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RESUMO

OLIVEIRA, Marcus Vanner Carvalho de. Similaridade genética de linhagens
de feijdo, selecionadas nas cultivares Carioca e Pérola, utilizando
Marcadores RAPD. 2002. 67 p. Dissertagio (Mestrado em Genética e

Melhoramento de Plantas) — Universidade Federal de Lavras, Lavras, MG.”

O feijdao ¢ uma planta autégama e, como tal, possui baixa taxa de
fecundagdo cruzada, em torno de 0,5%. No entanto, apesar da baixa taxa de
cruzamento, as misturas de cultivares e as mutagdes, em uma extensa area
plantada, contribuem para gerar variabilidade dentro das cultivares, que pode ser
utilizada no melhoramento. Entio, o objetivo do trabalho foi fazer uma
avaliagdo prévia dessa variabilidade, por meio da similaridade genética estimada
a partir de marcadores RAPD (Random Amplified Polimorphic DNA). Foram
utilizadas 98 linhagens de feijdo selecionadas dentro das cultivares Carioca e
Pérola, na regido de Sete Lagoas - MG. Foram obtidas 81 bandas polimérficas
de RAPD e estimada a similaridade genética por meio do método de Nei Li.
Utilizou - se 0 método UPGMA na anilise de agrupamento e constatou-se ampla
variabilidade genética nas linhagens, principalmente, daquelas selecionadas na
cultivar Carioca. A acentuada divergéncia genética de mais de 50 % das
linhagens indicam que a cultivar Carioca utilizada pelo agricultor é
completamente diferente da cultivar original. Além disso, ha grandes chances de
sucesso com selegdo de linhas puras dentro da cultivar Carioca utilizada pelos
agricultores.

" Comité de Orientagao: Jodo Bosco dos Santos — UFLA (Orientador)



ABSTRACT

OLIVEIRA, Marcus Vanner Carvalho de. Genetic similarity of common bean
lines, selected from the Carioca and Pérola cultivars, based on RAPD
Markers. 2002, 67 p. (Dissertation — Master's degree in Genetics and
Improvement of Plants) - Universidade Federal de Lavras, Lavras, MG.*

The common bean is a self-pollinated species, and as such, it possesses a
low rate of cross - pollination, around 0.5%. However, besides the low crossing
rate, the mixtures of cultivars and lines, and the mutations in a large planted
area, contribute to generate variability in the cultivars, that can be seleted in
common bean breeding. The objective of this research was to do a previous
evaluation of genetic variability, through the genetic similarity based on RAPD
(Random Amplified Polimorphic DNA) markers. Ninety eight common bean
lines were selected from Carioca and Pérola cultivars used in farms located at
Sete Lagoas — MG county. There were obtained 81 polimorphic RAPD bands
that were used for estimating the genetic similarity through Nei Li's method, and
grouped by UPGMA procedure to generate a dendrogram. The lines presented a
wide genetic variability, mainly those selected from Carioca cultivar. Therefore,
the Carioca cultivar used by the farmers is completely different from the original
one. Besides, there is great chance to select superior lines from that cultivar.
Less variability was observed among the lines from Pérola cultivar, which is a
newer cultivar than Carioca.

" Guidance Committee: Jodo Bosco dos Santos - UFLA (Major Professor)



1 INTRODUGAO

O feijdo é uma planta autdgama e, como tal, possui uma baixa taxa de
fecundagio cruzada, em geral, inferior a 0,5 % (Borém, 1999). No entanto, em
condig¢des especiais de ambiente, com alta ocorréncia de insetos polinizadores,
sdo registradas taxas de cruzamento de até 39% (Santos, 2001). Por se tratar de
uma espécie autdgama, a maioria dos agricultores, em vez de utilizarem
sementes certificadas, utilizam os grios por eles produzidos ou adquiridos de
seus vizinhos.

A pequena taxa de cruzamento natural, o comportamento da maioria dos
agricultores, especialmente dos pequenos, que favorecem 4 mistura de diferentes
cultivares do tipo Carioca, a extensa area plantada e a ocorréncia de mutagdes
naturais sio responsaveis por ampla variagio genética dentro das cultivares em
uso (Abreu et al,, 1997). Além disso, a partir da década de 1980, com a
popularizagdo do grdo tipo Carioca, na maioria das regides brasileiras, virios
programas de melhoramento passaram a trabalhar essencialmente com esse tipo
de grio. Em conseqiiéncia, algumas centenas de linhagens véem sendo
selecionadas e dessas, algumas dezenas foram langadas como cultivares,
éontribuindo para ampliar, significativamente, a variabilidade dentro das
cultivares Carioca. Pode-se entio, considerar que muitas das cultivares
denominadas Carioca, ou qualquer outra com tipo semelhante de grios, quando
mantidas pelos pequenos agricultores, devem cada uma constituir uma mistura
particular de virias linhagens.

A variabilidade intrinseca da cultivar Carioca pode ser explorada por meio
do método de linhas puras. Para isso, basta amostrar vérias linhagens dentro das
cultivares usadas por agricultores de uma dada regido. A variabilidade pode ser

constatada por meio dos experimentos de avaliagio de linhagens com base, por



exemplo, na produtividade de gréos, porte da planta e reagio a patégenos. Pode-
se, também, obter uma avaliagio ripida e preliminar dela por meio da
similaridade genética entre as linhagens, utilizando-se um marcador molecular
simples como o RAPD (Random Amplified Polimorfic DNA).

Com base nessas consideragdes, o objetivo deste trabalho foi verificar a
similaridade genética entre algumas linhagens selecionadas dentro das cultivares
Carioca e Pérola e, também, avaliar se as cultivares ditas carioca, utilizadas

pelos agricultores do municipio correspondente a cultivar original.



2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Origem do Feijio

O género Phaseolus possui cerca de 55 espécies, das quais cinco sdo
cultivadas: P. vulgaris L., P.lunatus L., P. coccineus L., P. acutifolius A., Gray
var. latifolius Freeman e P. polyathus Greemman (Debouck et al., 1989). Entre
elas o feijio comum, Phaseolus vuigaris, € o mais importante, por ser a primeira
espécie a ser cultivada e, também, a mais utilizada em quase todos os
continentes (Santos & Gavilanes, 1998).

Apesar do feijao (Phaseolus vulgaris L.) ser considerado uma espécie ndo
céntrica, ou seja, de origem miltipla e com centros de domesticagio
independentes (Harlan, 1971 e 1975), é consenso que essa espécie e as demais
do género originaram-se nas Américas. Isto, porque evidéncias morfologicas
mostram que o feijdo silvestre, ancestral do feijio comum, tem uma ampla
distribui¢do nas Américas desde o oeste do México até o nordeste da Argentina,
sendo que ao longo desta faixa, observam-se diferengas morfolégicas que
possivelmente refletem a adaptagio do feijoeiro silvestre as condigdes
contrastantes dos ambientes em que é encontrado (Debouck et al., 1989).

Baseado em métodos fitogeogréficos, Vavilov (1949-1950), citado por
Vieira et al. (1999), mostrou, nas primeiras décadas do século XX, que o centro
de diversidade genética das espécies de feijio P. vulgaris, P. coccineus, P.

lunatus € P. acutifolius localiza-se no México €



América Central, pois foi nessa area em que ele encontrou a maior variagdo de
formas dessas espécies. Identificou ainda um centro secundario de diversidade
genética na drea montanhosa que compreende o Peru.

Atualmente, aceita-se que o feijio comum tem dois centros principais de
domesticagdo e um terceiro, de menor expressio (Gept & Debouck, 1991). O
primeiro, localiza-se na regido central das Américas, principalmente no México,
onde se originou a maioria dos cultivares de grios pequenos. O segundo,
localiza-se no sul dos Andes, principalmente no norte da Argentina e no sul do
Peru, onde se originaram as cultivares de sementes grandes. A terceira area de
domesticagiio, provavelmente intermedidria entre as duas principais regides,

situa-se na Colémbia.
2.2 Biologia Floral

Existem diversos relatos na literatura, descrevendo a biologia floral
do feijoeiro (Ramalho et al., 1993; Santos & Gavilanes, 1998; Peternellj
& Borém, 1999). De acordo com esses relatos, o feijoeiro comum é uma
planta de dias curtos e baixas altitudes. As temperaturas étimas para a
produtividade maxima situam-se entre 29,5°C (dia) e 21,0°C (noite).

A morfologia floral do Phaseolus vulgaris L. favorece ao mecanismo de
autopolinizagdo. ~As anteras estdo situadas no mesmo nivel do estigma e
envolvidas completamente pela quilha. Quando ocorre a deiscéncia das anteras
(antese) os grdos de pélen caem diretamente sobre o estigma. E importante
salientar que a deiscéncia das anteras e a polinizagio ocorrem no momento ou
pouco antes da abertura da flor (cleistogamia). Weinstein (1926) verificou, em
casa de vegetagdo, que a polinizagio ocorre quase na ocasido da antese, dando-
se a fertilizagdo oito a nove horas depois. Deste modo, quando a flor abre, ja

estd polinizada, o que torna a autofecundagdo um sistema quase obrigatério de



reprodugio. Todavia, ocorre uma taxa de fecundagdo cruzada natural, que
atinge, as vezes, propor¢des que dificultam os trabalhos de melhoramento e
manutengio da pureza das cultivares.

A taxa de fecundagdo cruzada varia em fungdo da distancia entre as
plantas e das condigdes do meio, no sentido de afetar populagio € a atividade
dos insetos. Essa taxa depende, também, das cultivares semeadas, ou seja, do
tipo de suas flores e da maior ou menor coincidéncia dos seus periodos de
floragdo (Vieira et al., 1999). Estudos realizados no Brasil tém demonstrado que
a taxa de polinizagdo cruzada natural é baixa, ficando entre zero e 1,4%
(Junqueira Neto & Lasmar Filho, 1971; Pacova & Rocha, 1975; Pereira Filho &
Cavariani, 1984; Marques Junior & Ramalho, 1995). Entretanto, em
determinadas condigdes ambientais, certas cultivares podem apresentar taxas
mais elevadas de cruzamento natural, como as obtidas por Pompeu (1963), de
até 6,2%, e Costa & Antunes (1975) de até 10,6%, citados por Santos (2001).

No exterior, os estudos sobre a alogamia na cultura do feijdo acusaram
resultados semelhantes aos do Brasil, com taxas de fecundagdo cruzada natural,
geralmente de até 4% (Chile, 0%, Elgueta e Baillon, 1944; México, 4,5%,
Crispim ¢ Medina, 1960; Costa Rica, 0%, Alan e Moh, 1966; México, 3,7%,
Miranda - Colin, 1974; Venezuela, 0,5%, Ortega, 1974; USA, 0%, Tucker e
Harding, 1975; Etiopia, 5%, Stoetzen, 1984; Malasia, 2%, Martin ¢ Adams,
1985). Todavia, podem ocorrer altas taxas de fecundagio cruzada ( USA, 10%,
Emerson, 1916; Suécia, 13%, Kristofferson, 1921; USA, 8%, Banons, 1939;
USA, 85%, Wales et al., 1988; Porto Rico, 39%, Brunner ¢ Beaves, 1989; USA,
6,9%, Royer et al, 1999; USA, 55%, Gepts et al., 2000), citados por Santos
(2001).



2.3 Cultivar Carioca

A cultivar de feijdio denominada Carioca foi recebida da CATI —
Coordenadoria de Assisténcia Técnica Integral — pela Segio de Leguminosa do
Instituto Agrondmico de Campinas (IAC), no inicio de 1965, oriunda de uma
cultura do municipio de Palmital/SP (Almeida et al., 1971). A cor do grio e o
desenho ondulado do feijio,semelhante as calgadas das praias de Copacaba, no
Rio de Janeiro, deram o seu nome de batismo (A Revolugdo..., 2000). No
entanto, especula-se que a cultivar Carioca surgiu a partir de mutagdes ou de
cruzamentos naturais. Essa origem da cultivar é discutivel, pois de acordo com
Voyset (1983) ha vérios materiais mexicanos muito parecidos com ela e que ndo
sdo plantados no Brasil (A Revolugio..., 2000).

Plantada em campo de observagdo, juntamente com outros materiais, no
mesmo ano em que foi recebida pelo IAC, mostrou alta capacidade produtiva.
Por essa razdo, foram realizados estudos mais detalhados, sendo a cultivar
colocada nos ensaios de competi¢io e nos campos de caracterizagio de
cultivares, embora as sementes, pela sua coloragio, nio tivessem a preferéncia
dos consumidores paulistas (Almeida et al., 1971). Foram realizados vérios
testes culinarios e agronémicos, demonstrando que o fato de a cultivar Carioca
apresentar sementes com tegumento de coloragio bicolor, ou seja, fundo creme
com listras havana, nio comprometeu a facilidade de cozimento e nem outras
caracteristicas culindrias. Em campo, a cultivar Carioca mostrou-se 20% mais
produtiva do que as cultivares mais utilizadas no estado de Sdo Paulo e, também,
mais resistente a antracnose, ferrugem, bacteriose e virus (Almeida et al., 1971).
Apesar da é6tima produtividade e de outras caracteristicas de boa qualidade, o
novo material, na opiniio de muitos técnicos, ndo seria bem aceito por
produtores e consumidores, pois estes ndo estavam acostumados a utilizar

feijées do tipo bicolor ou mesmo rajados. Esse temor atingiu até alguns



membros da Comissdo Técnica Permanente de Leguminosas da Secretaria de
Agricultura do Estado de Sdo Paulo, os quais julgavam arriscado incluir o novo
material, para multiplicagio no Plano Estadual de Sementes. Foi necessario,
assim, uma série de reunides com apresentagdo dos resultados experimentais,
para que a Comissdo aceitasse a introdugdo da nova cultivar, para multiplicagdo
pelo Departamento de Sementes e Mudas da CATI (Almeida, 2000).

A primeira noticia oficial sobre a nova cultivar e suas boas caracteristicas,
foram divulgadas em 1968, no Terceiro Encontro de Técnicos em Agricultura.
Em meados de 1970, antes da publicagdo oficial na revista cientifica Bragantia,
por Almeida, Leitio e Miyasaka, os resultados foram divulgados por um artigo
de autoria de Almeida, publicado no Suplemento Agricola do jornal “O Estado
de Sdo Paulo”, atingindo, portanto, alcance nacional (Almeida, 2000).

Nos anos seguintes, a cultivar Carioca foi incluida nos ensaios nacionais
de competicido de cultivares, conseguindo sempre se sobressair em
produtividade, sendo indicada para plantio em outros estados brasileiros,
principalmente no Parana e em Minas Gerais. Também naquela ocasido, o novo
material comegou a ser incluido em todos os programas de melhoramento
existentes no Pais, em vista de suas 6timas caracteristicas.

A partir da divulgagdo da cultivar e da multiplicagdo das sementes em
1969, a aceitagdo da nova cultivar pelos agricultores e, também, pelos
consumidores foi tdo grande que, por volta de 1976, ja era a cultivar mais
plantada e comercializada no estado de Sdo Paulo. Atualmente, a cultivar
Carioca ou suas derivadas, as quais despontam nos programas de pesquisa em
melhoramento genético, sdo as cultivares mais difundidas e plantadas nos
principais estados produtores de feijio do Brasil. Segundo A Revolucdo...
(2000), a cultivar Carioca é semeada em cerca de 80% das lavouras nacionais.

Em 1977, a cultivar Carioca foi colocada para competir nos ensaios

internacionais, coordenados pelo Centro Internacional de Agricultura Tropical —



CIAT, figurando entre as mais produtivas por diversos anos. A partir desses
resultados, passou a ser usada como testemunha internacional nos programas de
melhoramento do CIAT, sendo, por isso, levada para outros paises.

De acordo com Ramalho & Abreu (1998), nos ltimos 27 anos a cultivar
Carioca tem participado dos experimentos de avaliagdo de cultivares em Minas
Gerais, nas regides Sul e Alto Paranaiba, sendo superada por poucos materiais

melhorados atuais, principalmente na auséncia de patogenos.
2.4 Métodos de Melhoramento em Feijao

No melhoramento do feijoeiro podem ser utilizados todos os métodos de
melhoramentos comuns as plantas autégamas, tais como: introducdo de
linhagens ou cultivares, seleco de linhas puras em populagdes heterogéneas e
hibridagdo, envolvendo dois ou mais genitores. Dar-se-a destaque apenas 3
selecdo de linhas puras por ser o0 método utilizado para aproveitar melhor a

variabilidade natural disponivel nas cultivares em uso pelos agricultores.
2.4.1 Selegio de Linhas Puras

Como j& mencionado, o método de selecio de linhas puras tem por
objetivo utilizar a variabilidade natural existente nas cultivares utilizadas pelos
agricultores hi longo tempo. Por isso, antes da discussio do método
propriamente dito ¢ necessirio comentar quais sio as fontes de variabilidade no
germoplasma do feijoeiro.

A principal fonte de variabilidade, alias a tGnica capaz de originar novos
alelos, é a mutagdo. A mutagdo é, em ultima instincia, uma alteragdo nas
seqiiéncias de bases do DNA, modificando a informagao do alelo preexistente e,

em conseqiiéncia, gerando uma nova informagio. No caso das mutagdes



naturais, a sua taxa ¢ relativamente baixa, em geral, um mutante entre 10.000
gametas a um entre 1.000.000. Contudo, considerando o nimero de genes que
uma planta possui, em torno de 50.000 e o nimero de plantas que sio cultivados
anualmente, a chance de que a cada safra ocorram novos alelos na descendéncia
€ enorme (Santos, 2001)

E preciso salientar que a maioria das mutagdes ¢ prejudicial, ou seja, ndo
conferem vantagens adaptativas. Como os agricultores utilizam os grios
colhidos como sementes, por alguns anos e as plantas reproduzem-se por
autofecundacdo, a selegiio natural ira se encarregar de eliminar os alelos nio
favoraveis. Assim, ¢ esperado que s irdo permanecer no germoplasma em uso
pelos agricultores, alelos mutantes com vantagem adaptativa (Santos, 2001).

O principal modo de ampliar essa variabilidade gerada pela mutagio em
plantas autégamas, é a ocorréncia de hibridac@io natural. Como visto, ela ocorre
no feijoeiro, embora ele se reproduza predominantemente por autofecundagio.
Além disso, o cultivo do feijao, em muitas regides brasileiras, é praticado pelos
pequenos agricultores, os quais, raramente adquirem sementes certificadas, além
de adotarem priticas que facilitam a mistura de cultivares, ampliando a
variabilidade genética dentro das cultivares que eles usam nos plantios
sucessivos (Santos, 2001).

Finalmente, além dessas fontes convencionais de variagio genética,
Rasmusson & Phillips (1997) e Phillips (1999) destacam outros mecanismos que
geram variabilidade. Os autores citam a recombinagio intragénica, a permuta
desigual, os transposons, a metilagdo do DNA, a paramutagdo, a amplificagio
génica e a epistasia decorrentes de novos arranjos de alelos no genoma, como
alguns desses mecanismos envolvidos na geragio dessa “nova variabilidade”.
Isto sugere que a variabilidade disponivel dentro de linhas puras, obtidas por
autofecundag@es sucessivas e mantidas por longos periodos, sendo submetidas a

diferentes tipos de estresses, é maior do que se imaginava.



Diante desses fatos espera-se ampla variabilidade em inimeros
caracteres nas cultivares que sdo utilizadas pelos agricultores. A principal
alternativa para utilizar essa variabilidade é a coleta de amostras de diferentes
regides e agricultores e a posterior selegdo de linhas puras.

A teoria das linhas puras foi desenvolvida pelo botanico dinamarqués
W. L. Johannsen, em 1903, que conduziu uma séric de experimentos com a
variedade de feijao “Princess”. Johannsen utilizou um lote de sementes de
diferentes tamanhos, no qual investigou o efeito da selegio sobre o peso médio
das sementes nas progénies. Sua conclusio foi de que a selegio em uma
populagdo heterogénea pode ser efetiva para isolar linhas distintas entre si,
porém, posteriores sele¢des dentro das linhas sio ineficientes. Assim, ele
estabeleceu trés principios com seus estudos: a) ha variagdes herdaveis e
variagdes causadas pelo ambiente; b) a selecio sé é efetiva se recair sobre
diferengas herdaveis e c) a selegdo ndo gera variagio. A partir desse trabalho, o
termo “linha pura”, foi utilizado para definir toda a descendéncia, por
autofecundagdo, partindo de um tnico individuo homozigoto. Outra definigio de
linha pura refere-se ao gendtipo que possui alelos iguais em todos os genes, de
modo que, com as sucessivas multiplicagdes das sementes, via autofecundagio,
ndo hd alteragdo na sua constituicio genética (Ramalho & Abreu, 1998).
Portanto, a ndo ser que ocorra alguma mistura mecénica de sementes, mutagdes
ou algum cruzamento com outras cultivares, essa linhagem tera sua constituigio
genotipica mantida indefinidamente.

O procedimento para obtengédo de linhas puras comega com a selegio de
plantas individuais com posterior teste de progénies. A populagio base onde
serd iniciada a selegdo pode ser proveniente de um ou varios agricultores. O
material colhido dos agricultores é semeado misturado na area experimental.
Durante o cultivo, o melhorista acompanha o desenvolvimento das plantas,

identificando as mais promissoras com relagio a arquitetura e incidéncia de



pragas e doengas. Na colheita, sio observados caracteres dos graos. As plantas
sdo colhidas individuaimente obtendo-se familias-linhas puras, que serdo
avaliadas na safra seguinte. Na avaliagdo, como o numero de linhas puras é
normalmente grande, cada uma ¢é semeada uma linha com dois a trés metros de
comprimento de cada, colocando, a espagos regulares, uma testemunha. De
modo andlogo ¢ realizada a selegdo das melhores linhas puras, que pode ser
visual ou utilizar-se de alguma medida na tomada de decisdo. As linhas
selecionadas sdo novamente colhidas individualmente e mais extensivamente
avaliadas nas geragdes seguintes, utilizando-se experimentos com repeti¢des. No
final do processo seletivo, o melhorista ira identificar uma ou algumas linhas
puras. Nesse dltimo caso, as linhas poderdo ser mantidas isoladas ou misturadas
para originar uma nova cultivar.(Ramalho et al., 1998; Ramalho et al., 1993;
Borém, 1999).

A selegdo de linhas puras é utilizada no melhoramento de plantas
autégamas ha longo tempo. O trabalho mais expressivo foi conduzido com a
cultura do arroz na Tailandia, cuja a selegdo iniciou-se a partir de mais de 100
mil linhas puras. Para a sele¢do era colocada, intercaladamente, uma linhagem
testemunha (Love, 1955),

No caso da cultura do feijoeiro, a sele¢do de linhas puras é
freqlientemente realizada, embora, em apenas alguns casos resultados sejam
publicados. Nesse contexto, merece destaque o trabalho realizado para a selegdo
de linhas puras, na cultivar de feijdo roxo (Ramalho et al., 1982). Para isso,
foram analisadas 85 amostras, coletadas em propriedades de agricultores e
chegou-se & conclusdo de que havia uma ampla variagdo entre e dentro das
amostras, principalmente, para as caracteristicas das sementes e produgio por
plantas.

Numa segunda etapa, visando aproveitar essa variabilidade, avaliaram-

se-485 progénies, oriundas de plantas superiores identificadas na etapa anterior.



Em seguida, as 100 progénies selecionadas foram novamente avaliadas e,
finalmente, as 20 melhores foram comparadas em dois locais: Sete Lagoas (MG)
e Patos de Minas (MG). Nesse caso, os autores concluiram, baseados nas
estimativas dos pardmetros genéticos e nas distribuides de freqiiéncia relativas
a produtividade de grios, que os gendtipos de feijio roxo em uso pelos
agricultores, na regido amostrada, possuiam acentuada variabilidade genética.

No programa de melhoramento da EMBRAPA - Arroz e Feijio, esse
método também foi amplamente utilizado (Costa & Zimmermann, 1988).
Contudo, o exemplo de maior sucesso na cultura do feijoeiro, ndo s6 no Brasil,
com em todo o mundo, foi a selegio de uma linhagem numa plantagio de um
agricultor do municipio de Palmital, estado de Sie Paulo, que originou a cultivar
“Carioca’ (Almeida et al., 1971). Vale frisar que nessa selegio, ndo foi utilizado
o procedimento normal de linhas puras.

Mais de trinta anos ji se passaram e essa cultivar continua sendo
amplamente utilizada em praticamente todo o territério brasileiro, sendo, sem
duvida nenhuma, um dos casos de maior sucesso no melhoramento de uma
planta cultivada. E preciso mencionar que, devido ao seu cultivo sucessivo
durante todo esse periodo e, considerando as causas da variagio genética dentr.
das cultivares autégamas, é esperado que ocorra variabilidade dentro dessa
cultivar. Trata-se, portanto, de um germoplasma promissor para a selegio de
linha pura. Uma inspegdo rapida da variabilidade genética existente pode ser

realizada por meio de marcadores moleculares (Santos, 2001).
2.5 Marcadores Genéticos
Marcadores genéticos sdo quaisquer caracteristicas, processos

bioquimicos ou fragmentos de DNA, que permitem a distingdo de individuos

geneticamente diferentes (Borém, 1997).
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Um marcador pode ser definido como todo e qualquer fendtipo,
decorrente de um gene expresso, como no caso das proteinas e caracteres
morfolégicos ou de um segmento especifico de DNA, que pode ou nio
corresponder a regides expressas do genoma, cuja seqiiéncia e fungdo, podem ou
ndo serem conhecidas e possuem heranga mendeliana (Ferreira & Grattapaglia,
1995). Ja Sakiyama (1993), em uma defini¢do mais abrangente, relata que a
palavra marcador, tem sido utilizada para designar fatores morfologicos,
fisioldgicos, bioquimicos ou genéticos, passiveis de serem identificados e que
permitem o estudo comparativo de gendtipos e suas progénies.

Com base nesses fatores e avaliando as particularidades dos vegetais,
pode-se destacar trés classes de marcadores genéticos; marcadores morfoléogicos,
marcadores bioquimnicos e marcadores moleculares.

Um marcador morfoldgico consiste de um cariter qualitativo de alta
herdabilidade normalmente determinado por um (nico gene. Os marcadores
morfolégicos sio, em geral, fendtipos de ficil identificagio visual, como
nanismo, cor de pétala, e morfologia foliar. Esses marcadores contribuiram,
significativamente para o desenvolvimento teérico da analise de ligagio génica e
para a constru¢do das primeiras versdes de mapas genéticos. No entanto, eles
apresentam uma série de problemas, sendo o principal o baixo numero, além de
apresentarem a desvantagem de somente serem identificados, em sua maioria, no
nivel de planta inteira ou adulta (Ferreira & Grattapaglia, 1995).

Marcadores bioquimicos consistem do uso de proteinas de reserva de
sementes e isoenzimas. O termo isoenzima define um grupo de multiplas
formas moleculares da mesma enzima, que ocorre em uma espécie, como
resultado da presenga de mais de um gene, codificando as cadeias polipeptidicas
das enzimas (Moss, 1982). E um marcador relativamente barato, tecnicamente
acessivel, embora apresente a desvantagem de ser pouco variavel,

principalmente quando se analisam populagdes de gendtipos altamente
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aparentados. Além disso, também pode sofrer influéncia do ambiente e haver
interagio com outros genes, uma vez que isoenzimas sio produtos génicos.
Apesar de serem pouco utilizados nos dias de hoje, o seu uso é uma ferramenta
auxiliar nos estudos da genética e melhoramento de plantas, com aplicagées nas
areas de genética de populagdes, identificagdo de cultivares e genética evolutiva
(Muniz, 1994). Tém sido utilizados, ainda, na caracterizagio de germoplasma e
de forma mais limitada, na selegdo indireta. Devido a estas caracteristicas, os
marcadores bioquimicos/enzimaticos tém sido gradualmente substituidos por
marcadores que detectem o polimorfismo direto na molécula de DNA (Ferreira
& Grattapaglia, 1995).

Os marcadores moleculares surgiram recentemente, com o advento da
biologia molecular, o que permitiu que fossem detectados polimorfismos
genéticos no DNA. O nimero de marcadores disponiveis para analise genética
passou a ser virtualmente ilimitado e sua utilizagio pode ser estendida as
espécies menos estudadas (Ferreira & Grattapaglia, 1995). Os marcadores
moleculares comportam-se como caracteristicas qualitativas de heran¢a
mendeliana simples. Sdo de grande interesse para o melhoramento de plantas,
como uma fonte de informagdo genética, na selegio indireta de fenétipos de
interesse agronomicos (Kelly & Miklas, 1998).

Os marcadores moleculares vém sendo utilizados na construgio de mapas
genéticos € na selecio de germoplasma, em programas de melhoramento,
permitindo a caracterizagio de diferentes genétipos (fingerprinting), o
estabelecimento de filogenias, a selegio assistida de genes para caracteres de
interesse, a determinagdo de similaridades entre individuos, usando analises de
agrupamentos e a clonagem de genes, baseado em mapa (positional cloning ou
map-based cloning) (Stirling et al., 1995; Painting, 1996).

Marcadores baseados no DNA apresentam vérias vantagens sobre os

outros tipos de marcadores. Dentre essas estdo: o nimero elevado, o alto grau
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de polimorfismo, a nao-influéncia do meio ambiente e a nio apresentagio de
efeitos pleiotropico e epistaticos.

Os distintos tipos de marcadores moleculares hoje disponiveis
diferenciam pela tecnologia utilizada para revelar variabilidade no DNA. Os
principais tipos de marcadores moleculares podem ser classificados em dois
grupos, conforme a metodologia utilizada para identifica-los: hibridizagio ou
amplificagdo de DNA. Entre os identificados por hibridizagio, estdo os
marcadores RFLP (Restriction Fragments Length Polymorphism e Minissatélites
ou locos VNTR (Variable Number of Tandem Repeats). Ja aqueles revelados
por amplificagdo, incluem os marcadores do tipo PCR (Polymerase Chain
Reaction), RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA), SCAR (Sequence
Characterized Amplified Regions), Microssatelites ou SSR (Simple Sequence
Repeats) e AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism). Destes, Milack
(1998) destaca o PCR e o RAPD, em fungdo da simplicidade, baixos custos e

viabilidade de uso por qualquer melhorista.

2.5.1 Marcadores PCR e RAPD

A técnica PCR foi desenvolvida em 1984, por Kany Mullis (Mullis &
Fafoona, 1987; Saiki et al., 1985) e consiste na amplificagdo, in vitro, de
fragmentos de DNA, usando oligonucleotideos ou primers de segiiéncia
conhecida, geralmente com 20 a 25 nucleotideos e complementares as
extremidades do segmento a ser amplificado, direcionando a sintese do DNA
alvo, em ciclos repetidos (Mullis, 1990; Vas, 1985).

Cada ciclo de amplificagdo na técnica de PCR compreende trés etapas:
(1) desnaturag@o da molécula de DNA; (2) pareamento dos primers as regides
complementares no DNA e (3) extensdo a partir dos primers pela DNA

polimerase. Essas etapas sdo realizadas em um termociclador, que fornece as
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lemperaturas ¢ respectivos tempos adequados para desnaturagio do DNA,
anelamento dos primers e extensio do DNA, em cada ciclo de replicagdo,
durante 25 a 40 ciclos (Passos-Bueno & Zatp, 1995).

No entanto, a técnica PCR apresenta, uma desvantagem, que é o fato de
requerer o seqiienciamento do fragmento de DNA de interesse, para sé assim,
obter os primers que permitirdo a amplificagio do mesmo.

A partir do PCR foram desenvolvidas outras classes de marcadores, como,
por exemplo, o RAPD. A técnica de RAPD foi proposta no inicio da década de
90, como uma variagdo da técnica de PCR, por Williams et al. (1990) e Welsh &
Mc Clelland (1990), que a denominaram de AP-PCR (Arbitrarily-Primer PCR),
sendo a denominagéo criada por Williams a mais conhecida. O RAPD consiste
no uso de primers de seqiiéncia conhecida, em torno de 10 nucletideos, porém,
arbitraria, eliminando a necessidade do seqiienciamento prévio da seqiiéncia a
ser amplificada. Essa técnica estd entre as mais utilizadas devido a sua
facilidade de uso, rapidez e baixo custo.

Para realizagdo de uma reagio de RAPD, geralmente um tnico primer é
misturado com o DNA gendmico, na presenca de uma DNA polimerase
termoestivel, obtida de uma bacteria terméfila, Thermus aquaticus, em um
tampdo adequado e, em seguida, submetido a vérios ciclos de amplificagdo,
como em uma reagdo de PCR. Em condigdes ideais de temperatura ocorre a
ligagdo entre o primer e o DNA gendmico em dois sitios, nas cadeias
complementares do DNA molde. Caso esses sitios estejam separados por uma
distdncia entre 200 ¢ 2000 pares de bases, o produto da amplificagio sera
formado (Williams et al., 1990).

Os produtos de amplificagio sdo geralmente separados em um gel de
agarose e visualizados sob luz ultravioleta, quando corados com brometo de
etidio ou por coloragio com prata em géis de poliacrilamida (Willians et al.,
1990).



A técnica RAPD permite detectar polimorfismos, ocasionados por
mutag¢des de ponto, nos sitios do primer ¢ insergoes ou delegdes entre sitios de
pareamento, deixando-os a uma distincia tal, que impossibilita a amplificagio
(Willians et al., 1990; Willians et al., 1993). O polimorfismo identificado nos
fragmentos gerados pelo RAPD apresentam heranga mendeliana simples e
interagdo alélica dominante.

Anélises de polimorfismo de DNA com marcadores do tipo RAPD sdo
muito Uteis, para a caracterizagdo de recursos biologicos (Fairbanks et al., 1993),
através da obtencdo fingesprinting gendmicos de individuos, cultivares,
populagdes, analise da estrutura e diversidade genética em popula¢des (Ferreira

" & Gattapaglia, 1995); estudos de similaridade genética (Duarte et al., 1999a;
Duarte et al.,, 1999b), estabelecendo relacionamento filogenético, entre
diferentes espécies e cultivares.

Os marcadores RAPD possuem diversas vantagens além da simplicidade e
rapidez, como ndo fazer uso de radioatividade, necessidade de uma quantidade
minima de DNA e serem altamente apropriados para uso em larga escala
(Ferreira & Gattapaglia, 1995). A rapidez na obtengio de dados faz com que
esses marcadores se constituam em ferramenta muito 1itil para a compreensio
dos mecanismos genéticos e para a selegdo assistida por marcadores em
programas de melhoramento (Marin, 1996). Entretanto, os marcadores RAPD
possuem algumas limitagdes, como a baixa reprodutibilidade dos resultados
devido a sensibilidade da técnica e o carater dominante dos marcadores obtidos,
o qual ndo permite a distingdo entre os locos heterozigotos ¢ homozigotos
dominantes (Milach, 1998).

Os problemas de reprodutibilidade do RAPD podem ser superados pela
padronizagdo da técnica (Ferreira & Gattapaglia, 1995). Atualmente é possivel

aumentar a utilidade e a reprodutibilidade de um marcador RAPD de interesse,
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convertendo-o em um marcador mais especifico e reprodutivel, denominado
SCAR (Melotto et al., 1996) transformando o RAPD em PCR.

2.6 Avaliagiio da Diversidade Genética por meio de Marcadores RAPD

A diversidade genética pode ser utilizada em programas de melhoramento
genético para diversas finalidades, sendo uma delas o estudo da variabilidade
genética liberada pelos cruzamentos (Morais, 1992).

Estudos de diversidade e relacionamentos filogenéticos, entre e dentro de
espécies vegetais de interesse agricola, tm sido uma das contribuigbes dos
marcadores moleculares a genética e melhoramento de plantas (Duarte et al.,
1999a), uma vez que, informagio molecular de diversidade pode auxiliar no
enriquecimento da base genética, durante o andamento de um programa de
melhoramento (Neusbury & Ford-Lloyd, 1993). A avaliagio da diversidade
genética, por marcadores moleculares, apresentam algumas vantagens sobre
outros métodos, pois, além de identificarem grande polimorfismo, nio
apresentam interagdes entre caracteres, podendo, ainda serem avaliados em
qualquer estadio do desenvolvimento (Willians et al., 1990).

A estimativa da diversidade genética, utilizando marcadores moleculares,
pode ser obtida a partir de amostradas dos gendtipos disponiveis para os
melhoristas. Em geral, esses dados sdo obtidos na forma de uma matriz
composta por um certo nimero de genétipos, que podem ser cultivares ou
linhagens, genotipados por algumas dezenas ou centenas de marcadores.
Embora a diversidade genética estimada por meio dos marcadores RAPD
aleatérios ndo expliquem a variagdo de caracteres individuais, eles permitem
uma identificagio segura do parentesco entre os genétipos (Castanheiras, 2001,
Hagiwara et al., 2001)
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Um aspecto a ser considerado ¢ que a utilidade de marcadores para o
melhoramento genético serd tanto maior quanto maior for sua capacidade de
predizer o comportamento dos cruzamentos no campo. Assim, a utilizagio de
primers, que amplificam fragmentos de DNA associados a QTLs, de caracteres
de importancia agrondmica, fornecem informagdes mais uteis para o melhorista
(Melo, 2000).

Nos dltimos anos, a disponibilidade de marcadores RAPD permitiu
estudos de diversidade genética de varias espécies, como o amendoim (Halward
et al., 1992), o cacau (Wilde et al., 1992), o mamdo (Stiles et al., 1993), o alho
(Wilkie et al., 1993) e o feijdo (Skock et al., 1995; Duarte, 1999b; Machado,
1999; Castanheiras, 2001; Hagiwara et al., 2001).

2.6.1 Coefientes de Similaridade Usados em Estudo com Marcadores
RAPD

O coeficiente de similaridade/dissimilaridade entre dois individuos é uma
técnica de andlise multivariada, que permite melhor visualizagio dos
relacionamentos entre os mesmos (Duarte, 1999a). Devido a sua importancia,
um grande nimero de coeficientes de similaridade tem sido propostos
(Krzanowski, 1988).

Os mais simples coeficientes de similaridade relacionam-se com as
varidveis dicotdmicas, onde cada varidvel tem somente dois valores.
Marcadores tipo RAPD, que sdo binarios, sdo incluidos nesse tipo de variavel.
Para esses marcadores, as quatro possiveis observagdes de comparagio entre
dois gendtipos sdo classificados baseados na presenga (1) ou auséncia (0) de um

marcador para cada gendtipo conforme apresentado na Tabela 1.



TABELA 1. Tabela de contigéncia mostrando os quatro possiveis resultados de
comparagdes de dois gendtipos por marcadores RAPD

Genotipo “1”

1 0

A b
1 (L1 o,1)

Genétipo “2” C d
0 (1,0) (0,0)

A partir dos padrdes de coincidéncia ou nido coincidéncia das varidveis, na
comparagdo de dois gendtipos, varios coeficientes de similaridade tém sido
propostos, combinando quantidades diferentes de a, b, ¢ e d. No coeficiente de
Gower (Gower, 1971), a similaridade entre qualquer par de gen6tipos i e j (sg;)
€ calculado como: sg; = a/(a + b + ¢), avaliando assim a similaridade em
comparagdes onde ocorrem coincidéncia para a presenca de varidveis, ignorando
para a auséncia de varidveis e descreve a similaridade entre plantas i e j como a
proporgio de fragmentos RAPD comuns as plantas (Mumm et al., 1994). O
coeficiente de Dice (Dice, 1945) enfatiza as comparagdes onde ocorrem
coincidéncia para a presenca de variaveis, calculando a similaridade como: sg; =
2a/(2a + b + ¢). O coeficiente de Dice é também denominado de coeficiente de
Net e Li, enquanto que o coeficiente de Gower é similar ao oeficiente de Jaccard
(Mumm et al., 1995). Existem ainda varios outros coeficientes na literatura, que
sdo especificos para varidveis dicotomicas e que podem ser empregados como
dados de marcadores moleculares do tipo RAPD, tais como os coeficientes de
Roger e Tanimoto, Andenberg, Russel e Rao, Ochiai e Ochiai 11 (Duarte et al.,
1999a).
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2.6.2  Anilise de Agrupamentos

Para se ter informagoes relativas a cada par de tratamentos, considerando
n individuos, sio estimados n (n — 1)/2 medidas de similaridade/dissimilaridade.
Quando n ¢ um namero elevado, o reconhecimento de grupos homogéneos pela
simples observagdo do conjunto de estimativas disponiveis torna-se dificil ou
impraticavel (Machado, 1999).

A anilise de agrupamento constitui uma metodologia numérica com o
objetivo de propor uma estrutura classificatoria ou de reconhecimento da
existéncia de grupos sendo, o seu resultado final um grafico ou um dendrograma
de grande utilidade para a classificagio, comparagio e discussio de
agrupamentos biologicos (Regazzi, 1998). O processo de agrupamento, segundo
Cruz (1990) envolve basicamente duas etapas: estimagdo de uma medida de
dissimilaridade entre os individuos a serem agrupados e a adogiio de uma técnica
de agrupamento visando a formagéo de grupos.

Conforme Sokal & Sneath (1963) existem varios métodos de
agrupamento, sendo os mais utilizados, os hierarquicos e os de otimizagio. Nos
hierzirql.ﬁcua os individuos sdo agrupados por um processo que se repete em
varios niveis, estabelecendo-se um dendrograma, sem se preocupar com o
nimero otimo de grupos. Entre os métodos de agrupamentos mais utilizados
estd o método das médias das similaridade (UPGMA). Segundo Cruz (1990), as
delimitagdes dos grupos podem ser definidas por meio de exame visual do
dendrograma, quando o objetivo concentra-se em detectar os pontos de alta
mudanga de nivel. Ao efetuar cortes, esses pontos do dendrograma,
estabelecem-se os grupos e os nimeros de individuos de cada grupo. Entretanto,
ha a possibilidade de se estimarem os erros das similaridades genéticas e por
meio de um simples teste t, identificar o ponto de corte no dendrograma

(Castanheira, 2001).
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Ja nos métodos de otimizagdo, os grupos sio estabelecidos, otimizando-se
determinados critérios de agrupamento e a sua diferenca, com relagdo aos
hierarquicos reside no fato dos grupos formados serem mutuamente exclusivos
(Cruz, 1990). No método de otimizagio de Tocher, por exemplo, adota-se o
critério de manter a distncia média intragrupo sempre inferior a qualquer

distdncia intergrupos (Rao, 1952).

2.7 Estimativas de Similaridade/Distancia Genética em feijio

Com base na amplificagio de 144 bandas polimérficas, Vasconcelos
(1996) determinou as distincias genéticas entre as 28 cultivares de feijao e
obteve a classificagdo das cultivares nos dois centros de domesticagio, o
mesoamiericano e o andino, sendo que as menores distincias genéticas foram
obtidas dentro de centros de domesticagio e as maiores distancias genéticas
foram obtidas entre centros de domesticagdo. Vale ressaltar, também, que os
dados obtidos foram coindicentes em separar as cultivares por tipo de faseolina e
tamanho de semente. Resultados semelhantes foram obtidos por Duarte et al.
(1999b), Franco (2001), Metais (2000). Além disso, Duarte et al. (1999b),
constataram que as similaridades genéticas das cultivares sio equivalentes as
diversidades determinadas a partir de caracteres morfo-agronémicos.

A necessidade de descritores estiveis, homogéneos e distintos, os quais
possam ser usados tanto na certificagio como na identificagio de cultivares, tem:
aumentado, significativamente, com a lei de protegdo de cultivares. Com o
objetivo de estudar marcadores para certificagio da pureza genética de sementes
de feijdo do grupo carioca, Vieira (2000) caracterizou as cultivares de feijdo
Carioca, Carioca MG, Aporé, Pérola, IAPAR 57 e IAPAR 81, por meio de um
estudo de similaridade genética. As caracteristicas morfoldgicas estudadas foram

as descritas na Lei de Protecio de Cultivares. Para as caracteristicas
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morfolégicas quantitativas foi estimada a distincia Euclidiana Média ¢
constituido um dendrograma (UPGMA), o qual separou as cultivares em trés
grupos: 1) Carioca, Caricca MG; 2) Aporé, IAPAR 57; 3)Pérola, IAPARSI. Ja
para as caracteristica morfologicas qualitativas, a similaridade genética foi
estimada através do coeficiente de Jaccard e construido um dendrograma,
obtendo os grupos: 1) Carioca, Carioca MG, Aporé, Pérola, IAPAR 57; 2)
IAPARS8I. Posteriormente foram estimados os padrdes eletroforéticos de
proteinas de reserva, através da modalidade eletroforética SDS- PAGE,
revelando uma similaridade entre as cultivares Aporé e Pérola. Também, a sua
focalizagdo isoelétrica e estimada através dela, a similaridade genética pelo
coeficiente de Jaccard, sendo contituido um dendrograma, e obtidos os grupos:
1) Carioca, Carioca MG, 1APAR 57; 2) Aporé, Pérola, IAPAR 81.

A similaridade genética entre familias obtidas a partir de diferentes
métodos de condugdo de populagio segregante foi estimada por Castanheira
(2001), por meio de marcadores RAPD. O método da populagio foi o que
liberou maior variabilidade entre familias, seguido do “Bulk” dentro de familias
F5, do *SSD", do “Bulk” dentro de familias F, e genealégicos, concordando com
os resultados de produtividade de grios obtidos por Raposo (1999).

A similaridade genélica entre plantas de diferentes retrocruzamentos,
provenientes do cruzamento do genitor nio adaptado G2333 com os recorrentes
ESAL 696 e CI 140, ambos com grios do tipo carioca, foram estimadas por
Hagiwara et al. (2001), com o objetivo de identificar plantas com maior
similaridade genética aos genitores recorrentes. Os marcadores RAPD
empregados nesse estudo foram iiteis para selecionar plantas mais similares aos
genitores recorrentes ja nos dois primeiros retrocruzamentos.

A divergéncia genética entre genétipos foi estimada também em varias
espécies, além do feijao comum, utilizando diversos marcadores de DNA e,

tambeém, de isoenzimas. Alguns exemplos sio a soja (Abdelnoor et al., 1994), a
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pupunha (Barbosa, 1997), a mandioca (Miihlen, 1999), algumas espécies de
brassicas (Santos et al., 1994), feijio fava (Nienhuis et al., 1995), Garcia-Mas et
al., 2000), amendoim (Raina et al., 2001), algumas espécies florestais (Seoane,
1998; Castellen, 2000), algumas espécies de fungos patogénicos de feijio
(Nelson et al., 1997; Balardin et al., 1997; Sicard et al., 1997) e até mesmo em
bactérias (Tseng et al., 2001).
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Local

O estudo foi realizado no Laboratério de Genética Molecular do
Departamento de Biologia da Universidade Federal de Lavras (UFLA), Lavras,
MG.

3.2 Material utilizado

Foram utilizadas 98 linhagens de feijao, selecionadas dentro das cultivares
Carioca e Pérola, em 18 propricdades do municipio de Sete Lagoas, MG (Tabela
2).

Além das linhagens foram incluidas cinco cultivares testemunhas,
comumente usadas no Estado de MG, sendo denominadas por: 99 — Carioca 1,
100 — Carioca 2, 101 - Carioca MG, 102 — Aporé, 103 — Pérola. A testemunha
Carioca | foi incluida durante a avaliagdo prévia das linhagens em experimento
de campo. As linhagens de89 a 98 foram selecionadas dentro da cultivar Pérola.
O experimento de campo e as avaliagdes previas foram realizadas por Abreu et
al. (1997). As demais foram adicionadas para realizar o presente estudo e a
Carioca 2 foi tomada de lote diferente e em época diferente em relagio a Carioca
1.

Para o estudo de similaridade genética as linhagens coletadas de
produtores foram plantadas em casa de vegetagio, em bandejas de isopor de 128

células, tendo 2 plantas por célula, perfazendo 16 plantas por linhagens.
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TABELA 2: Identificagio das linhagens de feijdo e suas respectivas origens.

Linhagem Prodtor Linhagem Produtor Linhagem Produtor Linhagem Produtor

1 Barreiras 3] Nilson 6) Lourengo 91 Pérolal3
2 M.Flora 32 Nilson 62  Lowengo 92 Pérolal6
3 J.Souza 33 Nilsen 63 Lourengo 23 Pérolald
4 Nicodemos 34 Nilson 64  Louwrngo 94 Pérola$
5 NovaUnido 35 Barbara 65  Lourgo 95 Pérolal0
6  DJoaquim 36 Waldir 66  Lowago 96 Pérolaé
7 D.Joaquim 37 Waldir 67 Lourengo 97 Pérola9
8 Jaime 3R Waldir 68 Lourengo 98 PérolaR
92 Jaime 39 Waldir 69 Lourengo
10 Damisio 40 Waldir 70 Lourengo
1 Damisio 4, Waldir 71 JCarvalho
12 Damisio 4o Waldir 72 JCarvalho
13 Damisio 45 Waldir 73 JCarvalho
14  Damisio 4, Waldir 74 JCamvalho
15 Damisio 44 Waldir 75 Raimundo

16 Damisio 46 Domenico 76  Raimundo
17 Damsio 47  Domemico 77  Raimundo
18 Damisio 4 pomeico 78 Raimundo
19  Damisio 49 pomenicc 79 Raimundo

20 Fortuna 50 Domenico 80 Raimundo
21 Fortuna 51 Lourengo 81 Carlos
22 Fortuna 52 Lourengo 82 Carlos
23 Fortuna 53 Lourengo 83 Carlos
24 Foruma 54 Lourengo 84 Carlos
25 Fortuna 55 Lourengo 85 Carlos
26 Nilson 56 Lourengo 86 Ubaldo
27 Nilson 57 Lourengo 87 Ubaldo
28 Nilson 58 Lourengo 88 Ubaldo
29 Nilson 59 Lourengo 89 Pérolal2
30 Nilson 60 Lourengo 90 Péxolad

3.3 Extracio de DNA

A partir de folhas jovens de cada uma das 98 linhagens e das cinco
testemunhas foi extraido o DNA, de acordo com o procedimento descrito por

Nienhuis et al. (1995) com algumas modificagoes.
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As folhas jovens foram trituradas em 10 ml de tampao de extragio e 20 pl
de B-mercaptoetanol e silica em um almofariz. O tampdo de extragdo foi
constituido de 2% de CTAB, 100mM de TRIS (pH 8,0), 20mM de EDTA (pH
8,0), 1,4 M de NaCl e 1% de PVP (polivinilpirrolidona). O material triturado foi
incubado por 30 minutos, em tubos de centrifuga, em banho-maria a 65° C. Em
seguida, os 4cidos nucléicos foram extraidos com 10ml da mistura
cloroférmio/élcool isoamil (24:1) e centrifugados para separar as fases organica
e aquosa, sendo coletado o sobrenadante. Os 4cidos nucléicos assim extraidos
foram precipitados pela adi¢io de 30ml da mistura de etanol 95%/acetato de
amonio 7,5 M (6:1) e mantidos em um freezer a —20° C por uma noite. Apés a
precipitago, foram transferidos para tubos de microcentrifuga tipo “Eppendorf”,
centrifugados e secos. Sendo, posteriormente, reidratados em tampdo TE (ImM
de TRIS e 0,ImM de EDTA). E, em seguida, realizou-se a segunda extragio
com cloroférmio/dlcool isoamil (24:1). Os acidos nucléicos do sobrenadante
desta extragio foram coletados e precipitados pela adigdo de cerca trés volumes
de uma mistura de acetado de sédio 3M/etanol 95% (1:20). Apés a precipitagdo
foi eliminado o élcool/acetato dos 4cidos nucléicos e foram novamente
reidratados em tampdo TE. Para a posterior andlise de RAPD, o DNA foi
quantificado, usando um fluorimetro (Hoeffer Scientific TKO 100) e, quando
necessdrio, diluido com TE, para a concentragdo de 10 ng/pl, que efetivamente
foi utilizada no RAPD.

3.4 Anilise de RAPD
O DNA obtido foi amplificado pelo método RAPD onde foram usados
primers, que identificaram polimorfismo nas linhagens. Cada reagio de RAPD

foi preparada em volume de 10 pl, de acordo com o procedimento utilizado por

Nienhuis et al. (1995), com algumas modificagdes. Cada mistura da reagio
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conteve 20 ng de DNA genbmico, 100uM de cada um dos
desoxirribonucletideos (dATP, dCTP, dGTP e dTTP), 0,4 puM do primer, 0,6
unidades da enzima Taq DNA Polimerase e tampio de reagdo (50mM de TRIS
(pH 8,3), 20 mM de KCl, 2 mM de MgCl,, 5 pg.ul' de BSA, 0,25% de Ficol
400, 10mM de tartrazine) e igua pura, dando um total de 10ul de mistura de
reagdo. As reagdes foram realizadas em tubos capilares de vidro, em um
termociclador refrigerado a ar (Idaho Technology, Idaho Falks, Idaho). O
termociclador foi prégramado para 40 ciclos, onde os dois primeiros ciclos
foram de 60 segundos para a desnaturagio a 91° C, sete segundos para o
anelamento do primer a 42° C e 70 segundos para a elongagdo a 72° C. Os 38
ciclos subseqientes diferiram em relagdo aos dois primeiros apenas no tempo de
desnaturagdo, que foi reduzido para um segundo. Uma etapa de quatro minut‘t)s
a 72° C foi programada depois dos 40 ciclos para a elongago final.

Apés a amplificagdo, os produtos da reagdo foram separados ' por
eletroforese em gel de agarose a 1%, em tampdo TBE (0,045M de TRIS-Borato
e 0,001M de EDTA), a 65 V por quatro horas. Os fragmentos de DNA foram
corados com brometo de etidio a uma concentragio de 0,5 pg/ml e visualizados
em transiluminador de luz ultravioleta.

As bandas foram classificadas visualmente como intensas, médias e fracas
baseando-se na resolugdo e grau de amplificacdo. Foram utilizadas somente as
bandas intensas e médias e que apresentaram ocorréncia regular na maioria dos
genoétipos. No gel, cada banda foi considerada um caréter tinico. A partir das
bandas obtidas foi construida uma matriz de 0 e 1, onde 1 indica a presenga de
banda e 0 a auséncia (Tabela 1A). Essa matriz foi usada para obter as

estimativas da similaridade genética entre as linhagens comparadas duas a duas.
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3.5 Anilise da similaridade genética

A similaridade genética (sg;) foi estimada por meio do procedimento de
Nei e Li (Rohlf, 1992), através da expressio sg; = 2a/ (2a + b + ¢) , sendo a
correspondente a presenca de uma determinada banda nos individuos i e j, b a
presenca da banda em i e auséncia em j; e ¢ auséncia da banda em i e presenga
emj.

O erro associado (s;) a cada similaridade (sg;) foi estimado de forma

semelhante ao sugerido por Skroch et al. (1992) pela expressao:

s; = lsg;; (1 —sg, ) Am - 1))

onde n € o niimero total das combinagdes a, b, ¢ para cada par de genétipos.

A analise de agrupamento das similaridades foi realizada por meio do
método da média das similaridades (UPGMA), gerando um dendrograma,
utilizando-se o programa NTSYS-PC 2,0 (Rohlf, 1992).

Os gendtipos geneticamente diferentes foram identificados nos
dendrogramas, a partir da estimativa do valor minimo da similaridade (sgm)s
acima do qual, as familias sio semelhantes. O sg, foi estimado por meio do
teste de t, no nivel de 1% e 0,1% de probabilidade, utilizando-se a seguinte

expressdo (Castanheira, 2001):

SBm =1-(t.5;),

onde t é o valor tabelado de t com n-2 graus de liberdade e §;;€ a média

dos erros s;;.
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Foi estimado o coeficiente de comelagio de Sperman (Steel & Torrie,
1980), entre os valores médios de similaridade de cada linhagem e sua
produtividade média de grios (Abreu et al, 1997). O valor médio de

similaridade

de cada linhagem (s;) foi obtido por meio da seguinte expressio:

102
5.=).5;/102

j=

O coeficiente de correlagdo foi testado pelo teste de (.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

A selegdo de linhas puras é uma forma de explorar a variabilidade
genética ja disponivel em cultivares autégamas. Ela é viavel, quando as
cultivares ja sio utilizadas por longo tempo ¢ em extensas areas, como € o caso
da cultivar Carioca, que ¢ amplamente utilizada em todo Brasil, desde o comego
da década de 1980. Uma avaliagio prévia da diversidade genética entre as
linhagens provenientes dessa cultivar pode ser realizada por meio da estimativa
das similaridades genéticas, a partir de um marcador molecular simples como o
RAPD.

4.1 RAPD

Foram utilizados 18 primers, que identificaram polimorfismo nas
linhagens e testemunhas e geraram 81 bandas polimérficas. O numero médio de
bandas por primers foi de 4,5, variando de duas a oito (Tabela 3)

O nimero de bandas utilizado para a estimativa da diversidade genética em
feijdo tem sido varidvel. Quando os gendtipos sio mais divergentes, ha mais
facilidade em se encontrar bandas polimoérficas, sendo utilizadas 169 por
Nienhuis et al. (1995), 144 por Vasconcelos et al. (1996) e 137 por Duarte et al.
(1999a). Nesses estudos foram utilizados cultivares de Phaseolus de origem
mesoamericana ¢ andina. A diversidade entre linhagens provenientes de
retrocruzamento foi estimada a pantir de 70 bandas polimoérficas, por Hagiwara
et al. (2001). Ja em cultivares caboclas chilenas foram utilizadas 106 bandas por
Johns et al. (1997), embora eles tenham verificado por reamostragem, que 50
bandas foram suficientes para realizar o agrupamento. Nienhuis et al. (1995),

também reamostrando diferentes nimeros de bandas para a estimativa da
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TABELA 3: Primers e o repectivo nimero de bandas polimérficas nas linhagens
de feijdo e testemunhas

Primers N° Bandas Primers N° Bandas Primers N° Bandas
OPAO4 6 OPGI16 4 OPMO6 5
OPB10 3 OPG19 5 OPNO7 7
OPE06 4 OPH19 4 OPS16 2
OPE20 3 OPI03 4 OPS19 8
OPFI10 4 OPI06 7 OPS20 7
OPG04 2 OPI107 2 OPWI11 4

diversidade genética entre acessos de Phaseolus lunatus, verificaram que mais
de 100 bandas polimérficas ndo melhoram as estimativas. Estudos de simulagdo
com marcadores, visando auxiliar na selegiio sugerem de 40 a 120 para o feijdo,
que possui um numero basico de 11 cromossomos (Openshaw et al., 1994;
Visscher et al., 1996). Portanto, as 81 bandas utilizadas no presente estudo
podem ser consideradas suficientes, principalmente, porque as linhagens de

feijdo sdo altamente aparentadas, por serem todas do grupo Carioca.

4.2 Similaridade Genética

Foram obtidas 5253 estimativas de similaridade genética entre as 98
linhagens e cinco testemunhas, que variam de 0,51 a 0,94. Para facilitar a
visualizagdo dos agrupamentos entre elas, as similaridades foram representadas
no dendrograma na Figura 1. O agrupamento pode ser considerado adequado,
porque a correlagdo das similaridades originais, com os valores estimados para a
construgdo do dendrograma foi de 0,66 (P>0,99).

Nota-se que a amplitude da variagdo das similaridades foi pequena, em
razdo do maior parentesco entre os genotipos utilizados. A amplitude aumenta

com o crescimento da divergéncia entre os genétipos. Por exemplo, ela variou
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FIGURA 1: Dendrograma das similaridades genéticas das linhagens e
testemunhas baseadas em marcadores RAPD

de 04 a 0,99 entre as linhagens segregantes, provenientes de dois
retrocruzamentos e de 0,41 a 0,93 entre cultivares adaptadas, nas regides Sul e

Alto Paranaiba de Minas Gerais (Machado et al.2000; Hagiwara et al 2001). No
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entanto, entre cultivares muito mais divergentcs provenientes das regides
andinas € mesoamericanas, as estimativas variaram de 0,01 a 0,97 (Vasconcelos
et al., 1996; Duarte et al., 1999b).

Observa-se na Tabela 2 que das 98 linhagens que foram selecionadas
dentro de culturas com as cultivares Carioca ¢ Pérola, 18 propriedades
continham linhagens que se supunham ser Carioca e, apenas, uma continha a
cultivar Pérola,

Entre as 10 linhagens selecionadas dentro da cultivar Pérola, sete foram,
geneticamente idénticas ou muito similares a cultivar Pérola, considerando o
valor minimo significativo de similaridade (sg,=0,78) ao nivel de 0,1% de
probabilidade. Apenas trés foram diferentes, sendo a 92 e 93 iguais entre si e a
97, diferente das demais. Portanto, apenas 30% das linhagens selecionadas
dentro da cultivar Pérola mostraram-se geneticamente diferentes. Vale salientar
que a cultivar Pérola é uma linhagem selecionada dentro da cultivar Aporé pela
EMBRAPA Arroz e Feijdo, ha cerca de uma década e apods ser avaliada
experimentalmente, foi recomendada para cultivo em Minas Gerais, em 1997,
(EPAMIG, 1997). Portanto, apesar da cultivar estar sendo cultivada em extensas
areas no Estado, a sua origem recente justifica a pequena variagdo genética
dentro dela. As linhagens divergentes sdo provavelmente provenientes de
mistura de duas linhagens com grios do tipo Carioca, porém, geneticamente
diferentes das cultivares Pérola e Aporé (Figura 1).

As linhagens selecionadas dentro das propriedades onde foi utilizada a
cultivar Carioca, ao contririo do que ocorreu com a cultivar Pérola, foram
geneticamente mais variaveis (Figura 1, Tabela 4 e Tabela 5). Esse resultado ja
era esperado em fungdo do longo tempo que a cultivar vem sendo usada em
grande parte do Brasil ¢ em todo estado de Minas Gerais. Portanto, houve

oportunidade de gerar acentuada variago genética, a partir de mutagdo e sua
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manutengdo na cultivar, misturas mecénicas com outras cultivares ¢ os

cruzamentos naturais entre elas (Borém, 1999:; Vieira et al., 1999; Santos, 2001).

TABELA 4: Numero de linhagens por propriedade e respectivos grupos com
aquelas geneticamente similares

Propriedade N Linhagem N Grupos
1% 0,10%

Barreiras 1 1 1
Sogra 1 1 1
J.Souza 1 1 1
Nicodemos 1 1 1
Nova Unido 1 1 1
Barbara 1 1 1
D.Joaquim 2 2 2
Jaime 2 2 2
Ubaldo 3 3 3
J.Carvalho 4 4 4
Domenico 5 3 2
Carlos 5 5 5
Fortuna 6 4 3
Raimundo 6 4 4
Nilson 9 8 6
Damasio 10 7 6
Waldir 10 10 8
Pérola 10 7 6
Lourenco 20 16 12
Total 08 81 69
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TABELA 5: Linhagens agrupadas segundo o valor minimo significativo de

similaridade e suas respectivas origens.

Grupos Linhagens Origem  Grupos Linhagens Origem
1% 1% 1% 0,1% 0,1% 0,1%
1 ] Barreiras ] ] Barreiras
2 62,63 Lourengo 62,63 Lourengo
3 66 Lourengo 2 66 Lourengo
4 86 Ubaldo 86 Ubaldo
5 53,54,55 Lourengo 3 53.54,55,56 Lourengo
6 56 Lourenco 82 Carlos
7 82 Carlos 4 57,70 Lourengo
8 57 Lourengo 5 58,60 Lourenco
9 70 Lourengo 6 74 J.Carvalho
9 58 Lourenco 75,76,77 Raimundo
10 60 Lourengo 7 95,98 Pérola
11 74 J.Carvalho 8 64,65,67 Lourengo
12 75,76,77 Raimundo 78 Raimundo
13 95,98 Pérola 90,91,94,96 Pérola
14 64,67 Lourengo 99 Carioca 1
15 65 Lourengo 100 Carioca 2
78 Raimundo 101 CariocaMG
16 90,91,94 Pérola 103 Pérola
17 96 Pérola 9 87 Ubaldo
99 Carioca | 89 Pérola
100 Carioca 2 10 2 M.Flora
101 CariocaMG 3 J.Souza
18 103 Pérola 12,14,15,16 Damasio
19 87 Ubaldo 4 Nicodemos
89 Pérola 5 Nova Unido
20 2 M.Flora 7 D.Joaquim
21 3 J.Souza 8 Jaime
5 Nova Unido 21,22,24,25 Fortuna
12,14,15  Damdsio 11 18 Damasio
22 4 Nicodemos 12 6 D.Joaquim
25 Fortuna 9 Jaime
23 7 D.Joaquim 13 17 Damasio
8 Jaime 14 27,32,33 Nilson
16 Damisio 36,39 Waldir
21,22,24 Fortuna 81 Carlos
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TABELA 5 Cont.: Linhagens agrupadas segundo o valor minimo significativo
de similaridade e suas respectivas origens.

Grupos Linhagens Origem  Grupos Linhagens Origem

1% 1% 1% 0,1% 0,1% 0,1%
24 I8 Damasio 34 Barbara
25 6 D.Joaquim 35 Nilson
9 Jaime 40,42 Waldir

26 17 Damasio 15 46,47,49,50 Domenico
27 27,32 Nilson 16 48 Domenico

36 Waldir 17 26,29 Nilson
28 39 Waldir 18 73 J.Carvalho
29 33 Nilson 19 19 Damasio
30 81 Carlos 20 Fortuna
31 34 Barbara 20 102 Aporé

35 Nilson 21 30 Nilson
32 40 Waldir 44 Waldir
33 42 Waldir 22 45 Waldir
34 46,47 Domenico 23 43 Waldir
35 49,50 Domenico 24 92 Pérola
36 48 Domenico 93 Pérola
37 26 Nilson 25 10,11 Damasio
38 29 Nilson 26 13 Damasio
39 73 J.Carvalho 27 23 Fortuna
40 19 Damasio 28 37 Waldir
41 20 Fortuna 29 38 Waldir
42 102 Aporé 30 41 Waldir
43 30 Nilson 3] 28 Nilson
44 44 Waldir 32 31 Nilson
45 45 Waldir 33 51 Lourengo
46 43 Waldir 34 59 Lourengo
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TABELA 5 Cont.: Linhagens agrupadas segundo o valor minimo significativo
de similaridade e suas respectivas origens.

Grupos Linhagens Origem  Grupos Linhagens Origem

1% 1% 1% 0,1% 0,1% 0,1%
47 92 Pérola 80 Raimundo
48 93 Pérola 35 61 Lourengo
49 10,11 Damasto 79 Raimundo
50 13 Damasio 83 Carlos
51 23 Fortuna 36 97 Pérola
52 37 Waldir 37 84 Carlos
53 38 Waldir 38 85 Carlos
54 41 Waldir 39 88 Ubaldo
55 28 Nilson 40 72 J.Carvalho
56 31 Nilson 4] 71 J.Carvalho
57 51 Lourengo 42 69 Lourengo
58 59 Lourengo 43 52 Lourengo
59 80 Raimundo

60 61 Lourengo

61 79 Raimundo

62 83 Carlos

63 97 | Pérola

64 84 Carlos

65 85 Carlos

66 88 Ubaldo

67 72 J.Carvalho

68 71 J.Carvalho

69 69 Lourengo

70 52 Lourengo
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Essa varia¢do ja havia sido previamente constatada em ensaios de avaliagdo de
linhagens quanto a produtividade de grios e reacdo a patogenos (Ramalho et al.,
2001). I necessario mencionar que niio houve correlagdo entre as similaridades
médias das linhagens e as respectivas produtividades de grios, estimadas por
Abreu et al. (1997). No entanto, esse resultado ja era previsto, pois a diversidade
detectada pelo RAPD inclui a variagdo genética total, a qual tem sido
positivamente correlacionada apenas com a variagdo conjunta de varios
caracteres morfo-agronémicos do feijio (Duarte et al.,, 1999a; Duarte et al.,
1999b; Machado et al., 2000). Uma causa da ndo correlagio da similaridade
genética, especificamente com a producido de grios, é por que esta representa
uma parcela muito pequena da variagdo morfo-agronomica, menor de 2%, entre
as cultivares avaliadas por Abreu et al. (1997).

Outro fato que é necessario salientar é a origem do polimorfismo gerado
pelo RAPD, que corresponde a fragmentos aleatérios do genoma, amplificados
ou nio entre as linhagens utilizadas (Nienhuis et al., 1995). Ha grandes chances
de parcela consideravel dos fragmentos serem provenientes de regides que nio
codificam e independentes dos locos, que controlam os caracteres de interesse
agronémico. Dai a auséncia de correlagio com caracteres individuais como a
produgio de graos. Contudo, é importante lembrar que a similaridade genética
identifica com grande seguranga o parentesco entre genétipos (Skrock et al.
1992; Hagiwara et al., 2001).

Considerando que o parentesco entre as linhagens apresentado na Figura
| seja preciso, nota-se ampla diversidade entre as linhagens, mesmo entre
aquelas tomadas em pequeno numero por agricultor (Tabela 2). Houve a
tendéncia de ocorréncia de maior nimero de linhagens idénticas, nos
agricultores de onde selecionou-se maior niimero. Por exemplo, na cultura do
agricultor Lourengo, de onde foram selecionadas 20 linhagens, elas agruparam-

se em 12 grupos. Apenas um dos grupos com trés linhagens, que eram iguais a
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cultivar Carioca. Portanto, a cultivar por ele utilizada possuia apenas 15% de
sementes semelhantes & verdadeira cultivar Carioca. Contudo, é importante notar
que 11 outras linhagens do mesmo produtor eram geneticamente pouco
divergentes da Carioca (Figura 1). Dada a natureza aleatéria do RAPD (Nienhuis
et al., 1995), as linhagens acima poderiam ser consideradas linhagens da cultivar
Carioca e terem sido provenientes, provavelmente por mutagio. Nesse caso,
cerca de 67% das sementes utilizadas pelo agricultor Lourengo devem pertencer
a cultivar Carioca. Porém, 33% das linhagens sdo acentuadamente diferentes da
Carioca. Entre elas, duas, a 59 e 61 sio semelhantes e as demais sio distintas. A
origem dessas linhagens certamente é proveniente de cruzamento com outras
cultivares bem diferentes da Carioca. Tais cruzamentos ocorreram naturalmente
ou provavelmente foram realizados artificialmente, nos varios programas de
melhoramento que vém sendo conduzidos no Brasil, ja ha longo tempo. Nesse
ultimo caso, houve uma mistura das linhagens obtidas nesses programas com a
cultivar Carioca.

Entre as 68 linhagens restantes, a maioria ¢ também drasticamente
diferente da cultivar Carioca e devem ter sido geradas a partir de cruzamentos
com cultivares geneticamente contrastantes. Apenas uma, a linhagem 78, é igual
a Carioca, selecionada na cultura do agricultor Raimundo. E, além dela, somente
oito linhagens diferem da Carioca, porém sio semelhantes e, igualmente, podem
ter se originado por mutagdes espontaneas (Figura 1).

O elevado niimero de linhagens, geneticamente muito diferentes da
cultivar Carioca, provavelmente é o resultado do desempenho superior dessas
linhagens ¢ a selegdo delas, entre as 485 originalmente tomadas nas culturas dos
agricultores por Abreu et al. (1997). Como as linhagens originais foram
previamente avaliadas e selecionadas as 98 superiores, sobressairam aquelas que

certamente foram produtos de cruzamentos em programas de melthoramento.
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Alguns resultados foram inesperados como a semelhanga genética entre
as testemunhas Carioca, Pérola e Caricca MG (Figura 1). Apesar disso, elas sio
diferentes em vérios caracteres, como: porte, tipo de grios e resisténcia a
algumas ragas de C.lindenuthiranum e P.griscola Entretanto, a Pérola e a
Carioca MG silo descendentes de cruzamento cm que participou como genitora a
cultivar Carioca, além de terem sido selecionadas, tendo como padrio de
referéncia a cultivar Carioca, o que significa que elas devem ter a maioria dos
alelos e das regides genémicas em comum. E importante mencionar que as trés
testemunhas foram utilizadas por Machado et al. (2000) os quais verificaram que
elas também ndo diferiram geneticamente a partir do uso de 137 bandas
polimorficas de RAPD. Alias, um resultado que permite inferir mais uma vez,
que as 81 bandas polimorficas, utilizadas no presente trabalho, foram suficientes
para determinar o parentesco entre as linhagens.

Outro resultado também inesperado é a ocorréncia isolada da
testemunha Aporé. Ela foi igualmente selecionada de cruzamentos em que a
cultivar Carioca foi genitora (Machado et al., 2000). Além disso, a cultivar
Pérola € uma linhagem selecionada dentro da cultivar Aporé. Contudo, outros
genitores da cultivar Aporé foram o México 168 e o BAT 76, que devem ter
contribuido para diversidade genética da mesma. Assim, embora se esperasse
que pelo menos a Pérola e Aporé fossem geneticamente semelhantes com base
nas suas origens, o presente resultado foi também confirmado por Machado et al.
(2000), que obtiveram uma estimativa de similaridade genética entre elas de
0,82, enquanto a estimativa no presente estudo foi de 0,80 - ambas indicando a
diferenca entre as duas cultivares ao nivel de 1% de probabilidade. Além disso,
nota-se na Figura 1, linhagens selecionadas dentro da cultivar Carioca, que
foram ainda mais divergentes do que a Aporé. Como j4 enfatizado, elas devem
ser provenientes de misturas de outras cultivares ou linhagens descendentes de

genitores diferentes da Carioca.
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Finalmente, vale mencionar que gendtipos de milho com 88-89% de
similaridade genética, baseada em marcadores aleatérios, exibiram acentuadas
diferengas em produgio de grios e outros caracteres agrondmicos (Troyer &
Rocheford, 2002). Esses autores recomendam que deve se utilizar similaridade
de 90% ou mais, para que linhagens de milho sejam consideradas cultivares
essencialmente derivadas, para fins de protegio das mesmas. Esses resultados
confirmam a ampla diversidade genética entre as linhagens utilizadas no

presente estudo.

42



SRR = T < e

5 CONCLUSOES

. A similaridade genética, baseada em RAPD, permitiu identificar ampla
divergéncia genética entre as linhagens.

2. A divergéncia genética foi maior entre as linhagens da cultivar Carioca
do que entre as selecionadas na cultivar Pérola.

3. A cultivar Carioca utilizada pelos agricultores ¢ muito diferente da

cultivar original.
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Tabela 1A: Matriz de zero e um das 103 linhagens, obtidas através do padrdo de
bandas

2 3 4 5 6 7 8 9 101112131415 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25

1
a4 0 O
a4 0
a4
a4

1

11000000 00O0O
110000

1

0

111001001
11100

1
1

1 00

1

0010

1

1

1 10011

1 o0

1 00 000 0O0O0O0O0CO
0 0 0

1
1

0
0
0

a4 0
ad

0 0 1

1
1

1 00
1 00
b0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 O

1 00
1 00

b10 0 ©

0 0 00 01

1

0000

0

bl0 1

0 0 000 O0OOUOCOCO

0

1 01 01

0

1

1

00

20

00

1

1

€20

f10

flo

fo 0 0 01 0 0 00 00O0OO0COCOOO0OOCOO0OOOOO

fio 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 000 O0O0OOCOCOOCO OO

0 000O0U0O
0 0

000O0O0OO0OTUOTU O

1 01
1 0 0

1
1

g4 10000

1

1

1000010

1

gé 1 0 0 00
gl6 0 0 O
glé 1

1

0000 0O0OOOOUOOOOOOCO

1 00000
0000

1 0
1
0
0000

0

1

1

0

000000

1

0

1

0 000O0O0OO0UOOCOCOO0O0O

glé 0 0 0 0 0 00

glé 1

o0 0000
1

1

1

gl9 0 0 0 0 0 O

gl9 1

1

11
11
11
11
11
11
11
h19 0 ¢ 0 O

glo 1

gl9 1

00

1

gl9 1

hi9 ©

0

1 00 01

0

hl19 1

hi19 1

0 0 00 00O0TCO

0

56



Tabela 1A Cont.: Matriz de zero e um das 103 linhagens, obtidas através do
padrio de bandas
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Tabela 1A Cont.: Matriz de zero e um das 103 linhagens, obtidas através do

padrdo de bandas
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Matriz de zero e um das 103 linhagens, obtidas através do

padrao de bandas

Tabela 1A Cont.:

26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40 41 42 43 44 45 46 47 48 49 50

0

0 ¢ 06 0 0 1

i 0 0

0 ¢

0

1 1 0 0 0 O
¢ 1 0 0 0 O

0 0

0 0 0 1t
0o 0 0 000 006 0 0 0 0O0O0CO0OCO0O0CTUO0 00O

1

0 0 0 0 0 0 O

0

0 0 0

0

o

1 0 0 1

0 0 0 1

|

0

0 0 0 0 0 0 0 O

0 0 0 000 0 0 0O0OCO0OCOOOOOOC OO

0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 o

0 06 0 1

1
1

0

1

0

0
0 0

0 0 0 0 0

0

1

0 0 0 0

0 0 0 1

1

0 ¢ 0 01 0 0 0 0
0o 0 0 0 0 ¢

1
0

1 0 (]
0 06 0 0 0 0 O

0 0 6 0

1
1

1 ¢ 0 0 O

0

0

1

0

00 0 06 0 0 0 0 O

6 6 0 0 0 0 0 00 0 0 0 0 0

0O ¢6 6 6 0 0 0 ¢ 0 0 0

1
1

1

1

1
1
1

00

¢ 0 0 0 O

1

0 0 0 1

a 0 o

0

0 0 6 0 0 0

0

0

1 6 0 0 0 0 0 0

0 0 0 o0

0

0

1

0 0

59



Tabela 1A Cont.: Matriz de zero e um das 103 linhagens, obtidas através do
padrdo de bandas
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Tabela 1A Cont.. Matriz de zero e um das 103 linhagens, obtidas através do
padrdo de bandas
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Tabela 1A Cont.: Matriz de zero e um das 103 linhagens, obtidas através do
padrao de bandas
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padrio de bandas

Tabela 1A Cont.: Matriz de zero e um das 103 linhagens, obtidas através do
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Tabela 1A Cont.: Matriz de zero e um das 103 linhagens, obtidas através do

padrio de bandas
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Matriz de zero e um das 103 linhagens. obtidas através do

padrio de bandas
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Matriz de zero e um das 103 linhagens, obtidas através do
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Tabela 1A Cont.: Matriz de zero e um das 103 linhagens, obtidas através do
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