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RESUMO

A caracterizacdo dos acessos de um banco de germoplasma faz-se necessaria
para fornecer ao melhorista subsidios para determinacdo das melhores estratégias de
melhoramento da espécie. O objetivo do presente trabalho foi analisar a divergéncia
genética de quarenta acessos do banco ativo de germoplasma de feijdo (CAV/UDESC)
e trés cultivares (Pérola, Guard e Valente), utilizando-se marcadores morfologico e
moleculares. Para a caracterizagdo molecular dos acessos, fez-se a extracdo do DNA
através do método CTAB e utilizou-se marcadores moleculares RAPD. Foram utilizados
22 iniciadores com 10 bases de comprimento, resultando em 96 bandas. Para a
caracterizacdo morfoldgica, utilizouse os dados do banco referentes a dias para
florescimento, nimero de nos na haste principal, nimero de botdes florais por
inflorescéncia, peso de 100 sementes e o ciclo. A divergéncia genética foi calculada
usando-se o coeficiente de similaridade de Sorensen-Dice e o agrupamento feito
através do método UPGMA, resultando no dendograma de dissimilaridade. As analises
resultaram na separacdo de dois grupos amplamente divergentes, provavelmente
correspondendo aos dois centros de origem da espécie, Mesoamericano e Andino. A
divergéncia encontrada dentro de cada grupo foi pequena. Os acessos BAF63 e BAF04
apresentaram a menor divergéncia genética do estudo. As analises morfologicas dos
acessos do banco resultaram em um dendograma que confirma os resultados
encontrados na andlise molecular. Os resultados encontrados servirdo de subsidio para
o delineamento de trabalhos futuros de melhoramento de feijao na instituigcéo.

Palavras-Chave: Phaseolus vulgaris L. RAPD. Coeficiente de similaridade. Sorensen
Dice



ABSTRACT

The characterization of the access of a germoplasm bank is necessary to provide
subsides to chose the best strategies on plant breeding works. The objective of this
study was to analyze the genetic divergence among forty access of the germplasm
active bank of common bean (CAV/UDESC) and three cultivars (Pérola, Guard and
Valente), using molecular and morphological markers. For molecular characterization
the DNA extraction was done using a CTBA method, and was used RAPD markers for it.
For morphological characterization, germoplasm bank data was used (days to flowering,
node number on main stem, flower buds per inflorescence, seed weight, cycle). The
genetic divergence was calculated using the Sorensen-Dice similarity coefficient and the
grouping analyses were derived from UPGMA, resulting in the dissimilarity dendogram.
The result of the analyses was a separation of two groups with wide divergence,
probably corresponding to the Andean and Middle American gene pools of common
bean. The divergence founded on each group was small. The divergence among BAF63
and BAF04 access was the smaller of the study. The morphologic analyses of the bank
access resulted in a dendogram that confirms the molecular analyses results. The
results founded will be used as subsides on futures bean breeding works in the
institution.

Keywords: Phaseolus vulgaris L. RAPD. Similarity coefficient. Sorensen-Dice
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1 INTRODUCAO

A fome e a desnutricdo sdo responsaveis pela morte de mais de 5 milhdes de
criancas anualmente e custam aos paises em desenvolvimento bilhdes de dodlares.
Parte deste problema deve-se a baixa ingestdo de alimentos ricos em proteinas (FAO,
2004). A cultura do feijdo (Phaseolus vulgaris) representa metade dos gréos de
leguminosas consumidos no mundo. Sendo as leguminosas as principais fontes de
proteinas na alimentacdo mundial, destaca-se a importadncia que os trabalhos de
pesquisa sobre o feijdo tém frente ao problema global de desnutricdo humana
(BROUGHTON et al., 2003).

No ano de 2003 ocorreu um decréscimo de 1,3% na producdo mundial de feijao
(19,038 milhdes de toneladas) em comparacdo com o ano anterior (19,283 milhdes de
toneladas) (FAO, 2004). Em contrapartida nos ultimos cinco anos ocorreu um
crescimento mundial de 10% em producado, 8% em area e 2% em produtividade por
area (ICEPA, 2004). O Brasil € o maior produtor mundial de feijao (3,31 milhdes de
toneladas em 2003), seguido da india e da China. Em &rea cultivada, o Brasil perde
apenas para a india (4,113 milhdes de hectares frente a nove milhdes de hectares). Ja
em relacdo ao rendimento médio (kg/ha), o Brasil encontra-se na sétima colocacao
(804,7 kg/ha em 2003), ficando atras do Canada, Estados Unidos, China, Indonésia,

Mianmar e Coréia do Norte (ICEPA, 2004).
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A safra brasileira de feijao no ano de 2004 sofreu uma ligeira queda em relagéo a
safra de 2003, devido a chuva excessiva nas regides Sul, Sudeste e Centro-Oeste, e ao
prolongado periodo de estiagem na regido de Irecé, principal regido produtora baiana.
O estado do Parana lidera a producédo nacional (676,53 mil toneladas), seguida pela
Bahia (472,672 mil toneladas) e por Minas Gerais (389,092 mil toneladas). Santa
Catarina apresenta-se na sétima posi¢cdo na producédo nacional, com uma producédo de
141,249 mil toneladas na safra de 2004. No estado de Santa Catarina, as perdas na
safra de 2004 manifestaram-se através da reducdo da qualidade e da produtividade dos
graos, devido a fatores climaticos e ao mau desempenho do mercado (ICEPA, 2004).

O rendimento médio na producao de feijao no Brasil é baixo quando comparado
com o Canada, Estados Unidos e China. Isto se deve ao fato de que estados que se
destacam na producdo nacional, como Bahia, Paraiba e Ceard, apresentam
rendimentos médios (631,7, 530,1 e 290 kg/ha, respectivamente) abaixo da média
nacional (773,2 kg/ha). Os estados de Goias, Sdo Paulo e Parana destacam-se
nacionalmente pelos altos rendimentos alcancados (1,959, 1,546 e 1,318 mil kg/ha,
respectivamente). O Estado de Santa Catarina apresenta-se na quinta colocagédo, com
um rendimento médio de 1,061 mil kg/ha (ICEPA, 2004).

Em Santa Catarina, grande parte da producéo de feijdo é oriunda de pequenas
propriedades, com exploragdo intensiva do solo, e baixo nivel tecnoldgico. A cultura do
feijdo sofre riscos freqlentes devido a distribuicdo irregular de chuvas que, aliada a
ocorréncia de pragas e doencas, colabora para o baixo rendimento da cultura, pois o
feijdo constitui-se, entre as culturas anuais, uma das mais sensiveis a adversidades
climaticas como baixas temperaturas, solos pobres, deficiéncia hidrica e ataque de

pragas e doencas (YOKOYAMA et al.,, 1996). No estado de Santa Catarina ha uma
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tendéncia de aumento na area cultivada por produtores usuarios de tcnologia mais
avancada. Este aumento na area cultivada por grandes produtores esta ocorrendo
principalmente nos municipios da regido do Planalto Catarinense, como Curitibanos,

ampliando a regiéo produtiva do estado. (ICEPA, 2001).

Levantamento recente realizado com produtores de feijao indica que grande
parte dos produtores cultivam o feijdo para fins de comercializacdo (D'AGOSTINI et al.,
2001). Na busca de melhores rendimentos, o0s agricultores estdo substituindo
variedades locais de feijdo por poucas cultivares melhorados. No momento que s
agricultores substituem as variedades que estdo em uso por poucos genotipos
melhorados, comuns a todos os agricultores, este recurso genético pode ser perdido,
fazendo-se necessario um trabalho de coleta e manutencdo deste germoplasma que
ainda resta junto aos agricultores para evitar a erosao genética. Estes materiais sao de
grande valor, jA que apresentam maior probabilidade de se encontrar genes que
conferem adaptacao, resisténcia a doencas e tolerancia as principais adversidades

edafoclimaticas da regido (BOREM, 1998).

Existe hoje uma crescente preocupacdo global com relagdo a preservacdo dos
recursos genéticos, pela importancia que estes representam para o futuro da
humanidade e pelas implicacdes agrondmicas. O termo Recursos Genéticos Vegetais €
utilizado para definir um conjunto de amostras de popula¢des de plantas obtidas com o
objetivo de tornar disponiveis caracteres genéticos Uteis e com valor atual ou potencial
(FREIRE et al., 2000). Em verdade, os recursos genéticos vegetais Sdo recursos

renovaveis pelos programas de melhoramento genético (JANA, 1999).

A forma mais comum de conservacdo de acessos coletados € em bancos de
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germoplasma. Banco de Germoplasma séo locais onde se armazena a diversidade
genética de uma ou varias espécies. Esses bancos sédo fundamentais, pois permitem
aos melhoristas obter novos alelos a serem incorporados as cultivares, de acordo com

0s objetivos de programas de melhoramento (BOREM, 1998).

Professores do Centro de Ciéncias Agroveterinarias da Universidade do Estado
de Santa Catarina — CAV/UDESC - , preocupados com a erosao genética que ocorre
em feijdo no Estado, iniciaram um trabalho de coleta e caracterizacao de diferentes
acessos de feijao encontrados no territério Catarinense. Trabalhos de caracterizacao
morfoldgica e relacdo entre gendtipos de feijdo e bactérias do género Rhizobium estdo

sendo conduzidos por pesquisadores do préoprio Centro (ENDER et al., 1999; SANTOS

etal., 1999;).

O objetivo deste trabalho foi analisar a divergéncia genética entre acessos de

feijao, através de marcadores morfolégicos e moleculares.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 O FEIJAO

O género Phaseolus tem origem americana, compreendendo cerca de 30
espécies. Dentre estas, apenas cinco espécies deste género foram domesticadas,
sendo elas P. acutifolius A. Gray, P. coccineus L., P. lunatus L., P. polyanthus
Greenman, e P. vulgaris L., sendo a espécie P. vulgaris L. (feifjdo comum) a mais
largamente cultivada no mundo (SINGH, 2001).

O feijao comum €é uma espécie anual, diploide (2n=2x=22), derivado de
ancestrais selvagens distribuidos da regido norte do México até a regido noroeste da
Argentina GALVAN et al., 2003). O ancestral selvagem do feijio cultivado é uma
trepadeira anual que se desenvolve em clareiras de florestas ou ambientes perturbados
de regifes com altitude de 1500 a 2000 metros do nivel do mar (BEEBE et al., 2001)

Os recursos genéticos de feijdo selvagem consistem em dois pool génicos
principais, Mesoamericano e Andino. Ainda existem um ou dois pool menores no norte
dos Andes BEEBE et al., 2001). A principal caracteristica morfolégica que difere os
dois pool principais € o tamanho das sementes. Habito de crescimento, tamanho de
folhas, dias para florescimento, tamanho dos entren0s e adaptacdo climatica

apresentam também diferencas entre estes dois pool génicos (JOHNS et al., 1997). Os
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pool génicos podem ser distinguidos através de proteinas das sementes (faseolinas),
morfologia das plantas, isoenzimas e marcadores moleculares. Trabalhos com
faseolinas e isoenzimas em feijdo comum demonstram que a estrutura de seus pool
génicos é semelhante aos de ancestrais selvagens (BEEBE et al., 2001)

Devido a encontros arqueoldgicos, amparados por trabalhos com faseolinas,
sugere-se que a domesticacdo nestes dois centros principais ocorreu de forma
separada BEEBE et al., 2001; JOHNS et al., 1997). Considera-se hoje, devido a
introducdo do feijdo comum em outras regides do mundo pelos portugueses e
espanhdis apds a descoberta das Américas, quatro centros de diversificacdo para esta
espécie: dois na América, um na Europa e um na Africa (HIDALGO, 1991). Singh et al.
(1991) sugerem a seguinte divisdo para os pool génicos do feijdo: Chile, Nueva
Granada e Peru como as racgas do pool Andino, e Durango, Jalisco e Mesoamericana
como as racas do pool Mesoamericano. Analises com marcadores de “Polimorfismo de
DNA Amplificado ao Acaso” (Random Amplified Polymorphic DNA - RAPD) confirmaram
a existéncia destas trés racas, demonstraram a existéncia de sub-racas e indicaram a
existéncia de outra raca entre os feijdes trepadores da Guatemala e paises vizinhos
(BEEBE et al., 2000).

Estudos baseados na analise de “Polimorfismo de Comprimento de Fragmentos
Amplificados” (Amplified Fragment Length Polymorphism - AFLP) mostraram que,
apesar da grande diversidade na morfologia da planta, tipo de semente e adaptacao
agroecologica, as variedades Andinas apresentam uma estreita base genética, muito
embora a introgressdo de feijbes Mesoamericanos tenha ajudado a alargar,
modestamente, a base genética. Estes dados sugerem que as variedades foram

derivadas de uma ou poucas populacdes selvagens similares, possivelmente do oeste
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dos Andes e Bolivia, e que a variabilidade morfolégica que existe entre as variedades
foi introduzida pela selecdo de agricultores. Assim, as racas de feijao do pool génico
Andino provavelmente refletem a intervencdo humana e ndo caracteristicas ancestrais
(BEEBE et al., 2001), destacando-se a importancia da manutencao do pool génico que
encontra-se em maos dos agricultores. Singh (1991) relata que incompatibilidades
genéticas entre e dentro das espécies de feijdo impedem uma maior exploracdo da
variabilidade genética, jA& que atuam como barreiras para a hibridacdo inter e

intraespecifica.

2.2 BANCOS DE GERMOPLASMA

A preservagdo de recursos genéticos de plantas cultivadas tem sido mantida,
principalmente em bancos de germoplasma. O objetivo desta conservacao é preservar
uma amostra da extensa diversidade genética de determinada espécie, preferivelmente
com classificacdo dos gendtipos, das caracteristicas e organizacdo genética (KARP et
al., 1997). As Nacdes Unidas, ja em 1972, recomendava a conservagdo dos recursos
genéticos em cada pais, equipando e organizando centros nacionais ou regionais
(HIDALGO, 1991).

A conservacdo em banco de germoplasma objetiva manter os acessos na
constituicdo genética original, diminuindo a possibilidade de mutacdo, selecdo ou
contaminacdo KARP et al., 1997). Para a utilizacdo adequada dos recursos genéticos
do banco de germoplasma é fundamental conhecer a variabilidade genética entre os
acessos, 0 que permite a escolha adequada conforme os objetivos, pois os métodos de

recombinacdo e selecdo a serem utilizados dependem dos recursos disponiveis, da
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distancia genética entre os genoétipos a serem recombinados e dos objetivos do
programa de melhoramento (SINGH, 2001).

Diversos centros de pesquisa no mundo mantém bancos de germoplasma para
as principais espécies cultivadas (BOREM, 1998). O Centro Internacional de Agricultura
Tropical (CIAT), por exemplo, possui trabalhos de coleta de feijdo pelo mundo inteiro,
ndo sO para decifrar os centros de origem da espécie, mas também para o
conhecimento internacional da variabilidade genética desta cultura, considerando isto
0S recursos geneticos do futuro (HIDALGO,1991).

A presenca de uma determinada variedade em um local por um longo periodo de
tempo pode promover a co-evolucdo entre esta e possiveis patdogenos que afetam esta
espécie. Estes materiais sdo de grande importancia para servirem de fontes de
resisténcia para trabalhos de melhoramento (BOREM, 1998). Estudo realizado por
Thung & Cabrera (1997) sobre as doencas em feijdo, em diferentes regides do Brasil,
detectou que as doencas causadas por fungos de solo, como o mofo branco, estdo
chegando a niveis elevados em areas que a poucos anos eram consideradas de baixa
incidéncia. A utilizacdo da resisténcia genética € a principal medida de controle e a de
mais baixo custo, tanto para pequenos produtores como para as grandes empresas
agricolas. Porém o melhoramento do feijdo para a resisténcia as doencas tem sido
dificil, principalmente devido ao grande numero de patdgenos de importancia
econOmica que podem ou ndo ocorrer simultaneamente em uma mesma regido, e pela
grande variabilidade patogénica que a maioria destes agentes apresenta.

O entendimento da organizacdo do germoplasma tem contribuido para uma
utilizagdo mais efetiva dos recursos genéticos do feijdo. Por exemplo, as racas

mesoamericanas tem se mostrado complementares as racas durango e jalisco no
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melhoramento do rendimento de graos de feijdo (SINGH, 1995).

2.3 USO DE MARCADORES MORFOLOGICOS E DE DNA NO ESTUDO DO

GERMOPLASMA DO FEIJAO

O melhoramento da maioria das espécies cultivadas exige a introdugdo continua
de variabilidade genética, para fazer frente a necessidade de aumentar a produtividade
sob variadas condi¢cbes de cultivo, como solos com diferentes caracteristicas de
fertilidade, a incidéncia de diversas doencas e ataques de pragas. Uma variabilidade
limitada nessas populagbes comprometerda o ganho genético obtido. Assim, € preciso
que a variabilidade genética presente na natureza e armazenada em bancos de
germoplasma seja mais bem entendida e explorada (BRONDANI & BRONDANI, 2004).

O manejo do banco de germoplasma tem como um dos principais objetivos
guantificar a variabilidade genética disponivel da espécie em questao, para se estimar o
potencial e as limitagBes da cultura. Desta forma, torna-se necessario caracterizar o
germoplasma coletado. Dispde-se, para tanto, de duas metodologias principais: a
caracterizagcdo morfolégica, através do fendtipo da planta, e a caracterizacdo por
marcadores moleculares. As avaliacdes morfoldgicas das colecdes baseiam-se em
poucos caracteres, de facil avaliagdo, pois avaliagbes mais detalhadas sdo de dificil

execucao e aumentam a possibilidade de erros a medida que o volume de trabalho

aumenta. A informacédo genética provinda de caracteres morfologicos importante, porém
€ geralmente limitada. A caracterizacdo morfolégica ndo pode, porém, ser substituida
por qualquer técnica molecular. Os resultados de estudos moleculares ou bioquimicas

devem ser considerados como complementares a caracterizacdo morfoldgica (KARP et
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al., 1997).

Os marcadores moleculares tém vantagens sobre os marcadores morfoldgicos,
isoenziméticos e proteinas de sementes. Destacam-se na definicAo das relagbes
genéticas, pois permitem a distingdo entre acessos mesmo com morfologia similar,
além de avaliar o polimorfismo em um nimero muito maior de loci. A caracterizacéo
fenotipica pode apresentar algumas complicacdes (efeito ambiental, tempo necessario,
herancas poligénicas, entre outras) que podem ser evitadas pela analise direta do

genotipo (FERREIRA et al., 1998).

A técnica de reacdo em cadeia da polimerase (PCR - Polymerase Chain
Reaction) concebida por Kary Mullis em 1983 (FERREIRA et al, 1998.) apresenta
diversas variacdes, que tém sido descritas nos ultimos anos, abrindo a possibilidade de
obter grandes quantidades de DNA de regides especificas, que podem ser visualizadas
diretamente em um gel de eletroforese. A grande inovacdo na area de marcadores
moleculares baseados em PCR surgiu em 1990 com a idéia de se utilizar iniciadores de
sequéncia arbitraria para dirigir a reacdo de amplificacdo chamada de RAPD ou DNA

polimérfico amplificado ao acaso (WILLIAMS et al., 1990).

O uso de dados de RAPD permite avaliar um grande nimero de loci ( WILLIAMS
et al., 1990; WELSH & MCCLELLAND, 1990) e tem sido utilizado na investigacdo do
pool génico de variedades chilenas de feijdo (JOHNS et al., 1997), na avaliacdo da
estrutura genética de cole¢bes bolivianas de feijdo (FREYRE et al.,, 1996), na
separacédo de acessos Andinos de Mesoamericanos (SKROCH & NIENHUIS, 1995) e
na comparacdo de colecdo ativa com a cole¢do completa de germoplasma de feijoes

mexicanos, indicando que a estrutura genética da colecdo ativa € representativa da
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colecdo de feijdo do CIAT. Dados de RAPD também foram utilizados para avaliar a
relacdo da estrutura da diversidade genética de uma grande nimero de acessos de
feijdes cultivados de origem mesoamericana (BEEBE et al., 2000). A avaliacdo da
diversidade genética associada com o melhoramento, através da identificacdo de
marcadores moleculares ligados a resisténcia as doencgas, tem tido importancia

substancial para os trabalhos com o feijdo (BEEBE et al., 1995).

O emprego dos marcadores moleculares permite definir padroes de DNA
especificos para cada acesso armazenado nos bancos de germoplasma. Com isso, é
possivel identificar aqueles que, por apresentar maior divergéncia em seu DNA,
poderiam adicionar maior variabilidade genética quando selecionados como genitores
em novos cruzamentos. Além disso, os marcadores moleculares podem identificar
acessos que estejam armazenados em duplicata ou sejam muito aparentados entre si

(BRONDANI & BRONDANI, 2004).

2.4 ANALISE MULTIVARIADA APLICADA A AVALIACOES DE DIVERGENCA
GENETICA ATRAVES DE MARCADORES MOLECULARES DOMINANTES

A investigacao da variabilidade genética pode ser feita com o uso de técnicas de
marcadores moleculares, principalmente por marcadores RAPD, AFLP, “Polimorfismo
no Comprimento de Fragmentos de Restricdo” (Restriction Fragment Length
Polymorphism) e “Numero Varidvel de Sequéncias Repetidas em Tandem” (Variable
Number of Tandem Repeats - VNTR). Os marcadores moleculares RAPD e AFLP séo
denominados marcadores dominantes, devido ao polimorfismo genético detectado ser

de natureza binaria, ou seja, detectam a presenca ou auséncia do segmento
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amplificado (FERREIRA et al., 1998). Dessa forma, estes marcadores ndo distinguem
um individuo homozigoto dominante de um heterozigoto para um determinado locus.

A analise multivariada apresenta-se como uma importante estratégia para
classificacdo de germoplasma, adenacdo da variabilidade de um grande numero de
acessos, ou ainda para analisar as relagbes genéticas entre materiais melhorados
(MOHAMMADI et al., 2003). A estatistica multivariada permite a analise simultanea das
véarias medidas de um determinado individuo que esteja sendo investigado (HAIR et al.,
1987), ou seja, tendo-se duas ou mais variaveis resposta (Y) de um individuo, aplica-se
a analise multivariada. Em primeiro lugar, determina -se a matriz de similaridade entre
0S genotipos para, posteriormente, ser aplicado uma metodologia estatistica de anélise
de divergéncia. As andlises de agrupamento, fatorial, discriminante e do componente
principal sdo métodos estatisticos que podem ser aplicados nos estudos de divergéncia
genética. Entre estes métodos, a analise de agrupamento destaca-se por ser de facil
interpretacdo e por ndo necessitar de uma hip6tese prévia da distribuicdo provavel dos
dados (MEYER et al., 2004).

A andlise de agrupamento € uma ferramenta da andlise multivariada, utilizada na
avaliacdo de divergéncia genética. Os fenotipos (podendo ser populagdes, individuos,
variedades, linhas, etc.) séo classificados utilizando as avaliagcbes de p caracteres ou
variaveis, a partir de uma medida de distancia entre os itens. Esta técnica de
agrupamento compreende duas etapas: na primeira, gera-se uma matriz de distancias

entre cada item, resultando em n (n-1)/2 pares de distancias. Num segundo momento,
aplica-se um algoritmo de agrupamento sobre essa matriz gerada, para classificar e
conectar os grupos homogéneos DIAS, 1998). No agrupamento final deve exibir alta

homogeneidade dentro dos grupos e alta heterogeneidade entre 0s grupos
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(MOHAMMADI et al., 2003). Os resultados finais serdo dados em numeros absolutos de
distdncia genética e em dendogramas de similaridade, para andlise grafica dos
resultados (FERREIRA et al, 1998).

Os resultados da leitura dos géis de marcadores binarios (0 para auséncia e 1
para presenca da banda) sdo transformados em indices (a, b, ¢ e d), quando
comparados dois itens. Supondo uma situacdo onde se tém duas populagdes, P e Q. O
indice a representa a presenca de uma mesma banda nas duas populacbes; o b
representa a presenca da banda em apenas uma das populagdes; o indice c indica a
presenca da banda somente na outra populacdo que nédo em b; e d representa a
auséncia de uma mesma banda nas duas populacdes. Estes indices serdo utilizados
para o calculo dos coeficientes de similaridade (DIAS, 1998).

Cada coeficiente possui propriedades matematicas que devem ser levadas em
conta pelo pesquisador antes de fazer a escolha. Emygdio et al.(2003 a) e Duarte et al.
(1999 a), trabalhando com diversos coeficientes, determinaram que para estudos de
divergéncia genética em feijdo o coeficiente de Sorensen-Dice € 0 mais apropriado.
Outro aspecto que deve ser observado € a natureza dos dados coletados no trabalho,
dependendo muito das caracteristicas do marcador. Estes aspectos irdo dar o rumo
para o pesquisador escolher o coeficiente ideal para o trabalho (DIAS, 1998). A escolha
subjetiva do coeficiente de similaridade pode causar problemas, comprometendo a

natureza da analise JACKSON et al., 1989). Duarte et al. (1999 a) ressaltam, ainda,

gue muitos trabalhos utilizam-se de coeficientes de similaridade sem justificar a escolha
destes, o que pode se tornar problematico dada a sua influéncia no agrupamento ou
ordenagéao dos genotipos estudados.

Os valores de distancia genética entre dois genétipos (dissimilaridade - dj) séo
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calculados, geralmente, como complemento da similaridade (sj): dj = 1 — s;. Outras
funcbes para conversdo de similaridade em distancia existem e séo vélidas, como por
exemplo, dj = -In (sj) (DIAS, 1998). Apds o célculo da matriz com as distancias
genéticas entre todos os fendtipos, procede-se o agrupamento destes. Os métodos de
agrupamento podem ser divididos em dois grupos, hierarquicos e nao-hierarquicos,
sendo o primeiro grupo mais utilizado para andlise de divergéncia genética de espécies
vegetais. Os métodos nao-hierarquicos sdo raramente utilizados para analise de
divergéncia genética intraespecifica devido, principalmente, a falta de informacéo prévia
sobre 0 nimero 6timo de grupos para alocacéo precisa dos individuos MOHAMMADI
et al., 2003).

A escolha dos métodos de agrupamento também deve ser criteriosa. Os
diferentes métodos podem produzir diferentes resultados aos mesmos dados. Dudley
(1994) afirma que o método UPGMA (average linkage clustering ou unweighted pair
group method using an arithmetic average), para melhoramento genético, € superior as
metodologias do vizinho mais préximo e do vizinho mais distante. Ao se avaliar os
métodos de agrupamento, deve-se levar em conta dois aspectos: a estabilidade do
agrupamento formado e o grau de concordancia entre o dendograma e a matriz das
distancias. A primeira refere-se a possibilidade de se separar os dados em subgrupos e
analisa-los separadamente, resultando no mesmo agrupamento quando analisado
conjuntamente ou ainda a ndo distorcdo do agrupamento ao se excluir algum dado. O

grau de concordancia entre a matriz e o dendograma € dado pelo coeficiente de
correlacdo cofenética, calculado através da correlacdo entre a matriz inicial e a matriz

dos valores cofenéticos entre os fenotipos (DIAS, 1998).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 SELEGCAO DOS ACES SOS ESTUDADOS

Foram selecionados quarenta acessos do banco ativo de germoplasma do
CAV/UDESC (BAF), coletados no Estado de Santa Catarina (Tabela 1). Todos estes
acessos constituem linhas endogamicas conduzidas pelos pesquisadores da instituicao.

Foram incluidos os acessos comerciais Guara, Valente e Pérola.

3.2 CULTIVO, COLETAE ARMAZENAMENTO DO MATERIAL VEGETAL

Foram semeadas quatro sementes sadias de cada acesso em vasos individuais
contendo substrato comercial. De cada vaso foram coletadas folhas de todas as plantas
gue apresentassem coloracdao normal e sem sinais de doencas. Cada acesso teve seu
material vegetal armazenado separadamente e imediatamente em nitrogénio liquido. As
folhas foram liofilizadas durante dois dias e armazenadas a -80° C.

Uma segunda coleta de material vegetal dos acessos foi realizada com material
a campo, para servir de reserva caso algum material da primeira coleta apresentasse

algum problema. O procedimento foi 0 mesmo da primeira coleta.



de divergéncia genética.

BAF Nome Comum Procedéncia Ano Coleta
01 Preto Serrado 5F 3P Ponte Serrada 1996
03 Manchinha Palmitos 1996
04 Amendoim Lages Lages 1996
07 Preto Lages Lages 1996
10 Mourinho Palmitos 1996
13 Taquara Caxambu do Sul 1996
19 Minas SC Palmitos 1996
20 Minas Vermelho Manchado Palmitos 1996
23 Preto Chapec6 (10F 10 P) Chapeco 1996
25 Minas Preto Palmitos 1996
28 Vermelho Saudades Saudades 1996
29 Vermelho Ituporanga ltuporanga 1996
32 Feijao Cavalo Coronel Freita 1996
33 Feijao Cavalo Concordia 1996
36 Rasga Cu Séo Joseé do Cerrito 1996
39 Sem Denominacao Bom Jardim da Serra 1996
40 Feijao Vagem Roxa Capao Alto 1996
41 Rosinha Bom Jardim da Serra 1996
42 Feijao Vagem Branca Capao Alto 1996
43 Olho de Pomba Capéo Alto 1996
44 Vermelho Capéo Alto 1996
45 Carioca Capao Alto 1996
46 Sem Nome Lages 1996
47 Preto (precoce) Piratuba 1996
50 Carioca Brilhante Lebon Regis 1996
51 Roxo Cunha Pora 1996
53 Enxofre Cunha Pora 1996
54 Olho de Pombo Cunha Pora 1996
55 Preto Cunha Poréa 1996
56 Preto Taquara Cunha Pora 1996
57 Preto Cunha Pora 1996
58 Nome desconhecido Cunha Pora 1996

(vermelho)
59 Barrosinho Bom Jardim da Serra 1996
60 Preto 60 dias Lebon Regis 1996
61 Sete semanas Painel 1996
62 Vermelho Miudo Séao Joagquim 1996
63 Vermelho graudo S&o Joaquim 1996
64 Amareldo de Campo Belo Campo Belo do Sul 1996
65 Mouro Lebon Regis 1996
93 Bolinha Rajado Bom Retiro 2000

26

Tabela 1 — Acessos do banco ativo de germoplasma de feijdo do CAV/UDESC utilizados para avaliagao



27

3.3 EXTRACAO DE DNA GENOMICO

A extracdo de DNA gendmico das folhas foi feita conforme descrito em Doyle &
Doyle (1990) com modificacbes. Foram utilizados 30 mg de cada gendtipo macerado
em cadinho com nitrogénio liquido, transferidos para tubos de polipropileno de 1,7 mL.
Foram adicionados 700 puL de tampao de extracdo (2% CTAB, 1,4 M NacCl, 0,2% 2
mercapetanol, 20mM EDTA, 100 mM Tris-HCI, 1% PVP-40, 100 ug/mL proteinase K),
homogeneizados e colocados em banho-maria a 65° C por trinta minutos, com
agitacOes suaves a cada dez minutos.

Apés a incubacgdo, foram adicionados 650 pL de cloroformio-alcool isoamilico
(24:1) e homogeneizados. Os materiais foram centrifugados (1600 g) para que a fase
aguosa fosse transferida para um novo tubo, onde foram adicionados 200 pL de tampéo
de extracdo sem proteinase K e 650 pL de cloroférmio—alcool isoamilico,
homogeneizados e centrifugados. A fase aquosa foi novamente transferida para um
novo tubo onde foram adicionados 650 pL de cloroférmio-alcool isoamilico e
centrifugados. Esta Ultima etapa foi repetida por mais duas vezes.

Logo apos, foi feita a precipitacio do DNA adicionando-se 1 volume de
isopropanol, homogeneizando e centrifugando logo apds. Nesta etapa foi possivel
visualizar um precipitado no fundo do tubo. O precipitado foi lavado duas vezes com
etanol 70%, adicionando-se 250 pL do alcool, agitando cada tubo suavemente até o

precipitado soltar-se do tubo para que pudesse ser lavado e centrifugado novamente.
Os tubos foram deixados abertos, a temperatura ambiente, para secar e logo apos
foram ressuspensos em 40 yL TE (10 mM Tris-HCI, 1 mM EDTA e 10 ug/mL de

RNAse).
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3.4 QUANTIFICACAO E AVALIACAO DA QUALID ADE D O DNA EXTRAIDO

O DNA extraido dos diferentes acessos foi quantificado e a qualidade avaliada
em gel de agarose 0,5% (ANEXO A). Foram utilizados 5 pL da solugao estoque de cada
DNA, juntamente com 5 puL de agua bidestilada autoclavada e 3 pL de corante de
carregamento (ANEXO B). As amostras foram aplicadas no gel juntamente com o
padrdo de tamanho de fragmentos de 0,1 a 12 pares de bases (pb). O gel foi submetido
a uma voltagem de 60 V (3 V/cm) por uma hora. O gel foi analisado em luz ultravioleta e

fotografado.

3.5 DILUICAO DO DNA EXTRAIDO

Para a utilizacdo nas reacbes de PCR, os DNA’s extraidos foram diluidos em
uma propor¢cdo de uma parte de DNA (solugdo estoque) para 4 partes de agua
bidestilada autoclavada, formando a solucéo de trabalho. As solucdes de trabalho foram

armazenadas em geladeira (aproximadamente 25 ng.uL™).

3.6 SELECAO DOS INICIADORES

Foram testados inicialmente 33 iniciadores de 10 bases de comprimento com o
DNA de trés acessos que ja haviam apresentado amplificacdo com outros iniciadores,
sendo que 22 destes foram selecionados, por terem apresentado amplificacdo nos

testes. Os iniciadores utilizados e as sequéncias de bases estéolistados na Tabela 2.
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Tabela 2— Iniciadores decameros utilizados para analise de divergéncia genética

Iniciador Série Operon
TGGACCGGTG co8
GAGCCCTCCA G-03
CTGAGACGGA G-05
GAATCGGCCA H-18
AAGGCGGCAG I-06)
GGGACGTTGG M-12
GAGACGCACA N-06
TTAGCGCCCC AA-03
GAGGGACCTC AM-04
ACTGGGTCGG AW-09
GTGACATGCC E-04
GGAAGCTTGG F-10
ACGCGCATGT H-12
GACGCCACAC H-13
GACTGCACAC L-04
AGTGCGCTGA Q-04
GGCTGCAATG Y-04
GGAGCCTCAG X-11
GGACGCTTCA Q-14
TGGACCGGTG C-08
ACGCACAACC E-15
GGCAGGCTGT T-07

3.7 DILUICAO DOS INICIADORES

Os iniciadores foram diluidos inicialmente para atingirem uma concentracao de
100 pM utilizando TE (10 mM Tris-HCI, 1 mM EDTA). Os tubos contendo os iniciadores
foram primeiramente centrifugados por alguns segundos. Adicionou-se a quantidade
calculada de TE para cada primer, misturando-se por inversdao e colocados em
geladeira por doze horas para re-hidratarem. Apés este periodo, foram levados ao
vortex por 15 segundos e retiradas aliquotas de 20 pL para tubos com capacidade de
200 pL e armazenados a -20° C . Para utilizacdo do primer para a reacdo de PCR,

adicionou-se 180 pL TE para se chegar a uma concentragao de trabalho de 10 pM.
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3.8 REACAO DA POLIMERASE EM CADEIA (PCR)

A reacdo de PCR foi feita como descrito em Young & Kelly (1996). Foi utilizado o
termociclador da marca Genius. Cada reacao foi feita em volume de 25 pL contendo:
1X tampao da enzima sem Mg, 1,5 mM MgCl,, 0,2 mM de cada nucleotideo (a,c,g,t),
0,4 uM do primer, 25 ng de DNA, agua g.s.p. 25uL. As rea¢Oes foram submetidas a 3
ciclos a 94° C por 1 minuto, 35° C por 1 minuto e 72° C por 2 min. ApGs estes ciclos
iniciais, as reagdes foram submetidas a 34 ciclos constituidos de 10 segundos a 94° C ,
20 segundos a 40° C e 2 minutos a 72° C. Ao final, foi realizada uma extenséo final de 5
minutos a 72° C.

As reacfes amplificadas foram submetidas a eletroforese em géis de agarose
1,4% (ANEXO C), a 102 V (5 V.cm™). O tamp&do TBE 1 X (ANEXO D) foi utilizado para
corrida. Como padrédo de tamanho de fragmentos, foi utilizado o padrdo de peso
molecular de 1Kb (100 pares de base a 12 kilobases). Apds a corrida, os géis foram
submetidos a uma solugdo brometo de etidio (50 pg.L! em TBE 1X) e fotografados sob

luz ultravioleta.

3.9 DADOS MORFOLOGICOS

Os dados morfoldgicos referentes aos acessos estudados (dias para
florescimento, nimero de nds na haste principal, nimero de botBes florais por
inflorescéncia, peso de 100 sementes, ciclo) fazem parte do arquivo de dados do Banco
Ativo de Germoplasma de feijdo do CAV/UDESC, obtidos em trabalhos de pesquisa

anteriores ao presente.
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3.10 ANALISE DOS DADOS

A obtencdo dos dados moleculares foi realizada a partir da leitura dos géis.
Determinouse a presenca ou auséncia das bandas de cada marcador em cada primer.

Uma matriz com os valores 1 (presenca de banda) e 0 (auséncia de banda) foi

construida.

3.10.1 Analise multivariada

Depois de analisadas as fotos das reacbes de cada primer, os dados
moleculares foram submetidos a andlise estatistica. Para este estudo, utilizou-se de
analises multivariadas de agrupamento. O coeficiente de similaridade utilizado para o
calculo das distancias genéticas foi o de Sorensen-Dice (2 a/ 2 a + b + ¢), segundo
Dice (1945) e Sorensen (1948). Como metodologia de agrupamento, utilizouse o
método das Médias das distancias, conhecido também como UPGMA (do inglés
unweighted pair-group method using an arithmetic average), segundo Dias (1998). Os
dados foram analisados pelo software SAS, através dos procedimentos PROC
CLUSTER e PROC TREE, resultando em um dendograma de dissimilaridade (SAS
INSTITUTE, 1999).

Os dados morfologicos foram analisados calculando-se a distancia euclidiana
entre os acessos (DIAS, 1998). O agrupamento foi feito através do método UPGMA. Os
dados foram analisados pelo software SAS, através dos procedimentos PROC
CLUSTER e PROC TREE, resultando em um segundo dendograma de dissimilaridade

(SAS INSTITUTE, 1999).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 EXTRACAO DE DNA

O protocolo utilizado para o procedimento de extracdo de DNA, apo6s alguns
ajustes em relacdo ao original (DOYLE & DOYLE, 1990), apresentou resultados
satisfatorios.

Alguns materiais apresentaram, na verificagdo qualitativa do DNA, arraste
vertical, caracterizando a degradacdo do DNA extraido. Este tipo de resultado teve
como causa o fato do material, apos a pulverizagdo com nitrogénio liquido, ter adquirido
umidade e ter sido armazenada com tal caracteristica. Segundo Ferreira et al. (1998) a
umidade presente no tecido vegetal macerado possibilita a agdo de nucleases, que
degradam o DNA. Foram realizadas novas extracbes com materiais vegetais da
segunda coleta para os acessos que apresentaram DNA degradado na primeira

extracao.

4.2 REACOES DE RAPD

O protocolo para a realizagdo das reacdes de RAPD descrito por Young & Kelly

(1996) resultou no aparecimento de bandas monomoérficas e polimorficas amplificadas



33

apos o PCR. Foram obtidas 96 bandas com os 22 iniciadores utilizados, uma média
4,36 bandas por primer. Dessas 96 bandas, 41 apresentaram polimorfismo entre os
acessos estudados, representando 42,7% do total de bandas. A Figura 1 apresenta o

padréo de bandas obtido durante o trabalho.

2Kb

1 Kb

500 pb

Figura 1 — Andlise eletroforética dos produtos de amplificacdo do DNA gendmico dos acessos de feijao
do banco de germoplasma de feijao, CAV/UDESC, com oiniciador M-12. A primeira coluna

corresponde ao marcador de 1000 pares de bases. A esquerda est&o indicados os tamanhos
de fragmentos do marcador.

4.3 DIVERGENCIA GENE TICA ENTRE OS ACESSOS

A analise dos dados moleculares obtidos através do software SAS resultou em
uma matriz de dissimilaridade genética (ANEXO H). A Figura 2 apresenta o diagrama

com o agrupamento dos acessos estudados, construido com os dados da matriz de
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dissimilaridade genética. No ANEXO G encontram-se 0s resultados do agrupamento.

0.8 7

0.6 1 2

0.4 7

0.2 7

0.0"
bbbbbbbbbbbbbbbbbbbbbbbbbbbbbbbbbgpvbbbbbbb
04520642 3559356423502501325161644uead44554606
17¥7943683133984332430973650009105ar12456152

Figura 2 — Dendograma de similaridade entre os acessos do banco de germoplasma de feijdo do
CAV/UDESC, calculado com dados moleculares RAPD pelo coeficiente de Sorensen-Dice,
agrupados pelo método UPGMA. Os numeros 1 e 2 representam o0s grupos de maior
divergéncia. A letra b seguida de niumeros representa 0s acessos. Gua= guara, val= valente;
per = pérola.

Observando-se o dendograma, pode-se constatar primeiramente a separagao
dos acessos em dois grupos, um compreendido pelos acessos entre o BAFO1 e BAF54
(19 acessos), denominado grupo 1, e o segundo compreendido pelos acessos entre o
BAFO3 e BAF62 (21 acessos e 0s trés genotipos comerciais), denominado grupo 2, com
um indice de divergéncia de 0,6524 entre os grupos, concordando com os dados de

Franco et al. (1997), Duarte et al. (1999 b), Maciel et al. (2001) e Emygdio et al. (2003

b). Segundo os mesmos autores, estes resultados representam a separacao entre
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acessos de origem Andina dos de origem Mesoamericana (BEEBE et al. 2001).
Segundo Vasconcelos et al. (1996) marcadores RAPD tém sido eficientes na separacéo
de acessos de feijdo Andino de Mesoamericanos, porém estes marcadores nao indicam
qual grupo pertence a qual centro de origem. Para isto, deve-se realizar um trabalho de
classificacdo através de faseolinas, morfologia das plantas, isoenzimas ou outros
marcadores de DNA (BEEBE et al., 2001).

A variabilidade observada dentro dos dois grupos foi relativamente restrita. A
maior divergéncia encontrada no grupo 2 foi de 0,3735, enquanto no grupo 1 foi de
0,2653. Maciel et al. (2001), estudando a divergéncia entre acessos do Rio Grande do
Sul, obtiveram também baixa variabilidade entre os grupos formados. Resultados
semelhantes foram obtidos por Emygdio et al. (2003 b) e Franco et al. (1997).

Os acessos BAF63 e BAF04, integrantes do grupo 1, apresentaram a menor
divergéncia genética entre os acessos avaliados (0,0213). Estes acessos apresentam-
se como possiveis acessos duplicados do BAF. O acesso BAF46 aproxima-se muito
destes dois materiais anteriores, apresentando um indice de divergéncia médio de
0,0311. Outros dois acessos muito proximos entre si sao 0s acessos BAF47 e BAF57,
apresentando uma divergéncia de 0,037.

A menor divergéncia observada no grupo 2 foi entre o acesso BAF45 e a cultivar
Guara, com um indice médio de dissimilaridade de 0,05. Entre os acessos do banco
estudados, o BAFO7 e o BAF13 apresentaram a menor divergéncia no grupo 2 O
acesso BAF62 apresentou-se como 0 mais divergente do grupo 2, apresentando um
indice médio de dissimilaridade de 0,3313 para com 0s outros acessos do mesmo
grupo. Ja no grupo 1 o acesso BAF54 demonstrou maior divergéncia genética, com um

indice médio de dissimilaridade de 0,2653.
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4.4 COMPARAQAO ENTRE DADOS MOLECULARES E DADQS MORFOLOGICOS
DOS ACESSOS DO BANCO DE GERMOPLASMA DE FEIJAO DO CAV/UDESC

Na Tabela 3 estdo apresentados dados morfolégicos qualitativos do Banco de

Germoplasma de Feijdo do CAV/UDESC, referentes aos acessos estudados, enquanto
gue na Tabela 4 estdo apresentados dados quantitativos.

Os dados morfologicos confirmam os resultados moleculares. Os acessos

BAF63 e BAFO04, que apresentaram a menor divergéncia genética no grupo 1 e do

estudo, sdo materiais que apresentam caracteristicas morfolégicas qualitativas, como

cor de flor e habito de crescimento, em comum (Tabela 3) e quantitativas aproximadas

(Tabela 4). O acesso BAF45 e a cultivar Guara apresentaram também alta semelhanca

morfolégica. Esses dados complementam o que foi encontrado na analise molecular

desses acessos.
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Tabela 3 - Caracteres qualitativos dos acessos estudados, pertencentes ao Banco de Germoplasma do
CAV/UDESC (continua).

Acesso Asa Cor da Flor Estandarte Habito de crescimento
BAF 01 Lilas escuro com roxo/violeta nas  Lilas Indeterminado com

bordas ramificagOes eretas
BAF 03 Lilas Branca com lilas Indeterminado com

ramificagOes eretas

BAF 04 Branca com lilas Branca com lilaz Indeterminado com

BAF 07 Lilas escuro Lilas escuro Indeterminado com
ramificagbes eretas

BAF 10 Lilas escuro Lilas escuro Indeterminado com
ramificagcOes eretas

BAF 13 Lilas escuro Lilas escuro Indeterminado com
ramificagOes eretas

BAF 19 Branca Branca Indeterminado com
ramificagcbes eretas

BAF 20 Lilas escuro Lilas escuro Indeterminado com
ramificacdes semi-eretas

BAF 23 Lilas escuro Lilas Determinado

BAF 25 Lilas escuro Lilas escuro Indeterminado com
ramificagOes eretas

BAF 28 Branca Branca Determinado

BAF 29 Branca com lilas Branca com lilas Determinado

BAF 32 Lilas escuro Lilas Determinado

BAF 33 Lilas Branca com lilas Indeterminado com
ramificagOes eretas

BAF 36 Lilas escuro Lilas escuro Indeterminado com
ramificagOes eretas

BAF 39 Lilas Lilas e branca Determinado

BAF 40 Lilas escuro Lilas escuro Indeterminado com
ramificagbes eretas

BAF 41 Lilas escuro Lilas escuro Determinado

BAF 42 Lilas com borda lilas escuro Lilas escuro Indeterminado com
ramificagdes eretas

BAF 43 Branca Branca Determinado

BAF 44 Branca Branca Indeterminado com
ramificagOes prostradas

BAF 45 Branca Branca Indeterminado com
ramificagOes eretas

BAF 46 Lilas escuro Lilas Indeterminado com
ramificagbes semi-eretas

BAF 47 Lilas com borda lilas escuro Lilas escuro Indeterminado com
ramificagBes prostradas

BAF 50 Branca Branca Indeterminado com
ramificagbes eretas

BAF 51 Lilas escuro Lilas Indeterminado com
ramificagOes eretas

BAF 53 Lilas Lilas Determinado

BAF 54 Branca Branca Indeterminado com
ramificagcOes eretas

BAF 55 Lilas escuro Lilas escuro Indeterminado com

ramificacBes eretas

ramificagbes eretas
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Tabela 3 - Caracteres qualitativos dos acessos estudados, pertencentes ao Banco de Germoplasma do
CAV/UDESC (concluséo).

Acesso Cor da Flor Habito de crescimento
Asa Estandarte

BAF 56 Lilas com bordas lilas escuro Indeterminado com
ramificagdes eretas
BAF 57 Lilas escuro com roxo/violeta nas  Lilas escuro Indeterminado com

bordas ramificagBes prostradas

Lilas escuro

BAF 58 Branca com lilas Branca com lilas Determinado

BAF 59 Branca com lilas Branca com lilas Indeterminado com
ramificagcOes eretas

BAF 60 Lilas escuro Lilds escuro Indeterminado com
ramificagdes eretas

BAF 61 Branca Branca Indeterminado com
ramificagcbes eretas

BAF 62 Branca Branca com lilas Determinado

BAF 63 Branca com lilas Branca com lilas Indeterminado com
ramificagcOes eretas

BAF 64 Branca com lilas Branca com lilas Determinado

BAF 65 Lilas escuro Lilas escuro Indeterminado com
ramificacBes eretas

Guara Branca Branca Indeterminado com
ramificagbes eretas

Pérola Branca Branca Indeterminado com
ramificagOes eretas

Valente Lilds com borda lilas escuro Lilds escuro Determinado

Tabela 4 - Caracteres quantitativos dos acessos estudados, pertencentes ao Banco de Germoplasma do
CAV/UDESC (continua).

Acesso Dias para Numero de nos na haste Numero de botdes
florescimento principal florais/inflorescéncia

BAF 01 35 4,3 3,3
BAF 03 36 5 4,6
BAF 04 32 4,2 2,6
BAF 07 46 55 4,2
BAF 10 33 5,2 4,9
BAF 13 40 51 4,1
BAF 19 39 56 4.3
BAF 20 40 4,8 3

BAF 23 31 4 3.4
BAF 25 38 3,6 29
BAF 28 32 3,7 3,8
BAF 29 34 4 3,3
BAF 32 35 3,4 5,8
BAF 33 34 4,3 2,7
BAF 36 42 3,5 3,6
BAF 39 37 51 3,8
BAF 40 44 7 4

BAF 41 36 3,7 3,6
BAF 42 36 4,8 4

BAF 43 33 3,9 3,3

BAF 44 37 4,6 3,2
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Tabela 4 - Caracteres quantitativos dos acessos estudados, pertencentes ao Banco de Germoplasma do
CAV/UDESC (concluséo).

Acesso Dias para Numero de nos na haste Numero de botdes
florescimento principal florais/inflorescéncia
BAF 45 42 53 4,8
BAF 46 34 3,2 2,7
BAF 47 35 3,8 31
BAF 50 45 55 3.9
BAF 51 35 3,7 31
BAF 53 28 4,2 2,7
BAF 54 37 4,8 2,9
BAF 55 38 5 3,3
BAF 56 41 4,4 3,6
BAF 57 34 4,1 3,1
BAF 58 32 3,7 3
BAF 59 44 7,2 3,7
BAF 60 41 5,8 4,6
BAF 61 42 4,8 2,9
BAF 62 37 4,2 6,6
BAF 63 35 3,1 1,9
BAF 64 34 4,9 2,9
BAF 65 40 6,6 3,6
Guaréa 42 6,1 43
Pérola 43 57 4,1
Valente 39 9 3

A Figura 3 apresenta o dendograma de dissimilaridade genética obtida através
de dados morfologicos quantitativos (dias para florescimento, numero de ndés na haste
principal, nimero de botdes florais por inflorescéncia, peso de 100 sementes, ciclo),
através do método de agrupamento UPGMA.

A Figura 3 apresentou uma separacdo em dois grandes grupos, semelhante ao
ocorrido na Figura 2. Observa-se que os acessos que formam cada um dos dois grupos
na Figura 2 formam o mesmo grupo na Figura 3, com exce¢do do acesso BAF61. O
acesso BAF93 ndo se encontra neste dendograma, pois ainda nao foi caracterizado

morfologicamente.
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Figura 3 — Dendograma de similaridade entre os acessos do banco de germoplasma de feijdo do
CAV/UDESC, calculado pela distancia euclidiana com dados morfolégicos, agrupados pelo
método UPGMA. Os numeros 1 e 2 representam os grupos de maior divergéncia. A letra b
seguida de numeros representa os acessos. Gua= guara; val= valente; per = pérola.

A cultivar Guara e o0 acesso BAF45 apresentaram alta similaridade morfolégica
observada na Figura 3, como encontrado na Figura 2. As cultivares comerciais
estudadas, Guara, Valente e Pérola, apresentaram reduzida variabilidade genética,
segundo os resultados moleculares. Segundo os dados morfolégicos, essas cultivares
encontram-se no mesmo grupo. Singh (2001) atenta para o fato de que a base genética
das cultivares comerciais ser estreita, evidenciando que apenas uma pequena fragao
da populacdo de feijdo selvagem foi domesticado, aliado as estritas exigéncias de
qualidade, uso limitado de germoplasma exoético e as estratégias conservadoras

utilizadas pelos melhoristas.
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A existéncia de dois grupos distintos entre os acessos estudados neste trabalho,
caracterizado pela possivel separagéo entre os dois grupos génicos principais do feijao,
Mesoamericano e Andino, e a equivaléncia entre o nimero de acessos em cada grupo,
corroboram as sugestdes feitas por Gepts et al. apud Zimmermann & Teixeira (1996)
de que o feijao comum foi introduzido no Brasil por pelo menos duas rotas principais:
uma rota proveniente do Meéxico (centro Mesoamericano), seguindo para o Caribe,
Colébmbia, Venezuela e entdo para o Brasil; uma segunda proveniente dos Andes
(centro Andino) para o Brasil.

A alta divergéncia genética encontrada entre os dois grupos e a baixa
diversidade encontrada dentro dos grupos pode ser explicada, em parte, pelo
isolamento reprodutivo que ocorre entre 0s acessos de cada centro (SINHG, 1991;
ZIMMERMANN & TEIXEIRA, 1996), onde plantas F1 oriundas do cruzamento entre dois
genotipos de grupos génicos distintos apresentam fraco ou nenhum desenvolvimento.

Os programas de melhoramento de feijdo no Brasil utilizam principalmente o
germoplasma Mesoamericano, havendo pouca introgressdo do germoplasma Andino
nas cultivares melhoradas desta espécie no pais, como ocorre em outros paises
tropicais (GEPTS et al. apud MACIEL et al.,, 2001). Os resultados deste trabalho
demonstram que as cultivares comerciais estudadas, Guara, Pérola e Valente,
encontram-se N0 mesmo grupo, apresentando ainda, uma baixa divergéncia genética
entre si.

Os resultados deste trabalho permitem identificar os acessos com maior
divergéncia genética e menor divergéncia genética. Ambas tornam-se importantes
dependendo dos objetivos e metodologia empregados no trabalho de melhoramento. A

maior divergéncia genética é importante em trabalhos onde o cruzamento objetiva a
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recombinacdo das caracteristicas dos progenitores (BOREM, 1998). O cruzamento
entre 0s acessos mais divergentes promoveria maior segregacdo num programa de
melhoramento (FRANCO et al.,, 1997), aumentando a possibilidade de selecionar
individuos superiores nas geracdes segregantes. Bernardo (1992), porém, demonstra
gue a divergéncia genética detectada por marcadores moleculares nao garante por si
s6 a variabilidade em populagfes segregantes, j& que nem todos os loci analisados por
marcadores moleculares estdo ligados a caracteristicas morfolégicas, agrondmicas ou
ndo. Por isso da importancia da caracterizacdo morfologica paralela ao estudo
molecular. Borém (1998) atenta para o fato de que, ao se selecionar genitores muito
distantes geneticamente, um desses devera apresentar baixa adaptacdo a regido de
destino para o cultivo, devendo-se, portanto, reduzir a contribuicdo genética do genitor
nao adaptado através de retrocruzamentos com o genitor mais adaptado.

A baixa variabilidade dentro de cada grupo pode servir como fator limitante para
trabalhos de melhoramento de feijao visando a recombinacdo de caracteristicas dos
progenitores. Segundo Borém (1999) os programas de melhoramento que visam o
aumento da capacidade produtiva do feijao tém tido resultados insatisfatérios, devido ao
emprego por parte dos melhoristas de hibridacdes com genitores do mesmo conjunto
génico. Com a possibilidade de cruzamento de gendtipos de diferentes conjuntos
génicos, conclui o autor, poder-se-ia avancar na produtividade desta espécie.

A presenca de baixa variabilidade encontrada dentro de cada grupo (1 e 2) pode

7

ser importante para trabalhos de melhoramento cujo objetivo é a transferéncia de

determinada caracteristica inexistente em uma cultivar desejada. Este processo é

7

realizado através de retrocruzamentos, onde um genitor doador é cruzado com um

genitor recorrente, e este é cruzado com as geracdes seguintes para a recuperacao do
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seu fendtipo juntamente com a caracteristica de transferéncia (BOREM, 1998). Num
programa de retrocruzamento, a identificacdo de genitores com menor divergéncia
contribuiria com a redugcé@o no tempo de recuperacao do genoétipo desejavel FRANCO
et al., 1997; BOREM, 1998). Um exemplo seria a cultivar Guara e o acesso 45. Se o
acesso 45 apresentar alguma caracteristica importante que esteja ausente no Guard, a
incorporacao desta caracteristica a cultivar seria vantajosa através de um programa de

retrocruzamentos.
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5 CONCLUSOES

Os acessos do banco ativo de germoplasma de feijdo do CAV/UDESC separam-
se em dois grupos principais, possivelmente representando os centros de domesticacéao
do feijao, Mesoamericano e Andino. A divergéncia genética encontrada entre 0s grupos
€ relativamente alta, comparada com a divergéncia observada dentro de cada grupo.
Observa-se uma pequena divergéncia genética existente entre as cultivares Guara,
Valente e Pérola.

A analise de dados morfoldgicos referentes aos acessos estudados confirma os
resultados moleculares referentes aos grupos formados e a divergéncia encontrada
entre os grupos, dentro dos grupos e entre 0S acessos.

O banco ativo de germoplasma de feijao do CAV/UDESC possui materiais
potenciais, em relacdo a divergéncia genética, para trabalhos de melhoramento dessa
espécie, seja para selecdo em populacdo segregante ou para trabalhos de

retrocruzamento.
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ANEXO A — Preparo de gel de agarose 0,5%

Pesar 0,5 gramas agarose. Adicionar 100 mL de tampao TBE 1 X, aquecer no
microondas por 30 segundos na poténcia maxima para dissolvé-la. Observar se toda

a agarose foi dissolvida, evitando a presenca de granulos.
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ANEXO B - Preparo do corante de carregamento

Pesar 4 gramas de sacarose e 0,025 de azul de bromofenol. Completar com

agua ultrapura até 10 mL.
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ANEXO C - Preparo de gel de agarose 1,4%

Pesar 3,5 gramas agarose. Adicionar 250 mL de tampéo TBE 1 X, aquecer no
microondas por 30 segundos na poténcia maxima para dissolvé-la. Observar se toda

a agarose foi dissolvida, evitando a presenca de granulos.
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ANEXO D — Preparo de tampéo TBE 1 X

Preparar TBE 10X: 890 mM Tris, 890 mM Acido bérico, 20 mM EDTA, ajustar
para pH 8,0. Diluir 10x para uso de TBE 1X.



ANEXO E - Comandos do programa SAS para a analise de dados binéarios

% ncl ude ' xmacro. sas';
% ncl ude ' di st new. sas’ ;

options |1s=120 ps=60;
dat a RAPD
title '"distancia bags';
input bag $ (AA3_3800 AA3_ 1300 AA3_650 AA3_550 AA3_330AM4_2500
AMA_1700 AMA_1600 AWD 1500 AW 350 F10 500 H12 1000 H12 800 L04_500
Q4 925 4_2000 E4_1600 E4_650 F10_1200 H13_1800 H13_1500 X11_ 1200 X11_ 900
QL4 980 CB8_1200 E15 1200 ¢8_ 1100 g3 840 g5 500 g5 550 g5 1000 1i6_700
i 6_1000 nil2_1550 ml2_600 n6_750 n6_900 n6_2500 H18_ 700 T7_750 T7_650)
(1.) @@
dat al i nes;
b01 1111011110101010101.100001000100100..1110
b03 1101011111001011100.100100011001110100011
b04 11110101100011001010.10101000110111011110

%li st ance(dat a=RAPD, id=bag, out=distjacc, shape=square, nethod=dice,
var =AA3_3800--T7_650) ;
proc print data=distjacc;
id bag; var bOl--gua;
run;
proc cluster data=distjacc nethod=ave nosquare
pseudo outtree=tree;
i d bag;
var bO01--gua;
run;
proc tree data=tree spaces=2;
run;

No arquivo distnew.sas, deve-se proceder as seguintes modificacdes para
gue o resultado seja dado em dissimilaridade (1 — similaridade):
%macro dice; %* Czekanowski/Sorensen similarity coefficient;
if _p+_pm then _d=2* pm/(_p+_pm);
Esta linha deve ser mudada para: if _p+ _pm then _d=1-(2* pm)/(_p+_pm)
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ANEXO F- Comandos do SAS para analise dos dados morfologicos

% ncl ude ' xmacro. sas';

% ncl ude ' di st new. sas’ ;

options |1s=120 ps=60;
dat a RAPD

title "divergencia genetica entre BAG feijao';
nbot oes P100s E flor ciclo Graos @@

i nput bag $ nnos
dat al i nes;
BO1 4.3 35 3.3
BO3 5 36 4.6
BO4 4.2 32 2.6
BO7 55 46 4.2

dpf

36. 35
27.23
37. 34

34
35
34

17.18 .

%li st ance(dat a=RAPD, i d=bag,

var =nnos- - gr aos) ;

proc print data=distjacc;

i d bag; var bOl--gua;
run;

proc cluster data=distjacc method=ave nosquare

86
89
86

0 NN oo

out =di stj acc,

pseudo outtree=tree,;

id bag;
var bO01l--gua;
run;
proc tree data=tree dis

run;

HPAGES=1

spaces=2;

shape=squar e

met hod=eucl i d,



ANEXO G - Resultados obtidos pelo programa SAS
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(continua)

Numero Dist.
do cluster  Acessos unidos pelo cluster Freq PSF PST2 média Tie
42b04 b63 221.4 . 0.0213
41CL42 b46 316.7 1.6 0.0311

40b4a7 b57 215.4 0.037
39b45 gua 213.6 0.05
38b51 b53 212.6 0.0556
37b07 b13 211.7 0.0638
36b10 b60 2111 . 0.0667
35CL38 b93 310.5 1.5 0.0749
34b28 b33 29.9 0.0909
33b19 b61 29.4 . 0.1
32b01 CL40 38.7 3.4 0.1046
31CL35 b39 48.3 1.8 0.1069
30CL39 per 38.1 2.5 0.1081
29CL41 CL34 57.5 3.8 0.11
28b58 b64 27.5 . 0.1111
27CL37 b36 375 2.1 0.1162
26CL29 CL31 97.0 2.9 0.1217
25CL36 CL33 46.9 2.1 0.1309
24b40 CL30 46.9 1.7 0.1327
23CL27 b25 47.0 1.6 0.1389
22b42 b44 27.1 0.1538
21b55 b56 27.2 . 0.1579
20CL23 b50 57.3 1.5 0.1594
19CL26 CL28 117.2 2.7 0.1608
18CL20 CL25 97.0 2.4 0.1658
17CL24 val 57.2 1.9 0.1711
16CL32 b29 47.4 2.7 0.1755
15CL16 CL19 157.0 3.7 0.1824
14CL18 CL17 146.9 3.0 0.1868
13b41 b65 27.3 . 0.2 T
12CL15 ba3 167.7 1.8 0.2102
11b23 b32 28.2 . 0.2105
10CL22 CL21 48.8 1.8 0.2176



Resultados obtidos pelo programa SAS (conclusao)

9CL12
8b20
7CL9
6CL14
5b03
4CL6
3CL4
2CL5
1CL7

CL11
b59
b54
CL10
CL8
CL13
b62
CL3
CL2

189.2
210.3
1911.3
1811.8
314.2
2017.6
2124.6
2441.2
43.

2.3
2.0
4.2
1.3
2.3
2.0

4.0
41.2

0.2298
0.2308
0.2653
0.2663
0.2744
0.2779
0.3313
0.3735
0.6524
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Acesso b01
b0l 0,00
b03 0,33
b04 0,22
b07 0,60
bl10 0,56
b13 0,57
b19 0,51
b20 0,42
b23 0,20
b25 0,61
b28 0,27
b29 0,23
b32 0,35
b33 0,27
b36 0,56
b40 0,63
b4l 0,65
b42 0,70
b43 0,27
b44 0,56
b45 0,54
b46 0,20
b4a7 0,13
b50 0,54
b51 0,16
b53 0,20
b54 0,39
b55 0,71
b56 0,79
b57 0,08
b58 0,17
b59 0,44
b60 0,52
b61 0,53
b62 0,45
b63 0,19
b64 0,24
b65 0,62
b93 0,13
b39 0,24
val 0,60
per 0,67
gua 0,52

b03

0,00
0,45
0,43
0,38
0,38
0,37
0,29
0,30
0,45
0,51
0,40
0,52
0,51
0,36
0,45
0,38
0,52
0,60
0,35
0,38
0,44
0,45
0,38
0,35
0,43
0,48
0,52
0,55
0,42
0,44
0,26
0,38
0,40
0,42
0,42
0,45
0,42
0,47
0,44
0,50
0,41
0,38

b04

0,00
0,68
0,76
0,57
0,67
0,53
0,24
0,61
0,12
0,10
0,14
0,12
0,65
0,67
0,86
0,88
0,19
0,80
0,68
0,02
0,14
0,64
0,15
0,09
0,24
0,89
1,00
0,11
0,16
0,55
0,71
0,76
0,58
0,02
0,16
0,76
0,12
0,14
0,77
0,70
0,62

b07

0,00
0,12
0,06
0,14
0,23
0,53
0,15
0,68
0,52
0,64
0,77
0,13
0,14
0,33
0,25
0,76
0,28
0,23
0,65
0,48
0,13
0,61
0,69
0,87
0,28
0,36
0,54
0,69
0,38
0,13
0,19
0,31
0,63
0,64
0,35
0,62
0,62
0,14
0,18
0,19

b10

0,00
0,14
0,12
0,22
0,54
0,18
0,71
0,57
0,71
0,80
0,12
0,18
0,20
0,24
0,79
0,17
0,17
0,72
0,53
0,16
0,64
0,71
0,93
0,27
0,36
0,60
0,67
0,39
0,07
0,13
0,31
0,69
0,66
0,23
0,64
0,65
0,24
0,28
0,23

ANEXO H — Matriz de dissimilaridade

b13

0,00
0,16
0,22
0,50
0,14
0,57
0,43
0,54
0,66
0,10
0,14
0,37
0,29
0,69
0,32
0,22
0,55
0,40
0,17
0,58
0,58
0,71
0,32
0,38
0,45
0,63
0,38
0,13
0,23
0,28
0,53
0,53
0,28
0,56
0,59
0,21
0,17
0,18

b19

0,00
0,11
0,50
0,14
0,67
0,50
0,67
0,71
0,14
0,23
0,27
0,23
0,65
0,19
0,12
0,64
0,46
0,14
0,53
0,58
0,79
0,25
0,33
0,52
0,58
0,37
0,18
0,10
0,25
0,61
0,52
0,27
0,55
0,53
0,17
0,17
0,13

b20 b23 Db25 b28 b29 b32 b33 b36 b40

0,00
0,41
0,20
0,58
0,43
0,55
0,63
0,20
0,35
0,41
0,31
0,56
0,32
0,24
0,51
0,39
0,24
0,44
0,50
0,60
0,39
0,52
0,45
0,50
0,23
0,31
0,22
0,31
0,53
0,44
0,41
0,46
0,49
0,30
0,30
0,25

0,00
0,49
0,30
0,29
0,21
0,30
0,54
0,53
0,56
0,66
0,28
0,53
0,57
0,23
0,26
0,49
0,20
0,23
0,41
0,67
0,64
0,22
0,23
0,41
0,53
0,61
0,62
0,22
0,24
0,63
0,14
0,25
0,50
0,56
0,53

0,00
0,70
0,42
0,57
0,74
0,13
0,16
0,35
0,25
0,64
0,25
0,16
0,58
0,46
0,15
0,62
0,66
0,82
0,28
0,42
0,52
0,62
0,37
0,19
0,21
0,28
0,60
0,61
0,31
0,59
0,59
0,17
0,15
0,16

0,00
0,22
0,20
0,09
0,70
0,71
0,74
0,94
0,19
0,90
0,77
0,13
0,20
0,60
0,12
0,07
0,20
0,84
0,92
0,17
0,20
0,64
0,72
0,76
0,65
0,08
0,16
0,71
0,12
0,14
0,73
0,80
0,71

0,00
0,24
0,22
0,50
0,49
0,60
0,68
0,28
0,60
0,51
0,14
0,16
0,45
0,28
0,20
0,26
0,71
0,79
0,13
0,24
0,47
0,45
0,57
0,51
0,13
0,27
0,53
0,23
0,17
0,55
0,55
0,45

0,00
0,16
0,62
0,67
0,80
0,88
0,26
0,80
0,73
0,15
0,22
0,61
0,31
0,22
0,30
0,84
0,85
0,18
0,30
0,65
0,79
0,86
0,56
0,14
0,23
0,76
0,19
0,24
0,77
0,74
0,71

0,00
0,74
0,76
0,80
1,00
0,19
0,85
0,77
0,13
0,20
0,69
0,18
0,11
0,14
0,89
0,92
0,17
0,20
0,69
0,86
0,85
0,56
0,08
0,18
0,76
0,14
0,17
0,77
0,79
0,71

0,00
0,21
0,29
0,25
0,68
0,20
0,16
0,63
0,46
0,19
0,62
0,66
0,81
0,22
0,33
0,52
0,62
0,37
0,19
0,21
0,20
0,60
0,57
0,31
0,59
0,63
0,28
0,15
0,21

0,00
0,31
0,29
0,69
0,26
0,15
0,67
0,53
0,19
0,69
0,71
0,86
0,25
0,30
0,56
0,71
0,44
0,11
0,26
0,31
0,64
0,71
0,20
0,64
0,70
0,19
0,14
0,11

b4l

0,00
0,33
0,72
0,20
0,29
0,76
0,67
0,21
0,64
0,69
0,78
0,30
0,29
0,65
0,74
0,50
0,28
0,27
0,39
0,71
0,69
0,20
0,67
0,63
0,29
0,33
0,35
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b42
b43
b44
b45
b46
ba7
b50
b51
b53
b54
b55
b56
b57
b58
b59
b60
b61
b62
b63
b64
b65
b93
b39
va

per
gua

b62
b63
b64
b65
b93
b39
val

per
gua

b42
0,00
0,93
0,15
0,24
0,88
0,68
0,38
0,85
0,88
1,00
0,23
0,18
0,78
0,76
0,44
0,18
0,21
0,62
0,89
0,75
0,36
0,87
0,85
0,19
0,17
0,26

h62
0,00
0,51
0,70
0,31
0,55
0,62
0,44
0,31
0,25

b43

0,00
0,78
0,61
0,23
0,25
0,63
0,21
0,16
0,31
0,76
0,91
0,22
0,21
0,68
0,79
0,74
0,58
0,17
0,21
0,69
0,17
0,20
0,71
0,68
0,60

b63

0,00
0,13
0,72
0,09
0,13
0,69
0,67
0,60

ba4

0,00
0,14
0,80
0,60
0,33
0,75
0,80
0,92
0,20
0,26
0,67
0,65
0,45
0,15
0,20
0,38
0,77
0,68
0,23
0,78
0,74
0,21
0,16
0,18

b64

0,00
0,76
0,14
0,19
0,62
0,61
0,58

b45

0,00
0,69
0,51
0,23
0,66
0,68
0,86
0,21
0,33
0,57
0,59
0,42
0,13
0,15
0,24
0,66
0,63
0,19
0,66
0,66
0,21
0,14
0,05

b65

0,00
0,75
0,73
0,29
0,31
0,25

b46

0,00
0,12
0,57
0,11
0,11
0,19
0,89
1,00
0,08
0,19
0,56
0,72
0,77
0,54
0,04
0,17
0,76
0,14
0,16
0,73
0,71
0,63

b93

0,00
0,14
0,66
0,69
0,61

b47

0,00
0,49
0,20
0,18
0,28
0,71
0,86
0,04
0,18
0,60
0,47
0,57
0,47
0,11
0,12
0,63
0,17
0,27
0,51
0,55
0,45

b39

0,00
0,69
0,70
0,60

b50

0,00
0,51
0,61
0,75
0,33
0,36
0,47
0,70
0,40
0,25
0,19
0,20
0,55
0,64
0,29
0,53
0,53
0,24
0,28
0,24

val

0,00
0,13
0,15

b51

0,00
0,06
0,28
0,86
0,90
0,16
0,17
0,44
0,67
0,65
0,58
0,11
0,17
0,79
0,06
0,10
0,63
0,69
0,59

per

0,00
0,08

b53 b54 D55 b56 b57

0,00
0,20
0,84
0,92
0,14
0,13
0,55
0,68
0,71
0,65
0,06
0,09
0,71
0,09
0,08
0,68
0,71
0,63

gua

0,00

0,00
0,92
1,00
0,24
0,31
0,70
1,00
0,93
0,69
0,21
0,24
0,80
0,31
0,26
0,83
0,84
0,78

0,00
0,16
0,75
0,78
0,52
0,30
0,25
0,38
0,85
0,78
0,20
0,82
0,86
0,21
0,21
0,29

0,00
0,85
0,92
0,47
0,33
0,33
0,47
0,93
0,92
0,25
0,91
0,90
0,30
0,25
0,37

0,00
0,22
0,58
0,56
0,64
0,44
0,08
0,17
0,61
0,13
0,23
0,59
0,62
0,51

b58 b59 b60

0,00
0,55
0,55
0,62
0,65
0,14
0,11
0,76
0,16
0,17
0,61
0,65
0,57

0,00
0,36
0,33
0,38
0,58
0,65
0,45
0,58
0,52
0,42
0,41
0,41

0,00
0,10
0,40
0,68
0,63
0,17
0,68
0,64
0,17
0,19
0,13

b61

0,00
0,29
0,73
0,67
0,23
0,70
0,66
0,18
0,22
0,18
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