMNXO®A4).

Como forma de assegurar aos produtores que as tsmmeiguiridas
possuem alta qualidade, e garantir que os esfoegtigados durante o processo
de obtencdo de uma cultivar melhorada gerem bépeffzara a producao
agricola e para o mercado consumidor, a certifcalg sementes € utilizada
como agente de controle (BOREM; CAIXETA, 2009; CHER et al., 2007;
SCHUSTER et al., 2004). No Brasil, a producédo teesees certificadas ocorre
em maior escala nas regides Centro-Oeste (GO e S{ffgste (SP e MG), Sul
(PR, SC, RS) e Nordeste (BA).

Devido a grande quantidade de sementes produzides fins de
comercializacao, a certificacdo dos lotes ¢ faitanpeio de amostragens. Para o
feijdo-comum, o peso minimo da amostra a ser auaié de 700 gramas, o que

equivale a cerca de 2800 sementes (CHEDIAK e2@7). A partir da amostra,
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sdo realizadas diversas andlises, sendo que pdfieagdio da qualidade, as
anélises mais importantes séo as de pureza, vigemanacao.

A andlise de pureza permite determinar a compodigd@amostra e,
consequentemente, do lote que ela representa. Dmss, fornece a
porcentagem de sementes puras, identifica a psE@utras sementes e a
natureza do material inerte na amostra. A detegiimaa pureza de um lote de
sementes com a finalidade de obter a certificac@&iu@lmente, realizada com
base em descritores morfolégicos associados angesneomo tamanho médio,
formato, brilho, coloracdo e aspecto do tegumelétm ae cor e formato do hilo,
no caso de fabaceas (BONOW et al., 2007; BOREM;XEAWA, 2009).
Entretanto, muitas dessas caracteristicas podear egjeitas a influéncia
ambiental e, em alguns casos, lotes de sementesgdura varietal e de boa
gualidade podem ser descartados por possuirem tmeem alguma variacao
provocada pelo ambiente. Além disso, diferencagtiEs geralmente ocorrem
dentro das cultivares, embora ndo estejam repagiEnina variacao fenotipica
das sementes. Por esse motivo, diversos trabahosgjtestionado a eficiéncia
da utilizacdo dessa metodologia na discriminacacuttevares (BONOW et al.,
2007; FERREIRA et al., 2011; RAMOS, 2004; RAMOSakt 2006). Por essa
mesma razao, varios trabalhos apontam a utilizdedmarcadores moleculares
como método eficiente para avaliar a pureza (CHED#A al., 2007; CHOER;
BARBIERI; CASTRO, 2002; JESUS et al., 2006; RAM@504; RAMOS et
al., 2006; SCHUSTER et al., 2004).

2.5 Divergéncia Genética no Melhoramento de Plantasutégamas

Plantas autbgamas sao aquelas cuja frequéncialideggho cruzada é
inferior a 5% (RAMALHO et al., 2012). Pelo fato dasfrequéncia ser baixa,

espera-se que a maior parte dos locos dessasspettga em homozigose. Esse
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conhecimento é importante na escolha do processmalhoramento a ser
utilizado e no entendimento de todas as etapas gessesso.

O planejamento cuidadoso do programa de melhoramamiolve o
gerenciamento adequado dos recursos humanos ediras) infraestrutura para
testes e avaliagdes, escolha adequada do métodmettoramento a ser
empregado e o germoplasma a ser utilizado. Segdadim e Miranda (2009),
a escolha inadequada do germoplasma talvez sajaronfiais critico e limitante
no programa de melhoramento e, mesmo que possalssituido ao longo do
programa, acarretara em grande perda de tempaorsaesc

Geralmente, os programas de melhoramento de plant&samas
objetivam reunir em um Unico individuo —linhagens-atelos desejaveis que se
encontram em linhagens distintas. Para isso, segbrtr (1987) e Ramalho
(1997), a melhor alternativa € o uso da hibridag@xa a aplicacdo desse
método, existem trés etapas fundamentais: a esdoh@enitores, a obtencéo
da populacéo segregante e a escolha do métodomdeg@m dessa populacéo.

O numero de combinacdes possiveis entre genit@ms,qualquer
espécie, é infinito, sendo impossivel a obtencédtodas as combinacdes. Por
esse motivo, 0s genitores devem ser criteriosanescighidos e a selecdo deve
ser concentrada apenas nas combinagcdes mais ppoesiss No caso do
caridter de interesse ser de heranca quantitatieayo cpor exemplo,
produtividade de gréos, a escolha deve proporciamder uma populacao
segregante que possua média alta e grande vatilglipara a carateristica sob
selecéo.

Os métodos para escolha de genitores visando coraellento de um
carater quantitativo foram classificados em duasgrosias por Baenzinger e
Peterson (1991): os que utilizam apenas informag6sgais e os que utilizam

0 desempenho de suas progénies.
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Entre as alternativas para escolha de genitorésantio o seu préprio
desempenho, podem ser empregadas informa¢fes da juathmente com
informac0fes da distancia genética existente estraesmos. A escolha baseada
na média tem como inconveniente a impossibilidade ahtever se a
variabilidade genética existente entre as progéségd suficiente para obter
sucesso com a selecdo. Uma medida que pode sefadssa média visando
minimizar esse inconveniente € o coeficiente demasco, que é obtido por
meio da genealogia dos genitores e tem como piincigato de que quanto
mais aparentados 0s genitores forem, maior deve seimero de locos em
comum e menor a divergéncia genética entre os faaserEntretanto, ha a
possibilidade dos genitores serem aparentados areplementarem para a
caracteristica de interesse ou ndo aparentadesra peuco divergentes.

Com a finalidade de se obter novas cultivares, todoéogia mais
utilizada € a realizacdo de cruzamentos dialélpgars verificar a capacidade
geral e especifica de combinacdo dos possiveistogesi E importante
mencionar que a eficiéncia da escolha de genifmeseio dessa metodologia
pode ser aumentada se forem utilizadas simultangami@formacdes de
divergéncia genética. E necessario considerar, udont que somente a
divergéncia genética ndo informa eficientemente mslhores genitores
(MACHADO et al., 2002). Assim, a divergéncia podexiiar a decidir entre
genitores previamente selecionados, utilizandossmais divergentes, uma vez
gue, segundo Dorneles et al. (2011) o conhecimdatdivergéncia genética
entre cultivares permite a identificacdo de gemdtimuito similares dentre os

materiais genéticos utilizados em cruzamentos.
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2.6 Divergéncia Genética e a Manutencgéo de Cultives

O melhoramento genético do feijoeiro visando obtarn nova cultivar
ocorre em diferentes etapas que vdo desde a esimlpenitores até a selecao
dos genotipos em ensaios de competicdo. Apdsiaagi@b dos cruzamentos, as
populagbdes segregantes sdo conduzidas de modoar yegénies que sao
avaliadas em varios ambientes. Aquelas que solemessdio recomendadas
como novas cultivares.

Espera-se que as cultivares a serem recomenda@as peras para
garantir homogeneidade da produc¢éo. Entretantdatorgue geralmente ocorre
com o feijdo, é que as progénies selecionadasngenéd sdo constituidas por
uma mistura de linhas puras. Isso resulta na pémdude cultivares que
apresentam alguma heterogeneidade genética. Otatoses capazes de
aumentar a heterogeneidade genética sdo a ocard@maruzamentos naturais
entre linhagens cultivadas com isolamento insuftei@ a ocorréncia de mistura
mecéanica entre sementes de diferentes cultivarastguo processo de producao
de sementes. Assim, é possivel que uma mesma acultivltiplicada por
diferentes instituicdes mantenedoras e usuériassapie, apds muitos anos,
diferenca genética em relacdo a cultivar origindlesse contexto, o
conhecimento da divergéncia genética pode ser uelemte ferramenta para
detectar essa divergéncia além de possibilitagastéio de procedimentos para
manutencao da cultivar.

InformacBes da divergéncia genética entre culttrdeenbém sdo de
grande importancia para o gerenciamento de baneogedmoplasma. Elas
permitem identificar erros na identificacdo dossaos como homonimia e
sinonimia, por exemplo. A correta identificacdo dakec¢bes possibilita que a

transferéncia de resultados e recomendacfes eifénentdes programas de
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melhoramento sejam realizadas corretamente, aléposibilitar a redugéo do
tempo, espago e recursos necessarios para a cg@ere avaliacdo do
potencial genético dos acessos, uma vez que acesEmEmos podem ser
descartados (FALEIRO, 2007; SCHAFER; BASTIANEL; DNELLES,
2004).

2.7 Divergéncia Genética e Protecao de CultivaremePlantas Autdgamas

A obtencéo de cultivares que atendam as necessidadeagricultores e
dos produtores € um processo demorado e caro. $dodeaplantas autbgamas,
ainda ha o inconveniente de o produtor poder atilfiarte dos grdos oriundos
em uma safra como sementes na semeadura da sgiiatseresultando em
desestimulo para o investimento de programas deonaghento de autbgamas.
Por essa razdo, foi criada, em 1961, a Unido latéonal para a Protecdo de
Cultivares (UPQOV), com a finalidade de determinemarmas comuns para o
reconhecimento e a protecdo da propriedade inteledbs obtentores de novas
variedades vegetais. A criacdo da UPOV permitiu gogresas publicas e
privadas se beneficiassem com a producdo de aelivenelhoradas. Isso
resultou na sustentabilidade e continuidade deranogs de melhoramento, bem
como o subsequente lancamento de diversos cubivdeeinteresse para o
agronegocio (CARVALHO; BIANCHETTI; REIFSCHNEIDER, 0R9;
KUMAR et al., 2001).

O Brasil aderiu oficialmente a UPOV em 23 de maio1@99, ainda
optando pela convencéo de 1978, a qual serviu sk flmra a elaboracéo da Lei
de Protecdo de Cultivares (LPC). A LPC tem comeetdljs a protecdo de
novas cultivares (ou cultivares essencialmentevaeais), produzidas nos
programas de melhoramento genético conduzidosrnstituicbes de pesquisa

publicas e privadas, garantindo os direitos daitingio que a produziu
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(VIEIRA, 2004), facilitar o intercAmbio de materigknético, permitindo a
importacdo de sementes comerciais e assegurar d@rasil também possa
exportar esse tipo de material.

A protecdo recai sobre o material de reproducéoptiatas (semente,
tubérculos, estacas, etc.) e seu periodo de pooéedé 15 anos. Apds o término
do periodo de protecdo, a cultivar entra em dompiblico, podendo ser
livremente utilizada (CASTRO, 2006).

Os requisitos necessarios para a protecdo de anglivde plantas
autdgamas séo: ser produto de melhoramento gengdicama espécie passivel
de protecdo; ndo ter sido comercializada no exteBAanais de quatro anos; ndo
ter sido comercializada no Brasil ha mais de um arser distinta, homogénea e
estavel (AVIANI et al, 2008; CARVALHO; BIANCHETTI;
REIFSCHNEIDER, 2009).

Com a finalidade de assegurar que uma cultivarsénth de outras,
homogénea e estavel, o teste DHE (Distinguibilidademogeneidade e
Estabilidade) constitui-se como um requisito paraoacessdo do titulo de
propriedade intelectual as cultivares candidatasotecdo. No Brasil, o sistema
de protecdo de cultivares permite que os propriethonistas conduzam os
testes DHE de acordo com os principios contidosdimatrizes publicadas para
cada espécie (BRASIL, 2011).

Oficialmente, os testes DHE séo baseados princgrakrem descritores
morfolégicos (como forma complementar, sdo utiload descritores
fisiolégicos, bioquimicos e moleculares), ndo imal@ caracteristicas
guantitativas, entretanto, essas variaveis saerie@is no pedido de registro da
cultivar. A caracterizagdo morfoagrondmica dos eesDHE baseia-se em
caracteres botanicos descritores de alta herdatddidfacilmente detectaveis.
Entretanto, a identificacdo de um acesso com bpspaa em caracteristicas

fenotipicas, ndo oferece total seguranca devidasaficiéncia ou escassez de
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polimorfismo, influéncia ambiental, necessidadegdende espaco fisico para
avaliar o material, dependéncia do estadio de debeémento da planta e do
tipo de heranca dos caracteres (COSTA et al., 2@G8)im, apesar da grande
importancia das caracteristicas morfologicas pdrserwacdo da divergéncia
entre os gendtipos, esses descritores possuenadoei, podendo ndo ser
suficientes para diferenciar cultivares aparentamasjue possuem a mesma
genealogia, como no caso de linhas recombinada€HEBR et al., 2000;
PRIOLLI et al., 2002). Nesse contexto, o uso derinb¢bes obtidas em estudos
moleculares constitui-se como uma maneira altemagpara avaliar a
divergéncia genética entre linhagens podendo auxilia diferenciacdo de

cultivares proporcionando rapidez, eficiéncia d@usduzido.

2.8 Marcadores Moleculares

Marcadores moleculares séo ferramentas utilizadasa pletectar
variagbes no genoma, auxiliando a andlise genétigeermitindo a selecéo
indireta de caracteres desejaveis em programas efleoramento de plantas
(BOREM; CAIXETA, 2009). A andlise da informac&o iolt por meio de
marcadores moleculares baseia-se na presenca éoceuslos mesmos nas
amostras. Assim, de acordo com Ferreira e Grattiapd®98), sempre que um
dado marcador for identificado em diferentes armasstos individuos avaliados
possuem semelhanca genética.

A utilizacdo de marcadores de DNA no estudo gemétie plantas
ocorre devido a possibilidade de se obter uma gisdg suficiente de
marcadores para detectar variacdes em todos os dleltodos os genes de uma
espécie (RAMALHO et al., 2012). Além disso, a cabfiidade, praticidade
operacional e informatividade genética, associadédcnica, estimulam ainda

mais 0 seu uso por parte dos pesquisadores.
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A escolha do marcador molecular mais indicado amdes deve
considerar a quantidade de informacg&o acessadagiordeles. De acordo com
Faleiro (2007), marcadores moleculares multilocmsi@ o microssatélite, por
exemplo, sdo os mais apropriados para estudosd#addde genética e estudos
de variabilidade dentro de uma mesma espécie.

Dentre as técnicas disponiveis, as baseadas en{FRiliRerase Chain
Reaction)tém como vantagens em relacdo a outros métodagidez e 0 uso
de reduzida quantidade de DNA. Dessa técnica defs@ principalmente os
marcadores RAPDRandom Amplified Polymorphic DNAAFLP (Amplified
Fragment Lenght Polymorphidne SSR $imple Sequence Repgaidesses, o
RAPD, SSR e ISSRIrfter-SSR amplification sdo, atualmente, os mais

utilizados em analises de divergéncia genética.

2.9 Marcadores Microssatélites

Os microssatélites, também chamados de SSR ou(SA&t Tandem
Repeaty sdo sequéncias de DNA repetitivo cujas repesigle mono-, tri-,
tetra-, penta- ou até mesmo hexanucleotideos sterapde 10 a 60 vezes
(SILVA, 2003). Essas sequéncias sao distribuidderagp do genoma de todos
0s organismos e podem ocorrer em regides codifisart em regides nao
codificantes, sendo mais comuns nas codantes (RANMAEt al., 2012).

O surgimento e a evolucdo das sequéncias de S&®rekicionados a
ocorréncia de aberracbes cromossémicas como iwmsergasubstituicdo de
bases, escorregamento ou pareamento desalinhastonata desigual (SILVA,
2003).

As regibes de microssatélite sdo flanqueadas qguuiémncias altamente

conservadas entre individuos de uma mesma espExsibilitando a construcéo
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de primers e sua utilizagdo em PCR de modo que possibilitenplificacdo
dessas sequéncias repetitivas

A separacdo de bandas de DNA polimérficas poddestar em gel de
eletroforese, utilizando poliacrilamida ou agarese visualizacdo das mesmas,
realizadas por meio da coloracdo com brometo dhoethitrato de prata ou
varios outros intercalantes de DNA menos nocivais, ¢omo gelred e Sybr-
green (HONGWEI et al., 2009; KAZANIDOU et al., 2Q08PIEGELAERE et
al., 2008).

A vantagem na utilizacdo de marcadores SSR comnsistato de serem
multialélicos, possuirem heranca codominante, ardigibuicdo no genoma,
alta taxa de polimorfismo, necessitarem da utiivage pequena quantidade de
DNA dos individuos sob analise, alta reprodutilitid por meio de PCR e néo
sofrerem influéncia ambiental (ANDRADE et al., 201BIATA, 2010;
SCHUSTER et al., 2004; SOUZA, 2012). Além dissa;, per codominante, é
possivel obter maior quantidade de informacdo gemése comparado a
marcadores dominantes (CRUZ; FERREIRA; PESSONI,1R0Por esse
motivo, sdo bastante utilizados para avaliacdo deeza em sementes,
mapeamento genético, teste de paternidade, iden@fo de QTLs, selecdo
assistida e estudos de divergéncia genética (CHED#Aal., 2007; JESUS et
al., 2006; RAMOS et al., 2006; SHUSTER et al., 20@4 principal limitacdo
no uso desses marcadores, segundo Silva (2003jstoma confeccdo dos
primers pois, € um processo demorado, trabalhoso e decad#tim. Mas essa
desvantagem é compensada pela facilidade, efiei@@pidez na utilizacdo do
marcador por meio da técnica PCR. No caso do fej@oexistem muitos
primers disponiveis, bem como diversos QTLs ja identifamdoor esses

marcadores, facilitando o seu uso.

2.10 Marcadores Moleculares em Estudos de Divergéadsenética
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O estudo da divergéncia genética consiste na anddisvariacdo entre
populagdes, grupos, ou individuos de um grupo peiorda utilizacdo de um
método especifico ou de uma combinacdo de mEtBOREM; CAIXETA,
2009). A avaliacdo da divergéncia genética foi pwito tempo realizada a
partir de informacdes fenotipicas, como caracteresfolégicos e/ou de
desempenho agrondmico (CRUZ; FERREIRA; PESSONI,1200s dados
podem ser obtidos por meio de andlise bioquimittaldégica e, ainda mais
recentemente, genotipica que é obtida com uso deadwes de DNA e
possibilita a obteng&o de informages mais preeisazsn influéncia ambiental.

Varias pesquisas tém sido realizadas utilizandecadares moleculares
para estimar a divergéncia genética de cole¢ogmpulacbes (AGUILERA et
al.,, 2011; BORBA et al., 2009; BRONDANI et al., Z)OCARDOSO et al.,
2002; METAIS et al., 2000; NADERI et al., 2009; PARet al., 2005;
PINHEIRO et al., 2012; RODRIGUES; ALCANTARA NETO;CHUSTER,
2008; SCHAFER; BASTIANEL; DORNELLES, 2004; SCHUSTE® al.,
2009; SOUZA et al., 2008; VAZ et al., 2009; VIEIR# al., 2009; VIEIRA;
NODARI, 2007).

Borba et al. (2009) determinaram a estrutura geméle 242 acessos da
Colecdo Nucleo de Arroz da Embrapa (ERICC) parar arma colecdo mini-
nacelo e desenvolver um painel multiplex de fluogesia com SSRs. Este
estudo indicou que ha alta variabilidade genétasmatessos de arroz presentes
no germoplasma mundial podendo ser prontamenieagti em programas de
pré-melhoramento de arroz. Brondani et al. (200&liaam por meio de
marcadores SSR a variabilidade genética de gesaii@@rroz que participaram
de ensaios de VCU da Embrapa. Este estudo fozagmlicom o objetivo de
caracterizar o potencial das linhas em gerar pgpak que poderiam ser

exploradas em futuros programas de melhoramentmgardo pressuposto de
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gue o valor de uma populacdo como fonte de nowhsdi depende, além de
outros parametros, da magnitude da variabilidadeétgsa existente entre os
tratamentos de interesse. Vieira et al. (2009)zatil marcadores SSR com a
finalidade de determinar se ha variabilidade sigaiiva entre cultivares elite
presentes no germoplasma brasileiro de soja, pisnsio Alcantara Neto
(2001) e Miranda et al. (2007), o fato das cultrgatie soja existentes no Brasil
serem originarias de poucos ancestrais poderiddanpha ocorréncia de baixa
variabilidade genética entre elas. Entretanto, tadesrealizado mostrou que
mesmo sob essas condi¢cdes ha variabilidade gergifo#ficativa entre as
cultivares elite de soja avaliadas. Shuster ¢2@09) caracterizaram trinta e seis
cultivares de trigo recomendadas para varias regifie Brasil e avaliaram a
distncia genética entre eles usando marcadorasgssitélites. Esse trabalho
mostrou que a informatividade proveniente do us@&8& pode ser utilizada
para a avaliagdo do germoplasma de trigo usado masilBbem como na
protecdo da propriedade intelectual. Cardoso et(2014) caracterizaram
cultivares comerciais de feijdo desenvolvidas enasganstituices de pesquisa
usando marcadores microssatélites com objetivo eterminar o grau de
diversidade genética entre as amostras analisadasikar na protecdo dos
direitos de propriedade intelectual dos melhorisédém disso, esse trabalho
evidenciou que a variabilidade genética do feij@idca e linhas de feijdo do
tipo Preto apresentou reducdo. Cardoso et al. 2648mou a divergéncia
genética de 172 linhas e cultivares de feijdo-coratilmadas em cinco testes de
Valor de Cultivo e Uso (VCU) conduzidos pelo prageade melhoramento da
Embrapa Arroz e Feijdo para determinar o potemt@atombinacéo para gerar
gendtipos superiores. Nesse trabalho a autora wiongue a estimativa de
divergéncia entre cultivares tem grande potenciatapser utilizado em

programas de melhoramento de feijao.
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2.11 Marcadores Moleculares nos Testes DHE

Conforme comentado, a avaliacdo de gendtipos gio e caracteres
gualitativos, descritores, sofre grande influérasigbiental e depende do estadio
de desenvolvimento da planta e do tipo de herapg@aracteres (COSTA et al.,
2009). A caracterizagdo molecular de genotipos, rpeio de marcadores de
DNA, possibilita avaliar a pureza genética de saasenpermitindo a
identificac@o de mistura, além de diferenciar vatés geneticamente diferentes,
mas que possuem a mesma genealogia. Portantoacetecemracdo molecular
pode auxiliar na realizagéo do teste DHE, agilipaogrocesso de certificacdo
de cultivares e diminuindo o tempo entre a obtereg@ comercializacdo dos
cultivares. Por esse motivo, a Associacdo Inteomatipara Testes em Sementes
(ISTA), que € responsavel pela padronizacdo dogstes técnicas para a
caracterizacdo de cultivares, e cujas normas satadas pela UPOV, ja
considera os usos dos marcadores microssatélit®, @¥hgle Nucleotide
Polymorphisms) e AFLP (Amplified Fragment LengthlyPeorphism) para a
caracterizacdo de cultivares (INTERNATIONAL SEED 9SHNG
ASSOCIATION - ISTA, 2009).

No Brasil, as técnicas moleculares vém sendo aditis na protecédo de
cultivares apenas como ferramenta auxiliar na se@e processos, como, por
exemplo, na comprovacdo da origem genética davaulfieste de paternidade),
na identificacdo de cultivares em caso de uso iddee em atividades de
fiscalizacdo (VIANA et al., 2011).

Uma das premissas para o uso de marcadores motecplara fins de
identificac@o e protecdo de cultivares é a redligale ensaios nos quais exista
um minimo de reprodutibilidade dos resultados. Aldisso, de acordo com
Viana et al., 2011 é necessario quepdmers ou iniciadores empregados por

todos os laboratérios nas reacdes de PCR sejaetizhaos por um Unico
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fornecedor confiavel, reduzindo a possibilidade ggearem perfis de DNA
divergentes.

Alguns trabalhos, nos quais os marcadores molesufaram utilizados
para complementarem os testes de DHE, ja foranmcadlols. Entre eles, Bernet
et al. (2003) utilizaram os marcadores RAFafdom Amplified Polymorphic
em novas cultivares de abdboras, para fins de giioteGarcia et al. (2007)
selecionaram 10 locos de SSR indicados para uspleorantar em testes de

rotina para identificac@o de cultivares brasiledasoja.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Material Vegetal

Os gendtipos utilizados no presente estudo comsisem 20 cultivares
de feijdo, amplamente utilizadas no programa dehonaimento da rede Sul
Brasileira pelo Instituto Agronémico do Parana dimfiacdo pessoal do
pesquisador, Dr. Nelson da Silva Fonseca Juniab€las 1 e 2).

Devido ao fato da cultivar Carioca utilizada pebstituto Agrondmico
do Parana ter sido constatada como impura (VELOSD,e2008), no presente
trabalho avaliou-se a cultivar Carioca utilizada guatro diferentes instituicdes
de pesquisa: IAPAR, UFLA, IAC e Embrapa Arroz ej&®i(CNPAF) para
verificar o possivel distanciamento genético eragé@b a cultivar originalmente
obtida pelo IAC. Por essa razdo, neste trabalhoylvar Carioca de cada

instituicao foi tratada como sendo uma cultivaeifte.

Tabela 1.Cultivares de feijao utilizadas na caracterizag@étecular, instituicao
obtentora e tipo comercial.

Cultivar Instituicdo Obtentora Tipo Comercial
CNFP10104 CNPAF Preto
BRS MG Realce CNPAF Rajado
Pérola CNPAF Carioca
BRS Campeiro CNPAF Preto
TB 02-07 CPACT Preto
TB 02-24 CPACT Vermelho
CHC 01-175 EPAGRI Carioca

CHP 98-66-20 EPAGRI Preto
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SM 1107
SM 1810
P5-4-3-1
PR-14-2-3-2
LP 07-80
LP 08-90
IPR Tangara
Uirapuru
Carioca
Carioca
Carioca

Carioca

FEPAGRO Preto
FEPAGRO Preto
IAC Carioca
IAC Preto
IAPAR Carioca
IAPAR Preto
IAPAR Carioca
IAPAR Preto
IAPAR Carioca
IAC Carioca
UFLA Carioca
CNPAF Carioca

Legenda: CNPAF é Centro Nacional de Pesquisa dezAriFeijao; CPACT é Centre for
Process Analytics and Control Technology; EPAGRI Eépresa de Pesquisa
Agropecuéria e Extensdo Rural de Santa CatarinBABRO é Fundacéo Estadual de
Pesquisa Agropecuaria; IAC é Instituto Agronémi@ @ampinas; IAPAR é instituto

Agrondmico do Parang; UFLA é Universidade Fedegdlavaras.

Tabela 2. Genealogia das cultivares de feijdo utilizadas caeacterizacéo
molecular e instituicdo fornecedora.

Cultivar Genealogia da Cultivar Instituicao
Fornecedora
CNFP 10104*  FT85-113/POT51 IAPAR
BRSMG PR 95105259 / PR 93201472 IAPAR
Realce**
Pérola** Selec¢éo na cultivar Aporé IAPAR

BRS Campeiro**

TB 02-07**
TB 02-24**

Programa de inducdo de mutacdo na IAPAR
cultivar Corrente por radiacdo gama
BRS Expedito x A55 IAPAR

Selecao de planta individual em cultivar IAPAR
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CHC 01-175**
CHP 98-66-20**

SM 1107**
SM 1810**

P5-4-3-1**

PR-14-2-3-2**
LP 07-80*

LP 08-90**
IPR Tangara**

Uirapuru**

Carioca*
Carioca*
Carioca*

Carioca*

crioula

BRS Campeiro X IAC Eté

(Ci 9661 X FT Nobre) + (Ci 9661 X Ci
667/2V)

(IPR Uirapuru) x (BR Fepagro 44 Guapo
Brilhante)

(IPR Uirapuru) x (BR Fepagro 44 Guapo
Brilhante)

{[IAC Carioca Eté x (IAC Carioca Eté x

Carioca Precoce)] x Preto 60 Dias}
BRS Supremo x IAC Tuna

{[CNF86-9 x (IAPAR14x Sel. Carioca
80) x BAT 93] x (Sel Carioca 99 x Great
North Nebrasca 1 sel 27) x Selecéo
Aruana} x {[(Sel. Carioca 99 x Great
North Nebrasca 1 sel 27) x (Rai 46 x
(Moruna x G. N. 1 sel 27) x Iguacu) X
BAT 93] x [(IAPAR 14 x IAPAR 31) x
BAT 93] x Sel Carioca 99 x Great North
Nebrasca 1 sel 27}

Desconhecida

(LP 95-92 que descende de IAPAR 31)
X (Pérola)
BAC29/PR1711/3/NEP2/2/PUEBLA
173/ICAPIJAO

Selec¢édo dentro da lavoura de produtores

Selecao dentro da lavoura de produtores
Selecao dentro da lavoura de produtores

Selec¢édo dentro da lavoura de produtores

IAPAR
IAPAR

IAPAR

IAPAR

IAPAR

IAPAR
IAPAR

IAPAR
IAPAR

IAPAR

IAPAR
IAC
UFLA
EMBRAPA

Fonte: *Cardoso (2009); ** Informagdes do melharigio IAPAR Dr. Nelson da Silva

Fonseca Junior.

3.2 Local

A semeadura para obtencdo do DNA foi realizadaasa de vegetacéo
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do Departamento de Biologia, Setor de GenéticdJmiaersidade Federal de
Lavras. Foram semeadas 60 sementes de cada celtivédmandejas de isopor
com o substrato Plantmax® e conduzidas em caseegeetacdo por 21 dias,
periodo necessario ao desenvolvimento das folhasapas e da primeira
trifoliolada.

A extragcdo do DNA genbmico, bem como, as reacdesPGR,
utilizando marcadores SSR foram realizadas no laboo de Genética
Molecular, do Departamento de Biologia (DBI), nallAF

As quantificacdes do DNA foram realizadas no Latisia de Genética
Molecular do Departamento de Ciéncia do Solo (D@&)JFLA.

3.3 Extracao, Quantificacéo e Diluicdo do DNA

Foram coletadas no periodo da manha aproximadan2gntle folhas
jovens de 30 plantas de cada cultivar. O mateb#tio foi acondicionado em
gelo a fim de evitar a oxidacdo. Apds a coleta, atemal foi levado ao
Laboratério de Genética Molecular do Departamen® Bliologia da
Universidade Federal de Lavras (UFLA), onde seisegextracdo do DNA de
acordo com os procedimentos utilizados por Peetigh (2007).

Apés extraido, o DNA foi reidratado em tampé&o THuantificado em
espectofotdmetro NanoDrop ND-1000. O material gfieatlo foi diluido em

TE para a concentracao de 1Qigpara ser utilizado nas reacdes de PCR.
3.4 Preparo de Bulks, ReacBes de SSR e Analise adifaorfismo
Com o DNA extraido foi preparado um bulk para cadd#ivar. O

ndmero de gendtipos constituintes dos bulks fandkf experimentalmente por

Schuster et al. (2004) em soja. Os autores denapastrque até a proporcao de
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1:7 (um gendétipo contaminante para sete genétipossp em uma mistura de
amostras de DNA, é possivel identificar, sem difiades, alelos diferentes
presentes no bulk. Os bulks foram preparados cBiNA de 30 plantas de cada
cultivar visando identificar alelos SSR com freqti@nde no minimo 15%
(SCHUSTER et al., 2004). As misturas que porvenfaram observadas em
relacéo ao aspecto da semente de cada cultivan feliainadas.

Os pares deprimer utilizados foram selecionados com base na
distribuicdo dos mesmos no mapa cromossémico {iefe e na caracteristica
associada ao loco marcado pptamer em questdo (Tabelas 3 e 4). A finalidade
dessa escolha foi para que a andlise da diverg@eoigtica existente entre as
cultivares contemplasse informacfes dos diferegtepos de ligacdo que
constituem o genoma do feijoeiro, aumentando aaséficiéncia da estimativa
da divergéncia entre elas. A selecAgdmersassociados & QTLs de interesse
teve como objetivo direcionar a caracterizagdoidargéncia genética de modo
gque estivesse relacionada aos caracteres que sateidsse aos programas de
melhoramento.

Tabela 3.Nome do marcador, caracteristica associada e. fonte

Nome do Marcador  Caracteristica Fonte
Associada
ATAG Mofo-branco Antonio (2008)
ATA7 Mofo-branco Antonio (2008)
BM 141 Mancha angular Teixeira et al. (2005)
BM 143 Mancha Angular Teixeira et al. (2005)
BM 154 Produtividade Rodrigues e Santos
(2006)
BM 170
BM184 Mofo-branco, tempo de  Blair, Iriarte e Beebe
florescimento, peso de  (2006) e Soule et al.
100 sementes (2011)
BM 185 Cabral et al. (2011)
BM187 Mofo-branco, tempo de  Blair, Iriarte e Beebe

florescimento, nimero de (2006)
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sementes por planta

BM201 Mancha angular Teixeira et al. (2005)

BMc94 Mofo-branco Lara et al. (2014)

PvBR13

PvVBR35 Escurecimento de Grdos Couto et al. (2010)

PV141 Tempo de Cozimento Nhanengue (2014)

PvBRO0O05

PvBR025

PVESTBR_98 Escurecimento de Gréos Couto et al. (2010)

PVESTBR_42 Mofo-branco Antonio (2008)

PVESTBR_204 Mofo-branco Lara et al. (2014)

PVMO02TC116 Escurecimento de Graos, Couto et al. (2010)
Mofo-branco

PVMO04 TC323 Crestamento Couto et al. (2010)

X74919 Produtividade Cabral et al. (2011) e

Pereira et al. (2007)

Tabela 4.Nome do marcador, grupo de ligagdo e sequéndiasks.

Nome do Grupo  Sequéncia de Pares de Base
Marcador de
Ligacdo
ATAG B11 F TGATTTGTCTAACACTTCAC
R GGAGATGATTTGCATGTAG
ATA7 BO2 F ATAAATCTATTGAGTTCTAG
R AACAAGTCAATAATCTAAAG
BM 141 BO9 F TGAGGAGGAACAATG GTG GC
R CTCCACAACCACACGCACC
BM 143 BO2 F GGGAAATGAACAGAGGAA A
R ATGTTGGGAACTTTTAGTGTG
BM 154 BO9 F TCTTGCGACCGAGCTTCTCC
R CTGAATCTGGGAACGATGACCAG
BM 170 BO6 F AGCCAGGTGCAAGACCTTAG
R AGATAGGGAGCTGGTGGTAGC
BM184 B11 F AGTGCTCTATCAAGATGTGTG

R ACATAATCAATGGGTCACTG
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BM 185 BO7 F AAGGAGGTTTCTACCTAATTCC
R AAAGCAGGGATGTAGTTGC
BM187 BO6 F TTTCTCCAACTCACTCCTTTCC
RTGTGTTTGTGTTCCGAATTATGA
BM201 BO7 F TGGTGCTACAGACTTGATGG
R TGTCACCTCTCTCCTCCAAT
BMc94 F GCACTATCACCGCCTTCTTC
R AGTGAGACGGCACAGAGAGA
PvBR13 BO1 F TGAGAAAGTTGATGGGATTG
R ACGCTGTTGAAGGCTCTAC
PvBR35 F TCTACGCGTTCCCTCTGTCT
R AGTGGATGTGTGGGAAAAGC
PV141 B0O9 F TGAGGAGGAACAATGGTGGC
R CTCACAAACCACAACGCACC
PvBR0O05 BO1 F ATTAGACGCTGATGACAGAG
R AGCAGAATCCTTTGAGTGTG
PvBR025 BO9 F GAGCTTCTCCGTCCTGTGT
R CGAACTGAATCAGAAAGGAA
PVESTBR_98 F TCTTTAACAGCGCACACACTTT

R GTTGGAAACGACAGTAGGAACC
PVESTBR_42 B0O2 F CGTGTTGGAGAGAGAGTG

R GTTCCAAAGGGATTATTACTG
PVESTBR_204 F AAGCGGTAGTTGAAATTTTGGA

R TCGACGGTTATGCTAATCCTTT
PVM02TC116 BO1 F CGCCATTTGGATTGGATT

R AGGCGTGGAAGTGGAGTG
PVMO04 TC323 F GGTTCCTCCTCCTTCTGCT
R CGCCCGTCTTTTTGGTAGT

X74919 BOS F CCGTTGCCTGTATTTCCCCAT

R CGTGTGAAGTCATCTGGAGTGGTC

Em seguida, foram realizadas rea¢6es de PCR paliaray padrdo de
segregacado oriunda da amplificacéo piasersentre as populacdes sob estudo.
Para essa avaliagdo foi considerado que cada ainaer amplifica fragmentos
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de DNA de um loco. Para cada reacédo foram utiligétfbong de DNA, 10QM
de cada um dos dntps, 1U de taq DNA polimerasepdamomposto de 50 mM
de TRIS pH 8,3, 20mM de KCI, 2mM de Mg10ug de BSA, 0,25% de Ficol
400, 10mM de tartrazine e agua pura. O volume firgah cada reacao foi de
12ul.

As reacbes foram realizadas em termociclador modédstercycler
Eppendorf, seguindo o seguinte programa: dois méwi 95° C para a
desnaturacdo do DNA seguido de 32 ciclos. Em catta @correu uma fase de
desnaturacdo a 94°C por 20s; uma fase de anelanmorto20s cujas
temperaturas variaram de 46 a 68° C, de acordoccpnimer; e uma fase de
alongamento a 72°C por 60s para sintese de DNA.

Os produtos de amplificacdo obtidos foram submestidceletroforese
vertical por 2 horas e 15 minutos a 130 V em ggbacrilamida 8% para que
os fragmentos de DNA fossem separados. Em sedarday corados em nitrato
de prata a fim de que pudessem ser detectados.

Os géis produzidos foram visualizados por meiordestluminador de
luz branca e fotografados com cémera digital. Feagos com diferentes
tamanhos foram considerados diferentes alelos.mAssempre que foram
observados fragmentos de diferentes tamanhos (nlhegpares de bases) entre
as cultivares, os dados obtidos a partipdmer utilizado foram anotados. Neste
estudo considerou-se polimérfico o loco cuja fremieé do alelo mais comum
fosse menor que 95% (COLE, 2003).

3.5 Andlises Estatisticas
A descricdo genotipica dos individuos foi real@agdor meio da

transformacédo dos dados obtidos na andlise dd pkfioforético de cada gel

de SSR em cddigos numéricos informativos dos algles cada individuo
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coletado possui. Os fragmentos de DNA amplificadescada loco foram
codificados de acordo com o programa computaci@ales (CRUZ, 2008).
Desse modo, os genétipos foram identificados camsnbl, 22, 33 e 44 quando
homozigotos em relacdo ao loco avaliado e consideraespectivamente, a
ordem crescente de tamanho do fragmento amplificade genoétipos
heterozigotos foram identificados como 12, 13,234,24, 34, etc. Por exemplo,
0 heterozigoto é 12 quando ele possui um alelo c@smo tamanho que os
individuos cujo genétipo foi identificado como 1luen alelo com mesmo

tamanho que os individuos cujo gendtipo foi idesado como 22.

3.5.1 Frequéncia Alélica

Foi estimada a frequéncia alélica a partir do ndnuer ocorréncia das
diferentes classes genotipicas (frequéncia obsgyvad conhecimento da
frequéncia alélica é de grande importancia para@rapoeensdo da estrutura
genética populacional, pois € a base para a reabzalas estimativas de
divergéncia genética e endogamia. Para estima&gaéncia alélica foi utilizada

a seguinte expressdo (CRUZ; FERREIRA; PESSONI, 2011
F(A) = 2 Nii+§i1]=ﬂb}ij
Onde:
F(A;)) = Frequéncia do alelo i na populagéo
Nii = Nimero de individuos homozigotos na populacao;
Nij = Numero de individuos heterozigotos na popédac
a = NUumero de alelos por loco estudado;

N = Numero total de individuos da populagéo.
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3.5.2 Numero de Alelos Efetivos

Representa o nimero requerido de alelos igualnfergeentes em uma
populacdo ideal, para produzir a mesma heterorigdsi esperada que a
populacao real apresentou. O nimero de alelowvesetdi estimado de acordo

com Cruz, Ferreira e Pessoni (2011).

1
1—He

Ne =

Onde,
Ne = Numero de alelos efetivos;

He = heterozigosidade esperada.
3.5.3 Heterozigosidade Esperada

A probabilidade de um individuo ser heterozigotolamdado loco, em
uma populacao em equilibrio foi calculada segunfisraula de Nei (1987).
He =1 - Xk, pi®
Onde:
He = heterozigosidade esperada;
k = nimero de alelos;

p: = frequéncia do alelo i.
3.5.4 Heterozigosidade Observada

E a proporcdo de individuos heterozigotos na pgpola(CRUZ;
FERREIRA; PESSONI, 2011).
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214a

Onde:
Ho = heterozigosidade observada;
n = nimero de individuos heterozigotos;

N = Numero total de individuos da populacgéo.
3.5.5 Conteudo Médio de Informacao Polimérfica

O valor de PIC fornece uma estimativa do poderridisaatério do
marcador por considerar o nimero e a frequéncéival de alelos por loco
(CRUZ, 2008). De acordo com os valores de PIC oscadares podem ser
classificados como muito informativos (valores d&C Buperiores a 0,5),
medianamente informativos (valores de PIC entre5 (B2 0,50) e pouco
informativos (valores de PIC inferiores a 0,25) (HSTEIN et al., 1980). O
Contetido de Informacédo Polimoérfica serd calculado meio da seguinte
expressao (CRUZ; FERREIRA; PESSONI, 2011):

PIC =1- X%, pi* — Bfj=1 & Pi'Pi
Onde:

PIC = Contetildo médio de informacao polimérfica;

a = NUumero de alelos apresentado pelo loco estyidad

p = Frequéncia do i-ésimo alelo do loco estudado;

p = Frequéncia do j-ésimo alelo do loco estudado.

3.5.6 Divergéncia Genética

Com os dados codominantes foi estimado o complenamtoeficiente
de similaridade ponderado (1) $CRUZ; CARNEIRO, 2006).
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1 P
S = EEjzlpJ c],
Em que:
Pi =ij: peso associado ao loco j, determinado por:

aj: nimero total de alelos do loco j;
A: nimero total de alelos estudados

cj = nimero de alelos comuns entre os pares ds@see i'.
3.5.7 Analise de Agrupamento

Para facilitar a identificacdo visual de gruposcdétivares quanto ao
grau de similaridade foi utilizado o método hietdcq da ligacdo média ndo
ponderada entre grupos (UPGMAUnweighted Pair Group Method with
Arithmetic Mealh De acordo com essa metodologia, foram utilizadasédias
nao ponderadas das medidas de dissimilaridade diomlidade de evitar que os
valores extremos influenciem na caracterizacdadastipos considerados.

A distancia entre uma cultivar k e um grupo formaetas cultivares i e
j foi estimada por (CRUZ; FERREIRA; PESSONI, 2011):

iy = média {ck;di}
Onde,
dg)w = Distancia entre uma cultivar k e um grupo formaelas cultivares i e j;
dix = Média ndo ponderada das medidas de dissimitigida i e k;
dy = Média n&o ponderada das medidas de dissimitiida j e k.

Desse modo, # foi estimado pela média do conjunto das distancias
dos pares de cultivares (i e k) e (j e k).

A distancia entre os grupos (ij) e (kl) foi forigec por:

Ay = média {d; di; di; di}
Onde,
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di ) = Distancia entre os grupos (ij) e (kl);

dx = Média ndo ponderada das medidas de dissimitigida i e k;
di = Média ndo ponderada das medidas de dissimitiida i e |;
dx = Média ndo ponderada das medidas de dissimitizida j e k;
d; = Média ndo ponderada das medidas de dissimitiida j e I.

Desse modo, a distancia entre os dois grupos flrspaespectivamente
pelas cultivares (i e j) e (k e |) foi estimadagoehédia do conjunto, cujos
elementos séo as distancias entre os pares decedti(i e k), (iel), jek)e (e
l).

A partir dos dados de divergéncia genética entitevates foi realizada
a reamostragem com reposiclodtstrapping das variaveis (locos) no conjunto
de dados originais para avaliar a repetibilidades dms formados nos
dendogramas, ou seja, a consisténcia das ramifisadd dendograma. O
processo de reamostragem executou-se em 10.000ag@es utilizando o
software Genes (CRUZ, 2008) e apés todas as sifefacdefiniu-se o
dendograma consenso, cujos nds foram os mais fragpue

3.5.8 Coeficiente de Correlacdo Cofenética

Com a formacdo do dendograma pode haver distoggi@e 0 padrdo
de dissimilaridade entre as cultivares estudadasoerer simplificacdo das
informac8es originais (CRUZ; CARNEIRO, 2006). Pasa razdo, apds a
obtencéo do dendograma a consisténcia do agruparfio¢atvaliada estimando-
se o coeficiente de correlacao cofenética (CCC).

A estimativa do CCC foi realizada utilizando os faentes de
semelhanca do dendograma para gerar uma nova matridissimilaridade,
denominada matriz de coeficientes de similaridadergéticos. O coeficiente de

correlagdo cofenética foi entdo estabelecido airpdat correlacdo linear de
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Pearson entre os elementos da matriz cofenética edlementos da matriz de
dissimilaridade (CARGNELUTTI FILHO; RIBEIRO; BURIN2010).

Segundo Cruz e Carneiro (2006), valores de CCCimpasxa unidade
indicam boa representacéo da matriz de dissimédeégelo dendograma.

3.5.9 Namero Otimo de Marcadores para ldentificagde uma Cultivar

A estimativa do nimero adequado de marcadoresiganéficar cada
cultivar que séo capazes de caracterizar todasl@saces simultaneamente foi
realizada utilizando o complemento do coeficiedssithilaridade ponderado. A
informacdo genética obtida por meio da estimatiea abmplemento da
similaridade ponderado utilizando os 22 marcadfmesmpregada para estimar
0 nimero minimo de marcadores necessérios panaaestidivergéncia entre as
cultivares. Para tal, foi realizada a analise dammstragem hpotstrap)

utilizando o programa Genes (CRUZ, 2008).

3.5.10 Estrutura Populacional

O grau de parentesco entre as 20 cultivares adaks(Tabela 1) foi
avaliado a partir da separac¢do das cultivares epogrde similaridade genética
(cluster3. A formacéo dos grupos foi realizada com baseim@asmacfes da
frequéncia alélica de cada cultivar em estimativayeBiana para um
determinado numero X de dados, fornecida pelo softvStructure Harvester
(EARL; VONHOLDT, 2012). Posteriormente, foi geradon grafico para
facilitar a andlise da heterogeneidade da distrmuidas cultivares utilizando o
software Structure v. 2. 3. 2 (PRITCHARD; STEPHER®NELLY, 2000).
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3.5.11Analise de Variancia Molecular (AMOVA)

A andlise comparativa da divergéncia entre grupafie cultivares e
dentro de cultivares foi realizada por meio da #seabe variancia molecular
(AMOVA), proposta por Excoffier, Smouse e Quatti®%2). De acordo com
esse método os valores de dissimilaridade entss o cultivares sado utilizados
em um esquema de analise de variancia hierarquradaozindo estimativas de
componentes de variancia analogos as estatistiats Wright. A partir das
estimativas de variancia entre cultivares e grumadcula-se o erro; este
corresponde a variancia dentro de cultivares.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Genotipagem

A genotipagem foi realizada utilizando 22 SSRs rpéificos em

relacdo as 20 cultivares analisadas e cujas bandatificadas apresentaram

nitida resolugédo em gel de poliacrilamida 8% (FagLix.

Figural. Perfil eletroforético das 20 cultivares Blaaseolus vulgarigvaliadas com o
primer PvBR25 (Tabela 3 e 4). GenétipdA® para as cultivares 1, 3 e 4. Genétipo
A?A? para as cultivares 2, 5, 6, 7, 14, 15, 16, e BhdBpo AA® para as cultivares 8,
13 e 19. Genétipo M\* para as cultivares 12, 18 e 20. GenétigA#para as cultivares
9,10 e11.

4.2 Caracterizacao da Diversidade Genética e Endogéa

As frequéncias alélicas de cada um dos 22 locafiadws consta na
figura 2. Por exemplo, no loco 8 existem 4 alelms drequéncias 0,150 para os
alelos 3 e 4; frequéncia de 0,225 para o alelofifequéncia 0,475 para o alelo
2. E importante notar que todos os 22 locos aprasen alelos em frequéncia

inferior a 95% e portanto, foram considerados pdffinos.
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Frequéncia Alélica
1.000 -
0.800 -
0.600 -

0.200 -
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1212123121‘ 1!?!? 123412121231? 123123 123123 12 Alelos

B Cultivares

1 23 -I 5 & 78 91011 12131415 16 17 18 1920 21 12 Locos

Figura 2. Frequéncias alélicas em cada um dos 22 locos aaweali Os locos
correspondem respectivamente as regibes marcadas grémers apresentados na
Tabela 3.

Os 22primersavaliados amplificaram um total de 56 alelos, ¢coédia
de 2,5 alelos por loco (Tabela 5). Houve uma vadate 2 a 4 alelos por loco,
sendo oprimersPvBR25 e ATA6 os mais informativos (Tabela 5). dlisento
et al. (2013) apresentou um resultado similar etudes da variabilidade
genética de 39 gendtipos de feijdo Caupi. Nessel@sts autores utilizaram 20
pares deprimer SSR e identificaram em média 4 alelos por locoiamdo de
dois a sete alelos por loco. A partir desse redoltaédio, foi possivel perceber
gue a maior parte dos locos avaliados apresent@i alelos, assim como
constatado no presente estudo. Outros trabalh@sm&amam um namero médio
de alelos por loco superior ao verificado no preseastudo, conforme
constatado por Cardoso et al. (2013, 2014). Em 2&13autores avaliaram a
divergéncia genética de 172 linhas e cultivaredegéo integrantes de cinco
ensaios de VCU conduzidos pelo programa de mellaramgenético da
Embrapa Arroz e Feijédo utilizando 30 pares mteners polimorficos. Neste
trabalho, foi observado em média 7,79 alelos poo.l&Em 2014, os mesmos
autores obtiveram média de 8,29 alelos por locoesmmdo de divergéncia
genética de 157 cultivares comerciais de feijadizatido 24 primers
polimoérficos. No presente trabalho foi observado mimero médio de alelos
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por loco inferior aos apresentados pelas autorasapelmente devido ao menor
nimero de gendtipos avaliados e ao maior parenesgo® eles.

A diversidade genética € melhor compreendida pstamativa do
namero efetivo de alelos pois esta estimativa sgmta 0 niumero requerido de
alelos igualmente frequentes em uma populacao, i@ealEquilibrio e Hard-
Weinberg, para produzir a mesma heterozigosidagerasa que a populacéo
real apresentou. Neste trabalho, o numero efetivalelos variou de 1,105 a
3,306, com média de 1,931 (Tabela 5). Esta estimdtii inferior ao nimero
médio de alelos por loco, indicando a presencdeai@sararos.

A heterozigosidade observada foi menor que a latmsidade
esperada em locos em uma populacao ideal paracgiandds locos analisados
(Tabela 5). A heterozigosidade observada varioQ,d@0 a 0,800 e apresentou
média de 0,122. A heterozigosidade esperada vat®u),095 a 0,698 e
apresentou média de 0,435. Esse resultado indissex de homozigose para a
maioria dos locos avaliados em relagdo a uma pggalialeal. Como o feijoeiro
€ uma planta autdgama esperava-se que para todosossa heterozigosidade
observada para cada loco seria menor que a hejesakade esperada.
Entretanto, isso ndo ocorreu provavelmente deviduc@réncia de mistura
varietal ou polinizacdo cruzada nas estacfes empetais das instituicdes
fornecedoras das cultivares. E necessario consjdesatudo, que em Vvarios
locos SSR em feijdo ocorre heterozigose, mesmo &#bsgeracbes de
autofecundacédo (RODRIGUES; SANTOS, 2006).

De modo geral, o poder discriminatério dos locoaliaados (PIC) foi
considerado medianamente informativo, variando,d8a 0,699 e com média
de 0,436 (Tabela 5).
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Tabela 5. indices de diversidade genética e endogamia dasuli@ares de
feijdo avaliadas utilizando 22 locos SSRs.

Marcador Na Ne Ho He PIC
X74919 2,000 1,406 0,150 0,289 0,289
PV141 2,000 1,835 0,100 0,455 0,455
PVESTBR_204 3,000 2,299 0,000 0,565 0,565
BM143 2,000 1,906 0,222 0,475 0,475
BM170 2,000 1,882 0,250 0,469 0,469
PVESTBR_98 3,000 2,793 0,000 0,642 0,643
PvBR35 2,000 1,980 0,800 0,495 0,495
PvBR25 4,000 3,113 0,150 0,679 0,679
BM154 2,000 1,105 0,100 0,095 0,095
BM184 2,000 1,170 0,053 0,145 0,146
BM 187 3,000 2,160 0,000 0,537 0,537
BMc94 2,000 1,342 0,300 0,255 0,255
BM185 2,000 1,342 0,000 0,255 0,255
PVMO04 TC323 2,000 1,724 0,200 0,420 0,420
PvBR5 3,000 1,910 0,000 0,476 0,477
BM141 3,000 2,241 0,050 0,554 0,554
PvBR13 3,000 1,831 0,100 0,454 0,454
PVMO02 TC116 3,000 1,361 0,100 0,265 0,265
BM201 2,000 1,406 0,050 0,289 0,289
ATA7 3,000 2,469 0,000 0,595 0,595
ATAG 4,000 3,306 0,000 0,698 0,699
PVESTBR 42 2,000 1,895 0,059 0,472 0,472
Média 2,545 1,931 0,122 0,435 0,436

Legenda: Na é o numero total de alelos; Ne é o miratetivo de alelos; Ho é a
heterozigosidade observada; He é a heterozigosielserada e PIC é o conteddo de
informacgéao polimoérfica.

4.3 Divergéncia Genética
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O complemento do coeficiente de similaridade datbu para estimar as
dissimilaridades entre as cultivares variou de ®/08 0,8125 (Figura 3). O
coeficiente de correlacdo cofenética entre asrdisté graficas e os dados de
dissimilaridade apresentados no dendograma foi3éle @ CC = 0,8343). Essa
estimativa indica que ha alta confiabilidade narespntacdo dos dados de
dissimilaridade pelo dendograma. A menor estimafibvaencontrada entre as
cultivares Carioca fornecida pela UFLA e a fornagie¢la EMBRAPA Arroz e
Feijdo (CNPAF); o que j& era esperado, uma vezaqueltivar utilizada pela
UFLA é originalmente uma amostra de sementes faaegoela EMBRAPA
Arroz e Feijdo e posteriormente, multiplicada naversidade. O maior valor de
dissimilaridade genética foi encontrado entre dsvaves CNFP 10104 e BRS
MG Realce, pertencentes a tipos comerciais e gruggscos distintos,
Preto/mesoamericano e Rajado/andino, respectiveméntro fato que chama
atencao, é a cultivar LP 07-80 que é do tipo coimle@arioca, ser uma das mais
divergentes em relacdo a todas as outras estu(iBalasla 2 e Figura 3). Essa
ampla divergéncia pode ser devido a sua origenms poande ndamero de
gendtipos foram intercruzados, inclusive a culti@aeat North Nebrasca, obtida
na América do Norte (Tabela 2). Em consequénciaP @7-80 possui mais
diversidade alélica e caso ela seja promissora qatiao, certamente também

sera promissora como genitora em programas de raetiento.
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Carioca JAC
| £CMUca UFLA
j Carioca EMBRAPA
: Carioca IAPAR
| _|:CHC 01175
| BRS Campeiro
l_| T8 0207

IPR Tangara
PR 14232
Perola

CNFP 10104

l P5431

Ui
L svuwm

| CHP 98-66-20
! SM 1810
: LP 08-80
, T8 02-4
' BRS MG Realce
LP 07-80
065 050 034 019 004
Dissimilaridade
Figura 3. Dendograma gerado pelo método UPGMA, por meio darim de
dissimilaridade entre as 20 cultivares de feijaovwem avaliadas.

De acordo com o dendograma obtido também é possdvificar que
houve divergéncia genética entre a cultivar Carfooaecida pelas instituicdes.
A cultivar Carioca fornecida pela EMBRAPA Arroz eifao e a fornecida pela
UFLA foram as menos divergentes entre si; entretagpresentaram-se
divergentes em relacdo a cultivar fornecida pel@,léonsiderada padrao dentre
as outras, pois de acordo com a Coordenadoria sist&scia Técnica Integral, a
cultivar Carioca original foi identificada e langapelo IAC. A cultivar Carioca
fornecida pelo IAPAR apresentou similaridade coculivar CHC 01-175 e foi
considerada a mais divergente dentre as amostragltdear Carioca avaliadas.
Entretanto, considerando as diferentes amostrasltigar Carioca, elas ndo sao
muito divergentes quando comparadas as demaivarels. A semelhanca da

cultivar CHC 01-175 com a Carioca fornecida peloPAMR deve-se a
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genealogia, uma vez que a cultivar CHC 01-175 temo genitor a cultivar

IAC Eté, que pertence ao tipo comercial Carioca.

4.4 \dentificacdo do Numero Otimo de Marcadores

Considerando que o intervalo entre 50 e 100 fragmsede DNA
amplificados tem se mostrado suficiente nas estiamtde relacdes genéticas
entre e dentro de populacdes de espécies vege&@isQMBO et al., 2005)
pode-se considerar que os 56 fragmentos empregadese estudo sao
suficientes para estimar com eficiéncia a divergéngenética entre as
cultivares.

O resultado das andlises de reamostragéwotgtrap realizadas
utilizando os 56 fragmentos para as 20 cultivastBoeapresentados na tabela 4.
Pode-se constatar que com 21 marcadores € possfvekentar a divergéncia
genética entre os acessos com grau de concordsatstatorio ao obtido com
0s 22 marcadores, visto que a estimativa do estrasgslio é inferior a 0,05%.
Portanto, a correlagdo entre as medidas de diveeyé@btida utilizando 22
marcadores foi superior a 0,95% e indica que fdiizato um nudmero

satisfatério para o estudo.

Tabela 6.Andlise de reamostragem (bootstrap) para ideatifio do nimero
otimo de marcadores a partir da avaliacdo do estregdio.

Nudmero de Marcadores Estresse Médio
1 0,8582
3 0,4866
5 0,3604
7 0,2853
9 0,2357
11 0,1962
13 0,1631
15 0,1341

17 0,1063
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19 0,0774
21 0,0413
22 0,00

4.5 Estrutura Populacional

Por meio da analise da estrutura populacional @mphtada pelo
software Structure as cultivares foram separadasdein grupos de maior

similaridade genética (Figura 4).

Frequéncia Alelica

Ana
hie )

8%
o
70%
0%
50%

]

B Grupo 1MGrupo 2

Figura 4. Representacado grafica da divergéncia genética antcultivares tipo Carioca
e Preto.

O grupo 1 foi composto pela maioria das cultivatestipo comercial
Carioca e o grupo 2 pela maior parte das cultivdeedipo comercial Preto.
Entretanto, houveram cultivares do tipo Carioca geeapresentaram mais
similares as do tipo Preto e vice-versa evidencaadexisténcia de alelos
caracteristicos de um grupo que também podem sen&ados no outro grupo
devido a existéncia de parentesco entre as cutvde ambos os grupos. No
processo de melhoramento para obtencdo de alguasasultivares avaliadas

foram realizados cruzamentos utilizando-se gerstdos dois grupos comerciais
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(Preto e Carioca) visando associar alelos favosaddeiambos (Tabela 1). No
caso das cultivares BRS MG Realce e TB 02-24, pegtetes respectivamente
ao tipo comercial Rajado e Vermelho, provavelmgssuem a maioria dos
alelos SSRs similares aos do grupo Preto; entresesglos, podem figurar
QTLs de caracteres agronémicos (Tabela 3).

Vale ressaltar que na figura 4 a localizacdo dévanlLP 07-80 esta
mais proxima do grupo Preto, mesmo se tratandar@deaultivar pertencente ao
tipo comercial Carioca. Isso pode ser explicado fetio dela possuir genitores
andinos como a BRS MG Realce e a Great North Nebrhssel. 27 e podemos
observar também que na figura 4, a BRS MG Realssup@ maioria dos alelos
tipicos do grupo 2.

E importante ressaltar, que em parte o parentesservado pode ser
devido ao fato das cultivares apresentarem locaseafemente em heterozigose
(Ho) em quantidade superior ao esperado para planttbgamas, refletindo
pelo menos em parte a ocorréncia de mistura e e® pdneterozigose mantida
pela selecdo natural em autdgamas como o feijdR@DRIGUES; SANTOS,
2006) (Tabela 5). Esse fato também pode ser olkerpalo dendograma
(Figura 3). A ocorréncia de poucos locos em heigose era esperada porque
as cultivares melhoradas de feijdo em geral sdvadlars de cruzamento de
genitores diferentes e, na populacdo segreganteplentga da geracdo, fou
derivada é autofecundada gerando uma progénierofyépies assim obtidas séo
autofecundadas sucessivamente e seleciona-se aermethira constituir a nova
cultivar. Portanto, é esperado que cada cultivar gmnstituida por uma mistura
de linhagens.

Considerando os dois grupos formados, foi realizadanéalise de
variancia molecular - AMOVA (Figura 5). De acordant andlise, a divergéncia
genética entre cultivares (61%) é maior que a démeria entre 0S grupos

Carioca e Preto (12%) e a divergéncia existenté&ralele cada cultivar (27%).
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Considerando que o feijoeiro € uma planta autégaemna,esperado menor
divergéncia dentro de cultivares. Essa estimatiyatamente com os altos
valores de heterozigosidade observados indica mérmia de mistura em cada
cultivar e certamente heterozigose. Em relacaovérgincia entre cultivares
nota-se que ela é relativamente acentuada, messse nenjunto de apenas 20
cultivares j& melhoradas, indicando menor riscowleerabilidade como o que
se observa em relacdo a resisténcia a patégenajampor exemplo. Além

disso, indica também considerdvel variabilidade reenessas cultivares

melhoradas que pode ser explorada no melhoramento.

Porcentagem de Varidncia Molecular (AMOVA)

entre prupos
12%

Figura 5. Representacao grafica da divergéncia genética emteatro dos cultivares e
entre os grupos Carioca e Preto.
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5 CONCLUSAO

Entre as cultivares Carioca, a da UFLA e da EMBRARFOz e Feijdo
sdo as mais similares (0,03571), ja a utilizaddARAR é a mais distinta entre
elas. Entretanto, as amostras de cultivares Casacamais semelhantes entre
elas do que em relacdo as demais cultivares.

Dentre as cultivares estudadas, a CNFP 10104 eNBRRealce foram
as mais distintas (0,8125) provavelmente devidéatmde pertencerem a tipos
comerciais e grupos génicos diferentes, respectinten Preto/mesoamericano e
Rajado/andino.

A heterozigosidade observada foi mais alta do quesmerado para
plantas autégamas (0,05), indicando a ocorrénciaigiira de linhagens e em
parte a heterozigose mantida pela selecdo natbrdtetanto, as cultivares
estudadas apresentaram maior variacao geneétiea @iitivares do que dentro
de cultivares ou entre os grupos Carioca e Preto.

As andlises de agrupamento foram eficientes pgraraeas cultivares
em grupos de maior similaridade genética; porémhodee formacao de grupos
definidos que separassem o tipo comercial Cariocipd comercial Preto em

razdo da origem das cultivares e dos marcadoleadts.
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