=t

/\

w8

INSTITUTO AGRON(‘)MLCO
POS-GRADUACAO

DISSERTACAO

FORMACAO DE UM PAINEL DE DIVERSIDADE
GENETICA EM FEIJAO COMUM

GLICIANE MICAELE BORGES SILVA

Campinas, SP
2011



INSTITUTO AGRONOM!CO DE CAMPINAS
CURSO DE POS-GRADUACAO EM AGRICULTURA
TROPICAL E SUBTROPICAL

FORMACAO DE UM PAINEL DE DIVERSIDADE
GENETICA EM FEIJAO COMUM

GLICIANE MICAELE BORGES SILVA

Orientadora: Dra. Luciana Benchimol Rubiano

Dissertacdo submetida como requisito parcial
para obtencdo de grau de Mestre em
Agricultura Tropical e Subtropical, Area de
Concentracdo em Genética, Melhoramento
Vegetal e Biotecnologia.

Campinas, SP
Abril/2011



A Deus por estar sempre ao meu lado
e aos meus pais Laedna e Claudemir
pelo apoio e amor incondicional,
DEDICO

Ao meu futuro marido Flavio,
pelo amor, dedicacdo, carinho e paciéncia,
OFERECO



AGRADECIMENTOS

- A minha orientadora Dra. Luciana Benchimol Rubiano por todo o suporte oferecido durante

a realizacdo do presente estudo;

- Aos pesquisadores Dr. Alisson Fernando Chiorato e Dr. Sérgio Augusto Carbonell, por

fornecerem suporte material e de conhecimento cientifico durante a realizacdo deste trabalho;

- Aos Drs. Carlos Augusto Colombo e Regina Helena Giribello Priolli por participarem da

Banca Examinadora;

- A Dra. Maria Imaculada Zucchi, pela ajuda com as analises utilizadas no presente estudo;
- Atodos os professores do curso, pelos ensinamentos;

- Ao Dr. Walter José Siqueira, pela amizade;

- Aos funcionérios da PG-1AC e do Centro de Recursos Genéticos Vegetais, principalmente a

Célia e Solange, por simplificarem as burocracias, sempre que possivel;

- Aos meus colegas de Laboratorio Juliana, Jéssica, Deybe, Renata, Paula, Boris e Lineu, que

contribuiram com sugestdes, ensinamentos e/ou trabalho técnico no decorrer do curso;

- Aos amigos de disciplinas Fabiana, Luciana, Rodrigo, Cristiane e Daniel, pelos grupos de

estudos e compartilhamento de informacoes;

- Aos meus pais Laedna e Claudemir e minha irmad Glinda, por sempre me apoiarem e

possibilitarem a realizacdo de meus sonhos;

- Ao meu noivo Flavio, por me fornecer todo o suporte emocional e pela ajuda com a parte

visual deste e de outros trabalhos apresentados em congressos;
- A minha amiga Nadia que sempre ouviu meus desabafos e sempre me ajudou;
- Ao Instituto Agrondmico, pela oportunidade oferecida para a realizacdo deste estudo;

- A CAPES (Coordenacdo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior), pelo suporte

financeiro concedido;

- A Deus, por ter colocado cada uma destas pessoas em meu caminho e por permitir que eu

conclua mais uma etapa da minha vida.



SUMARIO

RESUMO ...ttt h et b e h bt bt e s ht e e bt e e sb e e be e nnn e e nbe e nneeneas iv
ABSTRACT .ttt bbbt E bR bRt E e bt n e s %
1 INTRODUGAO ....ooieeieeeeeeeteetee ettt s st se et 1
2 REVISAO DE LITERATURA ..ottt seenes s ass st sen st 3
2.1 A CUIUIa dO FEIJORITO c.vuuiiiii ettt ettt e e e e e a e e e aaaaeees 3
2.1.1 Centros de diversidade genética do feijORIN0 ......ieeeeeeeeeiiiiieeeeee e, 4
2.1.2 Produc8o de feijo N0 BraSil...........uuuiiiiiiiiiiiie e 5
2.1.3 Principais doengas da cultura no Estado de S&0 Paulo...........ccocovvvviiiiiiiviiiiiieeeeeeinn, 6
2.2 Marcadores Moleculares em Plantas.............ueueiieirieieiiiiiiiiiii e 8
2.3 Marcadores MICrOSSAtEIILES .........cooiiiiiiiiii e 10
2.4 Mapeamento ASSOCIALIVO ........cceeeieiiiieiiitiiiie e e e e e e et e et e e e e e e e eeeeeenanaaans 11
2.4.1 Formacdo de um painel de diversidade para mapeamento associativo ....................... 12
3 MATERIAL E METODOS ......ooiiiiieiieee ettt sas st aen sttt an st 14
3.1 Material VEGETAl .........ueeiiiieee e 14
3.2 Extracdo e QUantificacao A0S DNAS......ccoeuuiieeee et e e e e e e e eanens 15
3.3 Caracterizacdo e Amplificacdo dos Marcadores Microssatélites............cccvvvvvvvvnnnnnnn 15
3.4 ANALISE U8 DAUOS ....ceveeiiieiieeeee et e e e e 16
3.5 Formacdo do painel de diversidade genética............ccovvvrverviiiiiiiiiiie e 17
4 RESULTADOS E DISCUSSAOQ.......cociiiisieiiesiieiessiisessesiesessessssesssssssssssses s sensssessensssenes 18
4.1 Quantificacdo de DNA e Analise d0S SSRS .........uuiiiiiiiiiiiiie e 18
4.2 Analise da Diversidade Genética e dos AgrupamentosS .............uevvveeerrerereeeeeeeeeeeeeeess 19
4.3 Formacdo do Painel de Diversidade GENELICA .........cceevvvvviiieeeieiiiee e 33
4.4  Validagao do Painel de DIVErSidade. ..........uiioeeiee et 41
5 CONCLUSOES .....ociiiieineieeieieseses sttt 42
6 REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS .......coceviieteeeieeeeteeesee e sesie s eses st ssnen o, 43
T ANEXO L 51
B AINEXO .ttt ettt b ettt ae e b ae et 52



SILVA, Gliciane Micaele Borges. Formacdo de um painel de diversidade genética em
feijdo comum. 2011. 52f. Dissertacdo (Mestrado em Genética, Melhoramento Vegetal e
Biotecnologia) — Pés-Graduacgédo — IAC.

RESUMO

O feijdo comum (Phaseolus vulgaris L.) € uma espécie com centros primarios de diversidade
no Continente Americano. Devido ao continuo processo de introducdo de novos genotipos,
algumas colecdes contém elevado numero de acessos, dificultando o propdsito da utilizacéo
da variabilidade existente nos bancos de germoplasma para fins de conservagdo e
melhoramento genético. Além disso, é frequiente o cruzamento entre cultivares de um mesmo
grupo génico visando preservar caracteristicas agronémicas e culinarias e a aceitacdo no
mercado, restringindo a base genética dos materiais melhorados. Neste sentido, o presente
trabalho teve como objetivo conhecer a estrutura da variabilidade genética contida em 500
acessos do Banco Ativo de Germoplasma do Feijoeiro do IAC e selecionar 180 acessos para
constituir um painel de diversidade com ampla variabilidade genética e com caracteristicas
agrondmicas relevantes para o melhoramento da espécie. No total, 58 microssatélites foram
utilizados, sendo 15 gendmicos e 43 génicos (SSR-ESTs). Os marcadores foram avaliados
quanto ao contetdo de polimorfismo (PIC) e poder discriminatorio (DP) dos locos,
apresentando valores que variaram de 0,17 a 0,86 e de 0,21 a 0,90, respectivamente, sendo
que os maiores valores foram atribuidos ao SSR-EST PvM21. As distancias genéticas foram
calculadas usando a distancia modificada de Rogers e as andlises de agrupamentos foram
realizadas pelo método UPGMA e pela andlise bayesiana com o programa Structure. Os 500
acessos foram divididos em 15 grupos distintos pelo programa Structure com forte
correspondéncia com os agrupamentos revelados pelo dendrograma. O painel de diversidade
foi obtido pela selecdo de cultivares de maior interesse para o programa de melhoramento e
pelos acessos mais divergentes e apresentou 97,5% da diversidade genética observada no
conjunto original, indicando que o critério de selecdo foi eficiente. Os 180 acessos
selecionados serdo utilizados para fins de mapeamento associativo e poderdo ser aproveitados
pelos melhoristas para direcionar novos cruzamentos e gerar cultivares elites que atendam as

necessidades de mercado desta cultura.

Palavras-Chave: Phaseolus vulgaris L., microssatélites, painel de associagéo, variabilidade genética



SILVA, Gliciane Micaele Borges. Diversity panel formation in common beans. 2011. 52p.
Dissertation (Master’s Degree in Genetics, Plant Breeding and Biotechnology) — Graduate
School — IAC.

ABSTRACT

The common bean (Phaseolus vulgaris L.) is a species with primary center of diversity in the
American Continent. Due to the continuous process of new genotypes introduction, some
collections have high number of accessions, making it difficult the usage of the variability
present in the germplasm banks for genetic conservation and breeding purposes. Furthermore,
common bean breeding frequently performs crossings between cultivars of the same genetic
pool in order to maintain important agronomical traits, such as cooking quality and market
acceptance, narrowing the genetic base of the new released materials. In this way, the present
study had the goal of unveiling the genetic variability of 500 accessions from the IAC Active
Germplasm Bank and its structure for selecting 180 accessions among them in order to build a
diversity panel with wide genetic variability and relevant agronomical characteristics to the
species improvement. A total of 58 microsatellites were used, 15 of them being genomic and
43 genic (SSR-ESTs). The markers were evaluated regarding the polymorphism information
content (PIC) and the loci discriminatory power (DP), showing values that ranged from 0.17
to 0.86 and from 0.21 to 0.90, respectively, in which the highest values were found for the
SSR-EST PvM21. The genetic distances were calculated by the modified Roger’s genetic
distance, and the clustering was performed by UPGMA method and through the bayesian
approach using Structure software. The 500 accessions were clustered in 15 distinct groups by
Structure, showing strong correspondence with the dendrogram groups. The diversity panel
was obtained by the selection of greater interest cultivars to the common bean breeding
program and by the most divergent accessions and presented 97.5% of the observed genetic
diversity present in the original collection, assuring the selection criteria efficiency. The 180
selected accessions will be used for associative mapping purposes and can be potentially
explored by breeders to guide new crosses and generate elite cultivars that meet the market

demands for this crop.

Key-words: Phaseolus vulgaris L., associative panel, genetic variability, microsatellites



1 INTRODUCAO

O feijdo comum pertence a familia das Fabaceas, subfamilia Papilionoideae e género
Phaseolus e abrange 55 espécies conhecidas, das quais apenas 5 sdo cultivadas: P. vulgaris
L., P. lunatus L., P. coccineus L., P. acutifolius A. Gray var. latifolius Freeman e P.
polyanthus Greeman (DEBOUCK, 1993 apud BOREM, 2005). Destas, a primeira ¢ a mais
cultivada e comercializada em todo o mundo. A ampla distribuicdo desta leguminosa se deve
ao elevado valor nutritivo dos gréos associado ao baixo custo de mercado.

O Brasil se destaca como maior produtor e maior consumidor de feijao, produzindo em
média 942 Kg/ha em uma area total de 3.600.500 ha nos ultimos dois anos, resultando em
3.391.500.000 Kg/ano segundo a CONAB (Companhia Nacional de Abastecimento, 2011), e
ainda assim ndo atinge todo o seu potencial produtivo nas trés épocas de cultivo (época das
aguas, secas e de inverno). De acordo com CHIORATO (2004), a redugdo na produtividade
pode provir de varios fatores, como a auséncia de calagem e rotacdo de cultivo, adubacédo e
tratos fitossanitarios inadequados, baixa utilizacdo de sementes sadias, déficits hidricos ou
excesso de chuvas em periodos importantes para a cultura, e principalmente pela ocorréncia
de pragas e doencas que podem atingir a lavoura durante todo o ciclo da cultura.

A cadeia de producdo de grdos de feijdo, o beneficiamento e a comercializacdo dos
mesmos geram ocupacao e renda, principalmente para a classe menos privilegiada, tornando o
feijio um dos produtos agricolas de maior importdncia econdmico-social, devido
especialmente a mao-de-obra empregada desde o preparo para o plantio até o produto
embalado nas prateleiras do mercado (GONCALVES et al., 2010). Neste sentido, toda a
variabilidade que era mantida pela agricultura de subsisténcia se encontra em fase de declinio
devido ao crescente interesse de grandes produtores rurais que vem adotando tecnologias
avancadas para a agricultura, tais como a colheita mecanizada, que acaba por exigir
plantac6es homogéneas, reduzindo assim a variabilidade genética contida na lavoura.

A variabilidade genética ¢ a maior garantia da estabilidade de producdo e da
sobrevivéncia humana, no entanto a evolucdo da produtividade agricola tem se baseado,
principalmente, na uniformidade genética, aumentando continuamente a vulnerabilidade
genética das espécies cultivadas e o risco de perdas por doengas. Neste contexto, se fazem
necessarios estudos de diversidade a fim de se manter o maximo da variabilidade disponivel e

de se obter maiores informacdes sobre os genotipos avaliados, possibilitando maior utilizagdo



dos mesmos nos programas de melhoramento, principalmente em casos onde se deseja reunir
alelos desejaveis em um unico individuo (NASS et al., 2001).

Consideram-se dois principais centros de origem (pools génicos) para o feijoeiro, sendo
um Andino e outro Mesoamericano. Sugerem-se também centros de origem secundarios, que
se formaram a partir da introducdo de plantas pertencentes aos dois pools génicos, seguido
pelo cruzamento entre as mesmas e isolamento geografico em pequenas propriedades por
meio da selecdo continua das melhores plantas para cada area de cultivo, pelos pequenos
produtores (agricultura de subsisténcia) (ANGIOI et al., 2010; ZHANG et al., 2008). Este
sistema de domesticacdo desenvolvido por pequenos produtores contribuiu significativamente
para a alta variabilidade genética presente no germoplasma do feijdo no Brasil e no mundo.

Visando a obtencdo de melhores resultados nos programas de melhoramento vegetal,
tem-se realizado estudos que utilizam tanto marcadores morfolégicos e agronémicos
(CARBONELL et al., 2010; GONCALVES et al., 2010), quanto marcadores moleculares
(CAMPOS et al., 2011; CHEN et al., 2010, YU et al., 2010).

Os marcadores moleculares tém sido cada vez mais empregados em anélises genéticas
em feijdo comum, pois a selecdo de genotipos baseada na presenca destes marcadores é rapida
e confiavel, j& que ndo sdo influenciados pela interacdo do gendtipo com o ambiente
(CHIORATO, 2007). Além disso, € possivel: estimar os niveis de diversidade e
heterozigosidade entre diferentes materiais (PERSEGUINI et al., 2011; BLAIR et al., 2010;
KWAK & GEPTS, 2009) e o tipo de distribuicdo espacial e temporal de populagdes em
relacdo ao fluxo génico (SCHUSTER et al., 2007), realizar o mapeamento genético
(CAMPOS et al., 2011) e a localizacdo de QTLs (Quantitative Trait Loci, BARONI, 2010),
que possibilitam utilizar a selecdo assistida por marcadores (ENDER et al., 2008), além de
auxiliar trabalhos de conservacdo in situ e ex situ (NEGRI & TIRANT], 2010).

O programa de melhoramento do feijoeiro do Instituto Agronémico (IAC — Campinas,
SP) busca elevar o valor econémico da espécie, por meio do desenvolvimento de cultivares
que atendam tanto as exigéncias dos consumidores (tamanho e coloracdo de grdos, tempo de
cozimento, qualidade nutricional, entre outras) quanto as necessidades dos produtores (alta
produtividade de gréos, estabilidade de producdo nas diversas épocas de cultivo, resisténcia a
pragas e doencas e tolerancia ao estresse hidrico.

Os Bancos Ativos de Germoplasma (BAGs) conservam materiais diversos com elevada
variabilidade genética, sendo possivel localizar desde variedades melhoradas, até espécies
silvestres, que possuem caracteristicas de interesse econdémico e fornecem informacdes

importantes aos melhoristas (CHIORATO et al., 2007). No entanto, o grande tamanho das



cole¢des de germoplasma, resultou no baixo uso da variabilidade genética disponivel (<1%),
devido a dificuldade para avaliar e detalhar as caracteristicas individuais de cada acesso,
levando a um estreitamento da base genética de muitas culturas (UPADHYAYA et al., 2010).

Neste contexto, o presente trabalho teve trés objetivos principais: a) determinar a
estrutura genética contida em 500 acessos do Banco Ativo de Germoplasma do Feijoeiro do
IAC por meio de marcadores microssatélites; b) testar o melhor método de agrupamento; c)
selecionar uma amostra desta colecdo que represente 0 maximo da diversidade genética para
ser utilizada em estudos de mapeamento associativo. Dentre as principais caracteristicas de
interesse agrondmico exploradas nestes acessos estao: fontes de resisténcia para as principais
doencas que atingem a cultura (antracnose, mancha-angular, ferrugem, fusariose, crestamento
bacteriano e mosaico-dourado), fontes de tolerdncia ao estresse hidrico e variacGes

morfoldgicas quanto ao tamanho e coloragdo de graos.

2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 A Cultura do Feijoeiro

O feijdo comum (Phaseolus vulgaris L.) é uma espécie de grande interesse agronémico
no mundo, pois representa um dos alimentos mais importantes da dieta alimentar humana
(ANGIOI et al., 2010), principalmente nos paises subdesenvolvidos e em desenvolvimento,
por ser uma fonte barata de proteinas, ferro, calcio, zinco, vitaminas do complexo B,
carboidratos, fibras e lisina (MESQUITA et al., 2007). Trata-se de uma espécie anual,
dipléide (2n=2x=22) e autégama, com taxa de fecundacdo cruzada estimada entre 3% e 5%
(BURLE et al., 2010). De acordo com diversos estudos observados por BOREM (2005), esta
taxa de polinizacdo cruzada pode sofrer variages de 1% até mais de 50% acordo com cada
ambiente de cultivo e as épocas de semeadura, que estdo associados a presenca e frequéncia
dos insetos polinizadores, principalmente mangavas.

O feijdo comum faz parte dos alimentos mais antigos registrados na historia da
humanidade e atualmente varios atributos sdo exigidos por parte dos mercados consumidores
tais como, qualidade tecnolégica, nutricional e industrial. De acordo com WANDER &
MAGALHAES (2006), houve um decréscimo no consumo desta leguminosa nos Gltimos
anos, devido ao advento do “fast food”’; demora e falta de praticidade no preparo, mudanga no

habito alimentar dos consumidores, éxodo rural, entre outros fatores. Juntamente com o rigor



apresentado ndo somente por parte dos consumidores, mas como também pela industria
empacotadora, tornou-se necessario um estudo de mercado para satisfazer as necessidades da
cadeia produtiva como um todo para o desenvolvimento de novas cultivares. Desta forma,
WANDER & FERREIRA (2007) sugerem a busca de algumas alternativas mais adequadas
que satisfacam as exigéncias dos consumidores, como por exemplo, a agregacdo de valor via
processamento, produtos oriundos de producgéo organica, e 0 aumento da exportacdo de feijdo
de qualidade produzidos no pais, o que garante maiores lucros aos produtores e ganhos

significativos para a economia do pais.

2.1.1 Centros de diversidade genética do feijoeiro

O feijoeiro € originario das Américas e foi domesticado inicialmente por povos
indigenas no periodo pré-colombiano (MENSACK et al., 2010). A domesticacdo da espécie
ocorreu independentemente em areas Andinas e Mesoamericanas que deram origem a dois
centros primarios de diversidade, ou seja, dois pools génicos (ANGIOI et al., 2010). A
classificagdo original dos centros de origem do feijoeiro foi sugerida por SINGH et al. (1991),
assim como a classificagéo de racgas contidas em cada centro. Os pools génicos e as diferentes
racas tém sido validados por varios marcadores, tais como: tamanho dos graos, morfologia da
planta, isoenzimas e marcadores moleculares (ASFAW et al., 2009).

Os feijoes pertencentes ao pool génico Andino foram subdivididos em trés racas: Nova
Granada, Peru e Chile (SINGH et al., 1991). Estes apresentam grande diversidade de cores e
formatos, mas sdo caracterizados principalmente por possuirem grdos de tamanho grande,
semelhante ao cultivar Jalo, bastante conhecido em Minas Gerais (GONCALVES et al., 2010;
VIEIRA et al., 2006). Os feij6es pertencentes ao pool Mesoamericano também foram
subdivididos em trés ragas distintas: Durango, Jalisco e Mesoamericana (SINGH et al., 1991).
Estes apresentam sementes de tamanhos pequenos, a exemplo do feijdo carioca.

Estudos com marcadores moleculares tém mostrado que a propagacao dos pools génicos
Andino e Mesoamericano pelo mundo, seguidos pela hibridizacdo destes e a selecdo para
diferentes caracteristicas de interesse agronémico, especificas para cada area de cultivo,
favoreceu a ocorréncia de variagcdes genéticas em outros centros secundarios de diversidade
em regides da América do Sul, Europa, Asia e Africa (CHEN et al., 2010; ZHANG et al.,
2008; SINGH, 2001).

BURLE et al. (2010) observaram por meio de estudos com marcadores moleculares

que, apesar de o Brasil ndo ser um centro primario de diversidade do feijoeiro, h4 uma ampla



gama de variabilidade genética da espécie no pais que € justificada pelo historico da
domesticagdo da cultura em épocas de pré e pds colonizacdo européia. Dada a grande
variabilidade observada, os autores sugerem que o Brasil deve ser considerado um centro
secundario de diversidade da espécie.

De acordo com BLAIR et al. (2010) e ASFAW et al. (2009), a Africa também é um
centro secundario de diversidade para o feijoeiro comum, porém nao esta claramente definido
se a diversidade genética observada dentro e entre as variedades de P. vulgaris L. nas regides
leste e sul da Africa sdo resultantes das varias introducdes que vém sendo realizadas desde os
anos 80 ou se resultaram a partir do isolamento geografico em cada regido. Devido ao fluxo
génico dentro e entre 0s pools e as racas existentes, originaram-se fenotipos que ainda néo
correspondem a uma Unica raga ou um Unico centro de origem, promovendo a necessidade de
maiores estudos em estruturas genético-populacionais e suas relacbes com os pools Andino e

Mesoamericano para contribuir com os programas de melhoramento do feijoeiro.

2.1.2 Producéo de feijéo no Brasil

O Brasil é o maior produtor e consumidor mundial de feijao e com ampla diversidade e
preferéncia dos consumidores quanto aos tipos de grdos, especialmente no que se refere a
forma, tamanho, brilho e cores. Na regido Sul do pais, como em certas localidades do Rio
Grande do Sul, Santa Catarina, Parana, Rio de Janeiro e Espirito Santo, por exemplo, a
preferéncia é pelo tipo comercial preto. No Estado de S&o Paulo predomina o consumo de
grdos do tipo comercial carioca. J& em algumas regides de Minas Gerais as preferéncias séo,
principalmente, por grdos do tipo mulatinho, roxinho, rosinha e pardo (MOURA, 1998). No
Nordeste, o consumo é de Vigna unguiculata L. ou, quando se consome Phaseolus, a
preferéncia é por feijdo mulatinho (SILVA, 2007).

Aproximadamente 91% da producdo nacional de feijdo se concentra em dez Estados
(Tabela 1). S&o realizadas até trés colheitas anuais, num sistema continuo de cultivo, de
acordo com o zoneamento ecoldgico das regides e as épocas de semeadura (safra das aguas —
setembro a novembro, safra da seca — janeiro a margo e safra de inverno — maio a julho).

Grandes areas de cultivo utilizam maquinario moderno e semeadura direta, adotando-se
elevado nivel tecnoldgico para alcancar alta produtividade de grdos, assim como € observado
na regido Centro-Oeste do pais, onde se atingiu uma produtividade de 2.556 Kg/ha (CONAB,
2011; FUSCALDI & PRADO, 2005).



Tabela 1. Area, produtividade e producio de grdos de feijdo, safra 2009/10, nos principais Estados
produtores do Brasil

Estado Area (mil ha) Produtividade (Kg/ha) Producéo (mil t)
Goias 113,0 2556 288,8
Séo Paulo 180,6 1764 318,6
Parana 521,1 1524 794,2
Santa Catarina 110,2 1522 167,7
Minas Gerais 419,6 1486 623,7
Mato Grosso 103,8 1165 120,9
Rio Grande do Sul 106,7 1080 115,3
Bahia 612,0 638 390,4
Pernambuco 264,6 334 88,5
Ceara 458,2 184 84,5
Piaui 213,8 160 34,1
BRASIL 3.608,8 921 3.322,5

Fonte: CONAB (2011)

A produtividade média de grandes areas cultivadas ainda é baixa quando comparada ao
potencial produtivo do feijoeiro, que ndo € atingido devido a varios fatores, incluindo
alteracGes climéticas, como a auséncia ou excesso de chuvas e, principalmente, a incidéncia

de pragas e doencas.

2.1.3 Principais doengas da cultura no Estado de S&o Paulo

Dentre as principais doencas que atingem o feijoeiro no Estado de Sao Paulo e causam
reducdes significativas de produtividade, podendo alcancar até 100% de perdas quando em
condigdes severas, estdo:

a) Antracnose, causada pelo fungo Colletotrichum lindemuthianum (Sacc. E Magnus)
Scribner, cujos sintomas podem ser visualizados em qualquer parte aérea da planta,
caracterizada principalmente por causar escurecimento nas nervuras foliares e, as vezes,
cancros ou necroses nas areas adjacentes as nervuras. Nas vagens, as lesdes sdo circulares,
inicialmente de coloragdo marrom clara, que tendem a evoluir para lesbes escuras, fazendo
com que as vagens murchem e sequem. As sementes infectadas apresentam lesdes escuras e
de tamanhos variados (MELO et al., 2008; VIEIRA et al., 2006);

b) Mancha angular, causada pelo fungo Pseudocercospora griseola (Sacc.) Crous & U.

Braun, cujos sintomas também podem ser visualizados em todas as partes aereas da planta. O



sintoma tipico da mancha angular pode ser observado nas folhas trifoliadas, na forma de
lesGes angulares entre as nervuras da planta, sendo comum o aparecimento de varias lesdes na
mesma folha, causando necrose parcial, amarelecimento das folhas e a queda prematura das
mesmas. Nas vagens, as lesdes sdo circulares ou ovais e acabam por formar sementes pouco
desenvolvidas (MELO et al., 2008; VIEIRA et al., 2006);

¢) Murcha-de-fusarium, ou fusariose, é causada pelo fungo Fusarium oxysporum f. sp.
phaseoli Kendrick & Snyder, cujos sintomas sdo perda da turgescéncia das plantas nas horas
mais quentes do dia, posteriormente as folhas amarelecem, secam e caem. E possivel
visualizar o escurecimento do sistema vascular da planta doente por meio do corte transversal
no caule da mesma (SIMAO et al., 2010; VIEIRA et al., 2006);

d) Ferrugem, causada pelo fungo Uromyces appendiculatus (Pers.) Unger var.
appendiculatus, é caracterizada por infectar principalmente as folhas das plantas, causando
pontuacdes clordticas que tendem a evoluir para pustulas circulares marrons. A doenca ocorre
principalmente na época das secas (janeiro a marco) e, quando em condicdes favoraveis ao
fungo, as folhas secam, escurecem e caem (MELO et al., 2008; VIEIRA et al., 2006);

e) Crestamento bacteriano, causado pela Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli (Smith)
VAUTERIN et al. e por sua variante fuscans. E a bacteriose mais importante do feijoeiro,
caracterizada por apresentar pequenas manchas com aspecto encharcado e translicido nas
folhas, que evoluem lesbes pardas e aumentam de tamanho. Nos caules e nas vagens, as
lesbes podem ser deprimidas e encharcadas, que podem exsudar pus bacteriano de coloragédo
amarela. As sementes infectadas sdo enrugadas e podem apresentar descoloracdo na regido do
hilo e, geralmente, originam plantas de crescimento reduzido (TEBALDI et al., 2010;
VIEIRA et al., 2006);

f) Mosaico-dourado, virus pertencente & familia Geminiviridae que é transmitido pela
mosca-branca (Bemisia tabaci Genn.). Geralmente, os sintomas surgem a partir da formagao
do terceiro trifdlio, exibindo pequenas manchas amareladas e brilhantes, proximas as nervuras
foliares, posteriormente, as folhas das plantas doentes apresentam um mosaico amarelo-
brilhante ou ficam descoloridas. Pode ocorrer perda de dominancia apical, desenvolvendo-se
brotagdes laterais e aumentando o ciclo da planta. As vagens apresentam-se malformadas e
produzem sementes descoloridas e pequenas (JESUS, et al., 2010; VIEIRA et al., 2006).

A alternativa mais vidvel para o agricultor controlar qualquer tipo de doenca € a
obtencdo de cultivares resistentes, que reduzem significativamente as perdas na

produtividade, além de minimizar o uso de agrotoxicos nas lavouras (COUTO et al., 2008).



ALZATE-MARIN et al. (2005) relatam que, em alguns casos, a resisténcia é
determinada por poucos genes e apresentam heranga simples (resisténcia vertical). No
entanto, na maioria das vezes, a resisténcia poligénica ou de carater quantitativo (resisténcia
horizontal) e envolve uma série de genes com efeitos diferenciados, associados aos efeitos
ambientais, sendo que este tipo de resisténcia é caracterizado por apresentar maior
estabilidade e durabilidade quando comparada a resisténcia vertical.

NASS et al. (2001) discutem que a maioria das fontes de resisténcia sdo efémeras,
devido & habilidade do patdgeno em desenvolver novas ragas ou biétipos a cada vez que €
desafiado com um novo gene de resisténcia na cultura, sendo necessario um monitoramento
continuo do quadro de ragas e desenvolvimento de novas cultivares. Neste sentido, enfatiza-se
a importancia dos métodos convencionais associados com a selecdo assistida por marcadores
e a piramidacdo de genes de resisténcia. ALZATE-MARIN et al. (2005) e RAGAGNIN et al.
(2009) obtiveram sucesso com a introgressdo de genes de resisténcia a diferentes doencas,
utilizando-se de retrocruzametos entre quatro linhagens doadoras dos genes de interesse com
a cultivar Ruda, que possui grdos de feijdo do tipo carioca e outras caracteristicas de boa
aceitacdo no mercado. Os autores relataram a obtencdo de linhagens com maior resisténcia
aos patdgenos — da antracnose (Co-4, Co-6 e Co-10), ferrugem (Ur-ON) e mancha-angular
(Phg-1) — e o desenvolvimento de um novo tipo carioca em que 0s cinco genes de resisténcia
citados foram piramidados, sendo tdo produtivo quanto as melhores variedades de gréo tipo

carioca disponiveis no mercado.

2.2 Marcadores Moleculares em Plantas

A andlise da diversidade em feijoeiro tem sido cada vez mais estudada, visando
conservacdo ex situ e caracterizacdo de germoplasma para utilizagdo nos programas de
melhoramento vegetal. Tais estudos tém utilizado diversas técnicas, desde marcadores
morfoldgicos (ILDEFONSO et al., 2010; BARELLI et al., 2009; CARGNELUTTI FILHO et
al., 2008), bioquimicos (SANTOS et. al., 2010) e isoenzimas (SBALCHEIRO et al., 2009;
SANTALLA et al., 2002) até marcadores moleculares (PERSEGUINI et al., 2011; ANGIOI
etal., 2010; CHEN et al., 2010; MENSACK et al., 2010; ASFAW et al., 2009).

Os marcadores moleculares traduzem as diferencas que ocorrem na seqiiéncia de DNA
ao longo do genoma de uma determinada espécie e tém sido extensivamente utilizados na
caracterizagdo de genoétipos de plantas desde 1980, quando BOTSTEIN et al. (1980)

descreveram a técnica de RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism), que se



utilizava do método de SOUTHERN (1975) para visualizar os fragmentos de DNA e
identificar polimorfismos que ocorrem devido a variagbes na distribuicdo dos sitios de
restricdo de uma determinada enzima no DNA de cada gen6tipo (NASS et al., 2001). Esta
técnica foi aplicada em muitos trabalhos visando a construcdo de mapas de ligagdo e a
localizacdo de genes de resisténcia em diferentes espécies (GUSELLA et al., 1983;
TANSKLEY etal., 1989; LISTER & DEAN, 1993).

Com o surgimento da PCR (Polymerase Chain Reaction, MULIS & FALONA, 1987),
foram desenvolvidas novas ferramentas, como marcadores dominantes do tipo: a) RAPDs
(Random Amplified Polymorphic DNA — WILLIANS et al., 1990), que utilizam sequéncias
arbitrarias para a amplificacdo de sitios aleatérios no genoma e sdo aplicados principalmente
em andlises de fingerprint (BISWAS et al., 2010; CARVALHO et al., 2008; CHIORATO et
al., 2007); b) AFLPs (Amplified Fragment Length Polymorphism — ZABEU & VOS, 1993)
que combinam caracteristicas entre os RFLPs (distribuicdo aleatoria de sitios de restricdo
entre genomas) e RAPDs (amplificacdo aleatoria de fragmentos, empregando-se
oligonucleotideos com sequéncias arbitrarias), sdo empregados em analises de fingerprint e
estudos de diversidade e mapeamento genético (PERSEGUINI et al., 2011; KUMAR et al.,
2008; SVETLEVA et al., 2006); c) ISSRs (Inter Simple Sequence Repeats — ZIETKIEWICZ
et al., 1994), que amplificam regides de DNA gendmico com oligonucleotideos cujas
sequéncias de bases sdo constituidas de um motivo repetido seguido de 2 a 6 bases arbitrérias,
também utilizados para caracterizacdo de gendtipos, estudos de diversidade e mapeamento
genético (SVETLEVA et al., 2006); d) SCARs (Sequence Characterized Amplified Region —
PARAN & MICHELMORE, 1993), que amplificam regiGes conhecidas, obtidas a partir do
isolamento de fragmentos amplificados por RAPD, seguido pelo sequenciamento dos
mesmos, fornecendo outras ferramentas para analises de fingerprint, estudos de diversidade
genética e de mapeamento genético (BURLE et al., 2010; BERALDO et al., 2009), entre
outros. Utilizam-se também da técnica de PCR, marcadores codominantes, como 0s
microssatélites ou SSRs (Simple Sequence Repeats — LITT & LUTY, 1989), que
correspondem a sequéncias de DNA com 1 a 6 pares de base repetidas em tandem. Estes sdo
altamente robustos e de facil reprodutibilidade, tendo sido utilizados nos mais variados tipos
de estudos (BLAIR et al., 2010, 2009a, 2009b; BURLE et al., 2010; NEGRI & TIRANTI,
2010; KWAK & GEPTS, 2009; BENCHIMOL et al., 2007).

Marcadores moleculares podem ser utilizados para estimar a proporcao relativa de
alogamia e autofecundacdo de uma espécie, assim como determinar seus ancestrais no
processo de evolugio (BOREM & MIRANDA, 2005). O uso de marcadores tem sido bastante



empregado para identificar alelos de resisténcia horizontal e vertical, que sejam eficientes
para o controle dos patogenos, e agrega-los em um gendtipo de interesse, por meio da selecao
assistida por marcadores (SAM). Um exemplo é o da obtencdo da linhagem Ruda-R, em que
cinco genes de resisténcia aos patdgenos causadores da antracnose, mancha-angular e
ferrugem foram piramidados (ALZATE-MARIN et al., 2005; RAGAGNIN et al., 2009). Uma
grande vantagem para o melhoramento do feijoeiro visando a construcdo de piramides de
genes € o fato de que a maioria dos alelos de resisténcia mais importantes ja esta mapeada e

h& informacdes dos primers que amplificam os marcadores disponiveis (PARRELA, 2006).

2.3 Marcadores Microssatélites

Os microssatélites estdo distribuidos ao acaso no genoma de todos 0s seres Vivos
formando locos polimorficos. Os SSRs se mostram como uma das classes de marcadores mais
promissoras para a ampla utilizacdo nos programas de melhoramento por serem marcadores
co-dominantes e multialélicos e fornecem elevado nivel de informacdo genética por loco,
podendo ser analisados a partir de qualquer tipo de tecido em qualquer estagio de
desenvolvimento, sendo necessaria pequena quantidade de DNA (SOUSA et al., 2011).

Estes marcadores tém sido cada vez mais utilizados para a analise genética em feijdo
comum com diversos objetivos, como analises dos efeitos da selecdo natural (RODRIGUES
& SANTOS, 2006), conhecimento da variabilidade genética (BLAIR et al., 2010), analises de
reproducdo populacional em plantas selvagens (MORI et al. 2010) e plantas cultivadas
(BURLE et al. 2010), desenvolvimento e saturacdo de mapas genéticos (CAMPOS et al.,
2011; LIMA et al., 2009), localizacdo de locos de resisténcia a doengas (BARONI, 2010) e
selecdo assistida por marcadores (RAGAGNIN et al., 2009; ALZATE-MARIN et al., 2005).

BENCHIMOL et al. (2007) desenvolveram 123 SSRs, dos quais 87 foram eficientes
para avaliar a diversidade genética de 20 acessos de feijdo de origem Andina e
Mesoamericana do BAG do IAC, relatando a diferenciacdo dos genotipos de acordo com o
pool génico e o tamanho dos graos.

ZHANG et al. (2008) utilizaram 30 SSRs para acessar a variabilidade genética em 229
variedades chinesas de feijdo comum. Os resultados obtidos por este estudo indicaram que 0s
marcadores foram adequados para estimar a diversidade presente nos gendtipos avaliados,
sugerindo que a China € um dos centros secundarios de diversidade da cultura do feijoeiro.

Os microssatélites derivados de sequéncias expressas (SSR-ESTS) sdo desenvolvidos a

partir de regiGes transcritas do genoma sendo, geralmente, mais conservadas do que as
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sequéncias gendmicas. A sintenia de germoplasma em espécies relacionadas possibilita que
marcadores funcionais tenham maior chance de serem transferidos entre espécies relacionadas
com aquela a partir da qual foi gerada a biblioteca de ESTs (THIEL et al., 2003; VARSHNEY
et al., 2005). O uso de SSR-ESTs tem sido amplamente relatado em feijdo comum (GARCIA
etal.,, 2011; BLAIR et al., 2010, 2009b; HANAI et al., 2010, 2007).

BLAIR et al. (2009b) realizaram o screening com microssatélites em uma biblioteca de
cDNA desenvolvida a partir de uma linhagem andina (G19833), sendo que este genoétipo é
uma importante fonte de toleréncia a estresses bioticos e abidticos. Os autores desenvolveram
um total de 248 SSR-ESTs e concluiram que marcadores baseados em sequéncias génicas
parecem ser muito eficientes na separagdo de acessos divergentes entre espécies cultivadas e
silvestres, assim como entre pools génicos Andino e Mesoamericano e, portanto, sao Uteis
para a analise de diversidade e de mapeamento comparativo em feijoeiro.

ANGIOI et al. (2010) utilizaram 8 marcadores microssatélites para acessar a estrutura
genética e o grau de diversidade de 307 gendtipos da Europa, sendo que 279 destes acessos
derivaram de uma core collection desenvolvida por LOGOZZO et al. (2007). Os autores
compararam com 94 gendétipos das Ameéricas, sendo que 44 eram sabidamente de origem
Andina e 50 de origem Mesoamericana. Dos 8 marcadores, 6 foram desenvolvidos para DNA
de cloroplasto e 2 sdo SSR-ESTs para DNA nuclear. Os autores identificaram variacdes nos
gendtipos europeus que ndo foram observados nos gendtipos americanos, concluindo que a
Europa também um centro secundario de diversidade para feijdo comum, assim como ja havia
sido proposto por SANTALLA et al. (2002) através de estudos com aloenzimas.

O uso de SSRs, visando avaliar a diversidade genética existente em diferentes pools
génicos de feijdo, pode auxiliar a introduzir variabilidade adicional de espécies selvagens para
cultivares utilizadas tradicionalmente em programas de melhoramento, ja que a variabilidade

foi grandemente reduzida pela sindrome de domesticacdo (KOINANGE et al., 1996).

2.4 Mapeamento associativo

O mapeamento associativo, também chamado de mapeamento por desequilibrio de
ligacdo (LD), tem sido uma estratégia intensamente utilizada para deteccdo de ligacdo
genética entre QTL e marcador molecular em plantas utilizando populacdes naturais, colecdes
de cultivares tradicionais ou genotipos elite inseridos em um programa de melhoramento
(NORDBORG & TAVARE, 2002). O desequilibrio de ligacdo é atribuido a ligacdo fisica

entre os locos segregantes e € originado do desequilibrio gamético de ligacdo decorrente da
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reducdo da frequéncia de recombinacao entre genes situados em regides préximas ao longo de
determinado cromossomo (COELHO, 2000; WEIR, 1996).

A diferenca fundamental entre 0 mapeamento por analise de ligacdo usando populagdes
segregantes e 0 mapeamento associativo, € que no primeiro existem poucas oportunidades
para recombinacdo entre familias e pedigrees resultando em uma baixa resolucdo, enquanto
em estudos de associacdo o historico de recombinacdo e diversidade genética natural podem
ser explorados para gerar um mapeamento de maior resolucdo (ZHU et al., 2008). Existem
duas estratégias que podem ser utilizadas: a) mapeamento de associagdo por genes candidatos
ja identificados (Candidate Gene Approach); b) mapeamento de associa¢do gendmico (Whole
Genome Scan), utilizando marcadores moleculares de forma a cobrir o genoma inteiro
visando identificar regides que sdo associadas a um fenétipo de interesse.

De acordo com ROSSI et al. (2009), a estratégia de mapeamento mais adequada para
cada populacdo pode ser escolhida a partir dos variaveis niveis de LD. Quando o nivel de LD
é baixo, geralmente, prefere-se associacdo por genes candidatos, pois seriam necessarios
muitos marcadores para cobrir toda a variacdo de todo o genoma. No entanto, quando o nivel
de LD é moderado ou alto, o mapeamento de associacdo gendmico tende a ser mais
apropriado. Os autores estudaram o desequilibrio de ligacdo e a estrutura de populacbes
selvagens e domesticadas de feijdo comum e encontraram altos valores de LD, indicando que
é viavel 0 mapeamento associativo genémico para o conjunto de gen6tipos em estudo.

As tecnologias gendmicas em larga escala tém favorecido para que muitas sequéncias
de genes candidatos estejam disponiveis, bem como os SNPs. Enquanto os resultados do
mapeamento tradicional desenvolvido em uma populacdo experimental derivada de um
cruzamento biparental podem ser transponiveis para populacfes geneticamente relacionadas,
os resultados derivados do mapeamento associativo podem ser aplicados a um germoplasma
cuja base genética é bem maior. O mapeamento associativo possibilita introgredir alelos de
materiais exoticos, variedades locais ou populac¢fes naturais para o germoplasma de trabalho
do melhoramento através de retrocruzamentos avangados ou bibliotecas de introgresséo
(BRESSEGHELLO & SORRELS, 2006).

2.4.1 Formacao de um painel de diversidade para mapeamento associativo
Para auxiliar o estudo da variabilidade genética contida em Bancos Ativos de
Germoplasma (BAG) é importante avaliar um painel previamente selecionado, tendo por base

caracteristicas agrondémicas relevantes, sendo que estes painéis tém por objetivo representar o
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méaximo da variabilidade genética presente na colecdo original. Contudo, é necessario um
estudo mais detalhado do conjunto de genotipos selecionados, permitindo detectar possiveis
acessos em duplicata, falta de representatividade quanto a caracteristicas agronémicas de
interesse e a pouca variabilidade presente em algum ponto do genoma.

Estudos de associacdo tém sido realizados para diferentes culturas (Tabela 2), no
entanto, 0 nimero de genotipos e de marcadores utilizados em cada estudo sofre grandes
variacOes, indicando que ndo ha parametros bem estabelecidos quanto a formacao de painéis

de diversidade genética para fins de mapeamento associativo.

Tabela 2. Estudos de mapeamento associativo em diferentes espécies de plantas.

N° de N° de Tipo dos

Planta individuos  marcadores marcadores Referéncia

Arroz 103 123 SSR (AGRAMA et al., 2007)
210 86 SSR (BORBA et al., 2010)

Batata 123 49 NBS (MALOSETTI et al., 2007)
221 250 AFLP (D"HOOP et al., 2008)

Cana de agucar 154 1068 + 141 AFLP + SSR (WEI et al., 2006)

Cevada 318 558 + 2878 DArT + SNP (ROY etal., 2010)
175 42 SSR (SUN et al., 2011)

Eucalipto 290 25 SNP (THUMMA & NOLAN, 2005)

Feijdo 395 75+ 2 SNPs e SCARs (SHI et al., 2011)

Milho 71 55 SSR (ANDERSEN et al., 2005)
553 8950 SNP (BELO et al., 2008)
350 1229 SNP (SETTER et al., 2011)

Sorgo 377 47 SSR (CASA et al., 2008)
125 47 + 322 SSR + SNP (MURRAY et al., 2009)

Trigo 95 93 SSR (Z%CI?;SEGHELLO & SORRELLS,
164 225 SSR (MACAFERRI et al., 2010)

Um painel de diversidade pode ser formado uma vez que se tenha estabelecido: a) o
material a ser representado, de acordo com o objetivo de cada estudo, pode-se utilizar todo o
conjunto de uma colecédo ou apenas parte dele; b) o tamanho desejado da colecéo reduzida; c)
a estruturacdo da colecdo original em grupos distintos; d) o nimero de acessos que sera obtido
de cada grupo, mantendo-se uma mesma proporcao; e) a selecdo dos acesos dentro de cada
grupo de acordo com sua diversidade (BROWN & SPILLANE, 1999). Apos a formacédo do
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painel é necessario validar se a mesma realmente representa a variabilidade disponivel na
colecéo original, por métodos comparativos (NASS et al., 2001).

CHIORATO et al. (2007) avaliaram a diversidade genética em 220 acessos de feijdo
comum contidos no BAG do IAC quanto a 23 descritores morfo-agronémicos e 19 locos de
RAPD e encontraram grande variabilidade entre os acessos, permitindo aos autores concluir
que embora os marcadores moleculares tenham revelado menor diversidade em relacdo aos
descritores morfo-agrondémicos, 0s RAPDs contribuiram significativamente para a
confiabilidade dos resultados e maior compreensdo das relagbes entre 0s acessos, que se
agruparam de acordo com o pool génico ao qual pertencem. No entanto, ndo foi encontrado
nenhum trabalho mais recente que forneca uma avaliacdo molecular da diversidade genética
presente no BAG do feijoeiro do IAC. Neste sentido, visando utilizar materiais de grande
importancia para o programa de melhoramento do IAC em trabalhos de mapeamento
associativo, faz-se necessario um estudo prévio de diversidade que viabilize a formacdo de
um painel de associacdo e que represente 0 maximo da variabilidade contida na colecdo de
germoplasma original, sem que contenha redundancias. A diversidade genetica € essencial

para 0 sucesso na associacdo entre marcador molecular e caracteristica fenotipica avaliada.

3 MATERIAL E METODOS

3.1 Material Vegetal

O Banco de Germoplasma de Feijdo do IAC possui cerca de 1.800 acessos, dos quais
foram selecionados 500 gendtipos (Anexo 1) de acordo com suas caracteristicas morfoldgicas
e fenotipicas, buscando-se 0 maximo de diversidade genética dentre 0s acessos do BAG para
empreender este estudo. Os geno6tipos selecionados sdao compostos por linhagens e cultivares
que apresentam alta variabilidade quanto a morfologia dos grdos, fatores bidticos, como
resisténcia a pragas e doencas, e fatores abidticos, como toleréncia ao estresse hidrico.

Dez sementes de cada acesso foram germinadas com temperatura a 25°C e fotoperiodo
de 12h, por trés dias. Ao terceiro dia, as sementes germinadas foram transplantadas para vasos
com terra, para o crescimento e desenvolvimento das plantas até 0 momento da coleta. Apds
60 dias o material foliar de cada gendtipo foi coletado e liofilizado, moido e acondicionado

em frasco plastico hermeticamente fechado, sendo armazenado em freezer a -20°C.
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3.2 Extracdo e Quantificacdo dos DNAs

O DNA gendmico total de cada um dos 500 acessos, obtido na forma de bulk com 10
plantas por gendtipo, foi extraido de acordo com a metodologia do CTAB, descrita por
HOISINGTON et al. (1994), e a quantificacdo do DNA foi realizada por comparacéo visual
de intensidade das bandas com um padrdo de concentragdo crescente de DNA de fago A
(Invitrogen), migrados em gel de agarose 1%. Posteriormente, as amostras de DNA foram
diluidas em solucdo tampdo TE (Tris pH 8,0, 10mM; EDTA pH 8,0, 1 mM), para uma

concentracdo final de 10ng/ul, e estocadas a 4°C.

3.3 Caracterizacdo e Amplificacdo dos Marcadores Microssatélites

Para o estudo de diversidade genética foram utilizados um total de 58 marcadores
microssatélites, sendo que destes 43 sdo SSR-ESTs (HANAI et al., 2007) e 15 sdo SSRs
gendmicos, que foram mapeados em feijdo comum (CAMPOS et al., 2011; BARONI, 2010).

As reacOes de amplificacdo para todos os marcadores utilizados foram realizadas com
30 ng de DNA, 1U de Tag-DNA polimerase, 1,5 mM de cloreto de magnésio, 0,15 mM de
cada dNTP, 0,8uM de cada primer (forward e reverse) e 1x de tampdo da enzima, num
volume final de 15 ul. As condi¢bes de amplificacdo utilizadas para os SSRs gendmicos
foram: 1) 94°C, 1 min.; 2) 94°C, 1 min.; 3) temperatura de anelamento (Ta) especifica para
cada SSR por 1 min.; 4) 72°C, 1 min., 5) volta ao passo 2 por 30 vezes; 6) 72°C, 5 min.; 7)
15°C, incubacdo final. O termociclador MyCycler (BioRAD) foi utilizado.

Para verificar a qualidade das amplificagcbes, primeiramente os produtos das reacdes de
amplificagdo foram submetidos a eletroforese em gel de agarose 3%, corado com brometo de
etideo para visualizacdo das bandas. Os locos que apresentaram padrdo adequado de
amplificacdo foram submetidos a eletroforese em gel de poliacrilamida denaturante 6%,
corados com nitrato de prata, de acordo com CRESTE et al. (2001).

Os géis de poliacrilamida 6% foram feitos a partir de solucdo de poliacrilamida 6% (150
mL de acrilamida 40%, 420 g de uréia, 200 mL de TBE 5X, volume completo para 1L)
filtrada e polimerizada por aproximadamente 2h com 960 pL de PSA (Persulfato de Am6nio)
e 60 uL de TEMED. Apods aquecimento do gel em cuba de eletroforese (Nucleic Acid
Sequencing Systems — CBS Scientific Company, INC) por 20 min. a 900 V, 5 uL de reacdo de

cada acesso foram aplicados no gel, preparados a partir de 15 uL de produto de PCR com 5
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pL de formamida. Foram feitas 2 entradas por placa, sendo que cada uma continha 48
amostras de DNA mais o ladder de 50 pares de base (Invitrogen), utilizando-se um total de 5
placas para genotipar cada microssatélite para os 500 acessos. A corrida foi de
aproximadamente 4h a 800-900V.

3.4 Andlise de Dados

Os 58 marcadores microssatélites foram analisados pelo nimero de alelos por loco, pela

freqliéncia alélica por loco e pelo contetdo de polimorfismo (PIC) dado pela expressdo: PIC =

RS ISR s ancia do i-ési
e , onde fi e a frequéncia do i-ésimo alelo para uma dada marca, somado ao

longo dos n alelos (LINCH & WALSH, 1998). O PIC fornece uma estimativa do poder
discriminatorio do loco, considerando o numero de alelos que sdo expressos e também as
freqiiéncias relativas destes alelos.

A anélise do poder de discriminacdo (DP) dos k™ microssatélites foi calculada

I Np, -1
- . , -3 p,—1— , , e e ,
utilizando a seguinte formula: DP = HP , onde N é o numero de individuos e p; € a

freqiiéncia de j" da amostra (TESSIER et al., 1999).

A leitura das bandas polimdrficas foi realizada pela presenca (1) e auséncia (0) dos
fragmentos obtidos em diferentes gendtipos que foram convertidas em frequiéncias alélicas.
As distancias genéticas foram calculadas utilizando a distancia modificada de Rogers (MRD —
GOODMAN & STUBER, 1983) e a analise de agrupamento foi feita pelo método UPGMA
(Unweighted Pair-Group Method with Arithmetical Averages), como sugerido por SNEATH
& SOKAL (1973), utilizando o programa NTSYS PC (RHOLF, 1993). O programa BooD
(COELHO, 2002) foi utilizado para fornecer os valores de Bootstrap a serem incorporados no
dendrograma gerado pelo NTSYS PC, o que possibilitou avaliar a acuracia dos agrupamentos
gerados. A correlacdo cofenética (rf) entre a matriz de distancia original e a matriz gerada a
partir do dendrograma obtido foi produzida como uma forma de avaliar a concordancia entre
0s agrupamentos obtidos com cada marcador e sua estrutura original (BUSSAB et al., 1990).

Com base na estatistica bayesiana, o programa Structure (PRITCHARD et al., 2000) foi
utilizado alternativamente para inferir o nimero de grupos (K). Para esta analise foi utilizado
um arquivo com dados de genotipagem e foram gerados 19 arquivos de parametros, com
valores de K=2 a K=20. Os arquivos foram submetidos para analise Structure no site da
Universidade de Cornell (http://cbsuapps.tc.cornell.edu/structure.aspx), sendo realizadas cinco

repeticOes para cada valor de K, usando o0 modelo admixture com 200.000 periodos de burn e
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500.000 simulagdes de Monte Carlo de Cadeia de Markov (MCMC). Para verificar qual K era
0 mais adequado para inferir os agrupamentos, foi calculada a razdo de verossimilhanga
(LnPD) de acordo com os critérios propostos por PRITCHARD et al. (2000), onde o maior
valor de LnPD e menor desvio-padrao forneceu a melhor estimativa de K para o conjunto de
acessos avaliados.

O procedimento de re-amostragem (Bootstrap) foi utilizado para verificar a preciséo do
nimero de SSRs polimdrficos a serem utilizados para calcular as estimativas das distancias
genéticas entre os pares de genoOtipos estudados (TIVANG et al., 1994). Esta analise foi
realizada pelo programa R (R, www.r-project.org), onde cada conjunto de bandas
polimorficas referente ao marcador molecular foi submetido a um processo de 500.000
amostragens randémicas, com reposi¢cdo. Uma funcdo exponencial foi utilizada para estimar
precisamente 0 nimero necessario de locos polimdrficos e coeficiente de variacdo (CV) de
10%, utilizados na construgdo de graficos de disperséo do tipo box-plot, com representacdo da
mediana e dos valores maximo e minimo para cada ponto. Desta forma, foi possivel obter o
numero preciso de bandas para que 50% dos dados (mediana) estejam abaixo de um CV de
10% e para que nenhum valor méximo de distancia genetica estimada ultrapasse um CV de
10% (nivel de precisdo amplamente utilizado em literatura).

3.5 Formacao do Painel de Diversidade Genética

O painel de diversidade contendo 180 acessos do BAG do IAC para fins de
mapeamento associativo foi formado a partir dos 500 genotipos utilizados no presente
trabalho. Os primeiros 75 acessos incluidos foram selecionados a partir de variedades
comerciais de grande importancia para o programa de melhoramento do feijoeiro do 1AC, este
critério de selecdo também foi utilizado por HAO et al. (2006). Os demais 105 acessos foram
incorporados no painel de associacdo baseando-se nos agrupamentos observados pelo
dendrograma, obtido através do programa NTSYS PC (RHOLF, 1993) e pelo Structure
(PRITCHARD et al., 2000), buscando-se 0s acessos mais divergentes geneticamente,
conforme critério adotado por BLAIR et al. (2009a).

Para verificar o quanto da diversidade genética foi mantida na colecao reduzida foi feita
a comparacdo entre o nimero de alelos presentes no conjunto original e o nimero de alelos
que se mantiveram no painel de diversidade. Foi utilizado o programa Arlequin 2.0
(SCHNEIDER & EXCOFFIER, 1999) para realizar as analises de variancia molecular
(AMOVA) e validar o painel de associacao.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Quantificacdo de DNA e Anélise dos SSRs

O material vegetal de cada um dos 500 acessos do BAG do IAC foi extraido
individualmente e quantificado em gel de agarose 1%, corado com brometo de etideo. A
quantificacdo permitiu observar que a metodologia empregada na extracdo do material
genético foi eficiente para se obter grande quantidade de DNA e de boa qualidade para ser
utilizado no presente estudo. A genotipagem dos 58 marcadores selecionados foi realizada em
gel de poliacrilamida 6%, corado com nitrato de prata. Tanto os 15 SSRs genémicos quanto
0s 43 SSR-ESTs utilizados se mostraram polimorficos para os 500 acessos avaliados.

Visando aperfeigoar a técnica de genotipagem, acelerando o processo de obtencdo dos
resultados e reduzindo os gastos com a preparacdo de diversos géis de poliacrilamida, foram
feitas duas entradas de amostras em cada placa. Neste sentido, foram genotipados 96 acessos

por placa (Figura 1), sendo necessario 5 placas para cada par de primer avaliado.

Ladder 100pb

ﬁvam‘o,\wmaﬂNMQm\Dl\wmQﬂNmﬁ’mwl\WmQHNMthlDl\meF‘ng\nle\
HEH A A A A A A ANNNANANANNNANANANNONO NN O OO O OO T T A

48
Ladder 100pb

Figura 1. Perfil do microssatélite PvM98 em gel de poliacrilamida 6%, corado com nitrato de prata,
seguido pelo ladder de 50 pb (pares de base) em 96 acessos de feijado comum. O primeiro ladder
acompanhou a primeira entrada, com 48 geno6tipos, enquanto o segundo ladder acompanhou a segunda
entrada, totalizando os 96 genotipos por placa.
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4.2 Analise da Diversidade Genética e dos Agrupamentos

A diversidade genética entre os 500 gendtipos estudados foi estimada utilizando-se 15
marcadores SSR-genémicos e 43 SSR-ESTs (Tabela 3), que forneceram um total de 200
bandas informativas.

O ndmero médio de alelos por loco dos SSR-gendmicos foi de 3,73, variando de 2 a
10 alelos, enquanto a media dos SSR-ESTs foi de 3,35, embora tenha variacdo de 2 a 12
alelos, sendo que os maiores numeros de alelos observados foram encontrados nos locos SSR-
IAC66 e PvM21. Estes valores s@o superiores aos encontrados por PERSEGUINI et al.
(2009), que utilizando 85 SSR-genémicos para avaliar a diversidade genética em 60 cultivares
de feijdo do tipo carioca obtiveram uma média de 2,8 alelos por loco, com apenas 3 alelos no
loco SSR-1AC66. Isto pode ser explicado pela similaridade entre os gendétipos estudados uma
vez que 0s mesmos praticamente ndo apresentam variagfes morfoldgicas. No entanto, os
resultados do presente estudo foram semelhantes aos de HANAI et al. (2007), que avaliaram
40 SSR-genémicos e 40 SSR-ESTs em 23 genotipos de feijdo comum de origem
Mesoamericana e Andina e 2 gen6tipos de espécies relacionadas. Do total de marcadores, 26
SSR-gendmicos e 31 SSR-ESTs apresentaram padrdo polimérfico, sendo que foi encontrado
de 2 a 7 alelos por loco, com exce¢do de um loco (PvM21) que também apresentou 12 alelos.
HANAI et al. (2010) avaliaram outros 100 SSR-ESTs em 24 gendtipos de feijdo comum, dos
quais 54 se mostraram polimaérficos e com média de 2,7 alelos por loco (2 a 13 alelos). Apés a
caracterizacdo destes marcadores, 50 SSR-ESTSs, juntamente com outros marcadores do tipo
AFLP e RGA se mostraram eficientes para saturar o mapa consenso de ligacdo para o
feijoeiro (core map).

Quantidade superior de alelos por loco foi obtida por BLAIR et al. (2009a) ao estimar
a diversidade genética entre 604 genotipos de feijdo comum provenientes do germoplasma
nuclear do CIAT, representando a variabilidade genética em centros primarios e secundarios
de origem. Foram utilizados 36 SSR-genémicos que forneceram 679 alelos variando de 2 a 76
alelos e média de 18 alelos por loco. Posteriormente, BLAIR et al. (2010) estudaram a
variabilidade presente em 127 gendtipos de feijio comum do CIAT provenientes da Asia,
Europa, Estados Unidos, América Latina e Africa utilizando 47 SSRs, que forneceram um

total de 340 alelos, com variacdo de 2 a 30 alelos e média de 7,2 alelos por loco.
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Tabela 3. Dados dos 58 microssatélites com seus respectivos motivos, temperaturas de anelamento
(Ta), tamanhos dos fragmentos, nimeros de alelos e valores dos indices de polimorfismo de cada
marcador (PIC) e do poder discriminatorio dos mesmos (DP). Os primeiros 15 sdo locos de SSR-
gendmicos, e 0s demais 47 séo locos de SSR-ESTS.

Cloassrs | Motvos T2(0) frogmentos (o) Al PIC DP
SSR-1AC20 (GA)7 AA (GA), 56 190 - 194 02 0,37 0,49
SSR-1AC24 (AC)7 (AT)6 56 172 - 176 03 0,26 0,28
SSR-1AC52 (GA)11 56 160 - 216 07 0,64 0,69
SSR-1AC58 (TG)10 56 192 - 200 03 0,41 0,48
SSR-1AC62 (AG)14 45,3 202 - 216 08 0,81 0,84
SSR-1AC63 (AC)6 59,8 202 - 208 02 0,37 0,56
SSR-1AC66 (GA)10 56 260 - 300 10 0,86 0,87
SSR-1AC68 (CT)8 56 252 - 276 03 0,57 0,72
SSR-IAC127 (TA)3T (TGA)3G (TA)3 63,3 198 - 200 02 0,35 0,46
SSR-1AC136 (CA)T (AT)5 56,7 232 - 270 06 0,72 0,64
SSR-IAC156 (TC)3 TG (GC)2 56,7 238 - 240 02 0,35 0,5
SSR-1AC160 (TG)2 (TA)2 (TG)5 56,7 180 - 184 02 0,36 0,49
SSR-IAC167 (TG)7 (CG)3 56,7 150 - 180 02 0,35 0,45
SSR-1AC179 (AC)6 50 100 - 104 02 0,36 0,5
SSR-1AC181 (AT)2 AC (AT)3(AG)5 58,4 204 - 208 02 0,37 0,57
PvMO1 (TTC)7 65 - 53 240 - 300 06 0,61 0,68
PvMO02 (CTT)6 65 - 53 148 - 198 04 0,6 0,65
PvMO3 (TTC)6 65 - 53 180 - 198 03 0,47 0,58
PvMO04 (TTC)10 55 -50 198 - 298 07 0,77 0,79
PvMO7 (ATG)6 55 - 50 200 - 210 04 0,56 0,63
PVM11 (AGA)6 55 - 50 154 - 156 02 0,21 0,32
PVM13 (GAA)6 55 - 50 248 - 260 05 0,68 0,72
PvM14 (AATC)5 55 - 50 148 - 152 03 0,44 0,55
PVM15 (TGCA)5 55 - 50 182 - 310 03 0,29 0,34
PVvM17 (ATGA)5 55 - 50 202 - 208 08 0,51 0,58
PvM21 (AT)14 55 - 50 226 - 320 12 0,86 0,9
PvM22 (TC)5 55 - 50 220 - 226 03 0,37 0,47
PvM28 (TCA)5 55 - 50 180 - 190 02 0,31 0,38
PVM36 (ATC)5 55 - 45 204 - 208 02 0,36 0,47
PvM40 (CTG)6 55 - 45 130 - 222 06 0,58 0,68
PvM45 (CT)24 55 - 45 174 - 200 05 0,56 0,62
PVM52 (CA)T 45 - 55 500 - 600 05 0,57 0,65
PVM53 (TC)6 55 - 45 200 - 204 02 0,36 0,5
PVM56 (TA)6 55 - 45 262 - 264 02 0,34 0,45
Continua
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Tabela 3. Continuacéo

PVM58 (TC)5 55 - 45 230-234 02 0,32 0,47
PVM61 (AC)6 55 - 50 196 - 200 02 0,37 0,5
PvM62 (TC)5 55 - 45 176 - 178 02 0,35 0,49
PVMG66 (AT)5 65 - 53 182 - 200 05 0,46 0,57
PVM68 (AT)6 55 - 45 174 -178 03 0,17 0,21
PVM73 (AAG)6 45 - 55 600 - 598 02 0,37 0,5
PVM75 (GAT)5 45 - 55 224 - 226 02 0,36 0,49
PVM79 (GAA)5 65 - 53 128 - 130 02 0,36 0,49
PVMO3 (GA)5 65 - 53 206 - 216 02 0,18 0,24
PVM95 (AC)9 65 - 53 390 - 400 02 0,32 0,41
PVM97 (TA)S 65 - 53 168 - 170 02 0,33 0,46
PVM98 (TC)5 65 - 53 108 - 120 03 0,18 0,21
PVM100 (AT)7 65 - 53 198 - 304 04 0,25 0,33
PvM118 (TC)8 65 - 53 200 - 210 03 0,56 0,65
PVM120 (TC)6 65 - 53 200 - 204 03 0,37 0,49
PvM123 (CM9 55 - 50 198 - 220 02 0,26 0,31
PvM124 (TA)5 55 - 50 500 - 598 02 0,37 0,5
PVM126 (TC)7 65 - 53 130 - 140 03 0,20 0,22
PvM127 (TC)5 55 - 50 260 - 270 03 0,43 0,5
PVM132 (AG)5 55 - 50 290 - 296 02 0,27 0,32
PvM148 (CAA)T 65 - 53 180 - 196 02 0,32 0,41
PVM150 (TCT)5 65 - 53 190 - 200 03 0,47 0,58
PVM151 (TTA)6 65 - 53 202 - 208 02 0,31 0,38
PVM153 (AGA)5 65 -53 272 - 274 02 0,22 0,27

O contetdo de informacdo de polimorfismo (PIC) variou de 0,26 a 0,86 para 0s
marcadores gendmicos e de 0,17 a 0,86 para os marcadores génicos, sendo que os locos com
valores mais elevados de PIC foram o SSR-IAC66 e 0 SSR-EST PvM21. Os valores do poder
discriminatorio (DP) dos marcadores variaram de 0,28 (SSR-IAC24) a 0,87 (SSR-IACG66)
para 0s SSR-gendmicos e de 0,21 (PvM68 e PvM98) a 0,90 (PvM21) para 0os SSR-ESTSs.
Neste sentido, os elevados valores de PIC e de DP obtidos pelos marcadores SSR-IAC66 e
PvM21 revelam grande potencial para acessar a diversidade genética entre 0s acessos.

BENCHIMOL et al. (2007) ao avaliarem a diversidade genética de 20 variedades de
feijdo comum pertencentes aos pools génicos Andino e Mesoamericano com SSR-genémicos
obtiveram variacdo no valor do PIC de 0,05 a 0,83. HANAI et al. (2007) encontraram valores
de PIC entre 0,08 e 0,86 e HANAI et al. (2010) entre 0,08 e 0,89. BLAIR et al. (2009a)
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obtiveram valores de PIC superiores aos observados neste trabalho, variando de 0,007 a 0,97,
enquanto PERSEGUINI et al. (2011) obtiveram valores inferiores de PIC (0,03 a 0,70) e DP
(0,01 a 0,65), sugerindo que estes variam de acordo com o numero e diversidade dos
gendtipos estudados.

O gréfico de boxplot (Figura 2) revelou que o coeficiente de variacdo (CV) de 10% foi
obtido para um numero aproximado de 33 marcadores, indicando que 0s microssatélites
utilizados no presente trabalho foram suficientes para explicar a diversidade genética existente

no conjunto avaliado e que 0os mesmos apresentam grande cobertura do genoma.
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Figura 2. Gréfico de boxplot obtido pela analise bootstrap dos dados gerados pela genotipagem dos
500 acessos de feijdo com 58 marcadores do tipo microssatélites.

Os dados genotipicos dos 500 acessos de feijao com 58 marcadores microssatélites
foram utilizados para estimar as distancias genéticas entre 0s acessos, através da Distancia
Modificada de Rogers, cujas distancias genéticas variaram de 0,13 a 0,88, e obter o
dendrograma da Figura 3 e do Anexo |, calculado pelo método de agrupamento UPGMA,

revelando que h& uma elevada variabilidade presente nos acessos avaliados.
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O dendrograma gerou varios agrupamentos, onde é possivel observar a estruturacao
dos acessos de acordo, principalmente, com a morfologia dos grdos e a procedéncia dos
genotipos, neste respectivo grau de importancia. No entanto, devido a grande quantidade de
acessos avaliados, torna-se dificil a analise por meio dos agrupamentos obtidos apenas pelo
dendrograma. A andlise de Bootstrap empregada para avaliar a acuracidade dos agrupamentos
gerados pelas andlises com SSRs apresentou baixa representatividade estatistica para a
maioria dos nos, indicando moderada estrutura genética (Anexo ). Além disso, o coeficiente
de correlacdo cofenética (rf) entre a matriz de distancia original e a matriz cofenética foi de
0,6, evidenciando que o dendrograma ndo forneceu a melhor representacdo das relacoes
geneéticas expressadas pelas distancias genéticas obtidas para o conjunto original dos dados.
MARAS et al. (2008), ao estimarem a diversidade presente em 29 acessos de feijdio comum
com 14 SSRs obtiveram valores de distdncia genética entre 0,13 e 0,75, com re
moderadamente alto (0,82), provavelmente devido ao baixo numero de genoétipos avaliados
guando comparados ao nimero de genotipos do presente estudo.

Neste contexto, para melhor entendimento da distribuicdo genética nos 500 acessos
selecionados foi utilizado o agrupamento proposto por PRITCHARD et al. (2000), cujo nUmero
adequado de grupos (K) deve ser determinado com base no céalculo da razdo de
verossimilhanca do conjunto de dados obtidos pela analise do Structure. O agrupamento mais
adequado para os 500 acessos estudados, de acordo com o grafico de PRITCHARD et al.
(2000), foi 0 K=15 (Figura 4). Este agrupamento esta mais bem representado na Figura 5 e no
Anexo |, sendo que as principais caracteristicas de cada grupo estdo descritas na Tabela 4.

Comparando os dados da andlise bayesiana determinada pelo Structure com o
agrupamento UPGMA, é possivel notar que houve grande correspondéncia entre 0s grupos
apresentados pelo dendrograma e pelo Structure, sendo que apenas alguns grupos néo

coincidiram.
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Figura 3. Dendrograma dos 500 gendtipos de feijdo, gerado a partir da distancia modificada de
Rogers com os dados genotipicos dos 58 marcadores (Figura ampliada em Anexo ).
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Figura 4. Representacdo grafica do nimero ideal de grupos no programa Structure inferido utilizando o critério de PRITCHARD et al. (2000). A analise foi

Valor de K Médias Desvios-Padrao
2 -43.098,30 2,194310826
3 -41.204,62 47,31265158
4 -39.381,08 10,78503590
5 -38.069,84 35,00504249
6 -37.055,44 325,3495551
7 -36.168,12 185,5378856
8 -35.453,22 8,233893364
9 -34.828,56 38,15551074
10 -34.395,60 154,9417794
11 -33.924,20 132,2294218
12 -33.390,08 57,33377713
13 -33.076,40 59,49760499
14 -32.712,74 47,07146694
15 -32.434,24 61,68875910
16 -32.793,76 1.686,973547
17 -32.519,50 369,6057535
18 -32.516,28 1.305,438960
19 -32.152,20 476,7132104
20 -34.323,20 1.481,420099

baseada em dados obtidos a partir de 58 locos de microssatélites nos 500 gend6tipos de feijdo avaliados quanto a diversidade genética.
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488(488) 487(487) 483(483) 385(385) 396(396) 490(490) 198(198) 114(114) 107(107) 123(123) 113(113) 119(119) 110(110) 116(116) 109(109) 108(108) 106(106) 126(126) 97(97)
486(486) 484(484) 489(489) 403(403) 394(394) 400(400) 112(112) 124(124) 120(120) 105(105) 111(111) 115(115) 125(125) 121(121) 118(118) 99(99)

3'89(3&‘9) 3'93(‘393) 485(485) 391(391) 388(388) 392(392)
390(390) 399(399) 387(387) 386(386) 482(482) 481(481)

129(129) 127(127) 464(464) 446(446) 468(468) 467(467)

102(102) 122(122) 398(398) 128(128) 147(147) 463(463) 461(461) 453(453) 473(473)

433(433) 474(474) 465(465) 4T1(471) 469(469) 466(466) 437(437) 454(454) 434(434) 436(436) 495(495) 462(462) 449(449) 493(493) 491(491) 438(438) 451(451) 496(496) 475(475) 473(478) 470(470) 457(457) 499(499) 498(498) 335(335)

78(78) 86(36) 75(75) BR(88) 7(71) BU(8T) B2(82) BI(Bl) 94(94) B0(80) B5(85) E(ET) 96(96)
TN 72T 93(93)  76(76) 73(I3)  69(69) 95(95) B9(E9) 9292) 64(64) 74(74)  90(90)

E6(66)

62(62)

447(447) 439(439) 472(472) 458(458) 448(448) 445(445) 452(452) 456(456) 492(492) 450(450) 435(435) 459(459) 480(480) 460(460) 443(443) 479(479) 477(477) 497(497) 442(442) 475(476) 440(440) 441(441) S00(S00) 146(146) B3(83)

317(317) 315(315) 318(318) 320(320) 334(334) 313(313) 308(308) 310(310) 324(324) 304(304) 311(311)

382(382) 329(329) 312(312) 314(314) 300(300) 402(402) 101(101) 420(420) 427(427) 428(428) 426(426) 424(424) 415(415) 414(414) 417(417) 412(412) 432(432) 409(409) 98(98)

321(321) 323(323) 319(319) 325(325) 316(316) 333(333) 328(328) 322(322) 327(327) 384(384) 336(336) 381(381)

406(406) 293(293) 289(289) 290(290) 296(296) 299(299)

3053051 383(3831 3023021 309r309) 33113311 307307V 41974191 42114211 41614161 418(418) 422r422) 423(423) 4297429\ 43074301 41114111 4257425 41074101 4077407 4DB(408) 29572951 29112911 29412941 29212921 298(298) 2971297

Figura 5. Representacdo dos 500 gendtipos de feijado comum de acordo com a andlise bayesiana do
programa Structure. Os acessos avaliados foram divididos em 15 grupos (K=15).
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Tabela 4. Nomenclatura dos 500 acessos contidos em cada um dos 15 grupos gerado pelo Structure e suas respectivas caracteristicas em comum.

Grupo Acessos Principais caracteristicas

54/42-2-3-1, 60 Dias, Amendoim, Baetdo(N-314-EEAL), Bagajo, Bataav, Branco Argentino, CAL-143, Cavalo
Amarelo, Chileno/Branco, Contender, Copinho Grande Preto, Frijélica 03-1, G5686, Hooter x 8-83 2, Hooter x 8-83

1 7, Hooter x 8-83 9, Hooter x Harmonia, Hooter x O-Codorde, Jalo, Jalo-110, Mamoninha, PI-325676, P1-343950,
Pompadair, Pompador, Red Kidney, Sacavem-706, Sangre-Toro, UxC - 1.1, UxC - 1.19, UxC - 1.2, Variedade
Composta-338, Vermelhinho

Gréos de tamanho grande
e/ou grédos vermelhos

Gen05C2-1-1-1-1, Gen05C2-1-1-1-3, Gen05C2-1-4-1-2, Gen05C2-1-6-1-1, Gen05C2-1-6-1-2, Gen05C2-2-3-1-2,

Gen05C2-2-3-2-2, Gen05C2-2-6-2-1, Gen05C2-2-7-2-1, Gen05C3-2-4-1-1,Gen05C3-2-4-1-7, Gen05C3-3-2-2-1,

Gen05C3-3-4-1-2, Gen05C3-3-5-1-1, Gen05C4-3-1-1-1, Gen05C4-3-1-1-2, Gen05C4-3-1-2-1, Gen05C4-4-2-2-2,

Gen05C4-4-3-1-2, Gen05C4-4-3-2-2, Gen05C4-5-1-1, Gen05C4-5-1-1-2, Gen05C4-5-4-1-2, Gen05C4-5-5-1-2, Materiais obtidos pelo
2 Gen05C4-5-5-2-3, Gen05C4-6-2-1-2, Gen05C4-7-2-2-1, Gen05C5-1-2-1-1, Gen05C5-1-2-2-2, Gen05C5-1-4-2-1, programa de melhoramento

Gen05C5-1-4-2-3, Gen05P5-4-8-2, Gen05Pr11-1-7-1, GenO5Pr11-2-14-2, Gen05Pr11-2-3-1, Gen05Prl11-2-4-1, do IAC apds o ano de 2000

Gen05Pr11-2-8-1, Gen05Pr11-3-14-2, Gen05Pr11-3-2-1, Gen05Pr11-3-4-1, Gen05Prl11-3-4-2, Gen05Pr11-3-5-1,

Gen05Pr11-4-15-1, Gen05Pr11-5-3-1, Gen05Pr11-5-9-1, Gen05Pr11-6-12-2, Gen05Pr11-6-18-1, Gen05Pr11-6-19-1,

Gen05Pr11-6-5-1, Gen05Pr11-6-6-2, Gen05Pr11-6-7-2, Gen05PR12-2-5-1-2, Gen05PR12-2-7-1-1

CxU - 1.1, CxU - 1.13, CxU - 1.14, CxU - 1.19, CxU - 1.2, CxU - 1.20, CxU - 1.3, CxU - 1.5, CxU - 1.7, CxU - Populago tipo RIL
2.10, CxU - 2.11, CxU - 2.16, CxU - 2.19, CxU - 2.8, CxU - 4.10, CxU - 4.14, CxU - 4.3, CxU - 5.14, CxU - 6.1, compartilham comc;

3 CxU - 6.10, CxU - 7.11, CxU - 7.15, CxU - 7.8, CxU - 8.2, UxC - 1.10, UxC - 1.13, UxC - 1.20, UxC - 1.8, UxC - genitores
2.12, UXC - 2.18, UxXC - 3.18, UxC - 3.3, UXC - 3.9, UXC - 4.17, UxXC - 4.20, UXC - 4.5, UxC - 5.11, UxC - 5.9, UxC 0 CAL 143 ¢ 0 IAC-UNA)
- 6.13, UxC - 8.18, UXC - 9.16, UxC - 9.18, UxC - 9.19, UxC - 9.2

82 PVBZ-1783, A-449, Aporé, Batista Brilhante (CB), Branquinho, BRS - Cometa, BRS - Horizonte, BRS - Pontal, Materiais obtidos pelo

4 - D programa de melhoramento
BRS - Requinte, BRSMG-Talism4, caneludo, Caneludo, MAM-38, RAZ-55 da EMBRAPA
73VUL-3210, Aete-2, Baetdo(30273), Baio da Praia, Black Turtle Soup Bean, CF-800227, Coco Blanchi, Costa
Rica, ECU-311, Enxofre (Diacol Mina Pent), Feijdo Suico, Frijol Negro, Guatemala-4079, HIBC, Honduras-32, I-

114, IPA-2, Jamapa(CNF-1671), Leg. Rosinha, Leg-13, México-115, México-309, México-435, Mulatinho(VP- ~
5 Gréos de tamanho pequeno

102), Pato de Minas, Preto do Pocrone, Preto-184, Preto-196, Preto-208, Rim de Porco, Rosado-14 (mulatinho),
Rosinha (Dec-29), Rosinha (1G-1169), Rosinha G2, Rosinha-127, Rosinha-145-1-1, STO ROSS, Tupi, Uberabinha,
Venezuela

Continua
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Tabela 4. Continuacéo

Grupo Acessos Principais caracteristicas

Carioca Comum, Carioca Precoce, CV-48, FEB-186, FEB-200, FT-Bonito, FT-Paulistinha, FT-PortoReal,
Goytacazes, Guara, H96A102-1-1-152, H96A28 - P4 - 1 - 1- 1 - 1, H96A31-P2-1-1-1-1, IAC - Alvorada, IAC-Apu4,
IAC-AYSO, IAC-Carioca, IAC-Carioca Akytd, IAC-Carioca Arud, IAC-Carioca Pyatd, |IAC-Carioca Tybata, IAC-
Votuporanga, IAC-Ybaté, IAPAR - 14, IAPAR - 31, IAPAR - 57, IAPAR - 80, IAPAR - 81, IAPAR -72, IPR-
Aurora, Juriti, L 507-1, L-476-2, LH-IIl, LP 01-38, LP 9979, LP88-175, Mar/02, MD-806, Mex 279, OPNS-331,
OPS-16, Pérola, Rubi, Ruda, Taquari

Melhorados geneticamente
pelo IAC até o ano 2000.
S&o altamente produtivos e
de grande importacia para o
programa de melhoramento

Gen05C1-3-2-1-1, Gen05C1-3-3-1-1, Gen05C2-1-1-2-1, Gen05C2-1-1-2-3, Gen05C2-1-5-1-1, Gen05C6-5-8-1-1,
Gen05P3-1-6-1, Gen05P4-2-6-2, Gen05P4-3-1-1, Gen05P5-3-8-2, Gen05P5-3-9-1, Gen05P5-3-9-2, Gen05P5-4-3-1,
Gen05P5-4-4-1, Gen05Pr11-1-2-2, Gen05Pr11-2-13-1, Gen05Pr11-3-7-1, Gen05Pr11-3-7-1, Gen05Pr11-6-2-1,
Gen05PR12-2-2-1-1, Gen05PR12-2-4-1-2, Gen05PR12-3-1-1-1, Gen05Pr12-3-2-1-1, Gen05PR12-3-11-1-1,
Gen05PR12-3-1-1-2, Gen05PR12-4-1-2, Gen05PR12-5-9-1-2, Gen05PR13-1-6-1-2, Gen05PR13-1-8-1-1,
Gen05PR13-1-8-1-2, Gen05PR13-2-1-1-2,Gen05PR13-2-2-1-2, Gen05PR13-2-3-1-2, Gen05PR13-3-11-1-1,
Gen05PR13-3-14-1-1, Gen05PR13-3-14-1-2, , Gen05PR13-3-2-1-2, Gen05PR13-3-4-1-1, Gen05PR13-5-12-1-1,
Gen05PR13-5-13-1-2, Gen05PR14-1-6-1-2, Gen05PR14-1-7-1-1,Venezuela-350, TO, Z-28

Materiais obtidos pelo
programa de melhoramento
do IAC ap6s o ano de 2000

49/61-1, 49/61-1-2, 49/61-2-1, 49/61-2-1-1, 49/61-2-1-2, 49/61-2-2, 49/61-4-1, 49/61-6-2-1, 50/62-3-3-1, 50/62-4-3-
8 1-2, 6036-Sd-48.158, A 0774, A 0785, A-285, BAT 447,FEB-176, FEB-177, G21212, Gen05P5-3-8-1, IAC-UNA,
IPA 0007, IPA 0011, J/39-2-3-1, Sanilac, SEA - 5

Materiais Mesoamericanos,
proveninetes do CIAT

Envolvem genitores de
grande importancia para 0s
programas de melhoramento

B. Porrillo-70, B-Puebla-40, J/94-2-2, México-498, Mortifio, Mulatinho, Perry Marron, Porrillo-1, Preto-146, Preto-
167, Rosado-13, Safira, Small White 59 Preto

Mex-54, Pan-72, A-211, A-322, A-IAC2, AB-136, AND-279, Carioca MG, DOR-390, DOR-391, DOR-476, Plantas com maior tamanho
10 Durango-222, FEB 181, FEB-175, FEB-29, G2333, G5207, IPA-1, L327-1, Mar/03, Michelite, PI-165426, Raven,  de raiz, que auxiliam na
RAZ-49, RAZ-56, RG1342 CH60 (MA), RIZ-30, Turrialba-1, Xan-112 tolerancia ao estresse hidrico

Continua
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Tabela 4. Continuacéo

Grupo

Acessos

Principais caracteristicas

11

12

13

14

15

Carioca Lustroso, UxC - 1.5, (1108 x Harmonia) x (1108 x Boreal /Brese), (1108 x Harmonia) x (1108 x Boreal),
22/16-1-3-2, 22/16-2-2, 22/16-3-1, 22/16-3-2, 22/16-3-3, 22/16-4-2-1, 22/16-4-3-1, 29/24-4-1, 29/24-6-1-1, 29/24-6-
1-2, 29/24-7-1, 29/24-7-2-1, 29/24-7-3-2, 34/40-1-2-2, 34/40-6, 34/40-6-3-2, 45/57-5-3-1, 45/57-7-2-2, 45/57-7-3-1,
47/49-1-2-1, 47/49-2 2, 49/57-7-1-1, 49/60-4-3-1, 49/61-3-1-1, 49/61-4-2-1, 49/61-5-1-1, 49/61-5-1-2, 50/62-2,
50/62-3-2-1, 51/63-2-1, 51/63-3-2, 51/63-5-3-1, 54/42-2-1-1, 56/44-3-3-1, 56/44-3-3-2, 60/48-3-23-1, C/11-2-1,
C/11-2-2, C/11-3-1, C/11-3-2, C/11-4-1, C/11-4-2, C/11-4-3, C/2-1-1, C[7-3-2, C[7-5-1, D/15-3-1, E/20-2-1, E120-3-
3, F/15-1, F/19-3-1, F/19-6, F/27-3

29208, A-1AC1, Alemdo, ARA-1, ARC-1, ARC-3, ARC-4, Barbunya, Bat-332, Bat-93, Caeté (preta), EMP-407,
EMP-408, EMP-81, FEB 178, FEB 179, FEB 180, IAC-Maravilha, IAPAR-BAC 6 R. Bac., Jamapa(CIAT), LP-90-
91 R.Bac., Oito e Nove, Pinto-114, Porrillo Sintético, Preto Lages, Puebla-152(CIAT), Puebla-152(CNF-1807),
Roxinho-10

Mar/02, A 0321, FT 84-290, G 19833, Gen05C2-1-5-1, Gen05C6-5-2-2-1, Gen05C6-5-7-1-2, Gen05C6-5-8-2-1,
Gen05C6-6-2-1-1, Gen05C6-7-1-1-1, Gen05C6-7-1-1-2, Gen05C6-7-1-2-1, Gen05C6-7-5-1-1, Gen05C7-3-2-2-2,
Gen05C7-4-1-1-1, Gen05C7-4-1-1-2, Gen05C8-1, Gen05C8-2, Gen05Pr14-2-3-2, Gen05TGE1-4-2-2-2,
Gen05TGE1-4-4-1-2, Gen05TGE1-6-1-2-1, Gen05TGE1-8-1-1-1, Gen05TGE3-2-13-1, Gen05TGE3-6-12-1, J/94-3-
2-2, Mulatinho Ouro Preto, Retinto Dulce-m-Copon, UxC - 2.20, UxC - 2.3, UxC - 2.6, UxC - 3.1, UxC - 3.10, UxC
-3.7,UxC-8.1,VAX 1

75/3-7-1, J/161-2-2, J/39/4-2-2, J/39-1-1, J/39-1-3-2, J/39-1-4, J/39-2-3-2, J/39-3-1-1, J/39-4-3-1, J/43-1-1-1, J/43-1-
2-1,0/43-1-2-2, J/43-1-3-1, J/43-5-1, J/43-5-2, J/54-5-1, J/61-2-3-2, JI61-2-3-3, J/61-5-1, J/61-5-3-1, J/94-1-1-2, J/94-
2-31, J/94-3-1-2, , J/94-3-2-1, M/100-4-3-1, Flor de Mayo

Gen05C5-2-10-1-1, Gen05C5-2-10-1-2, Gen05C5-2-11-1-1, Gen05C5-2-11-2-1, Gen05C5-2-5-1-2, Gen05C5-2-8-2-
1, Gen05C6-1-6-1-1, Gen05C6-3-1-2-1, Gen05C6-3-5-2-1, Gen05C6-4-5-1-2, Gen05C6-4-5-2-1

Materiais obtidos pelo
programa de melhoramento
do IAC ap6s o ano de 2000

Materiais Mesoamericanos,
proveninetes do CIAT

Graos reiniformes

Cruzamentos do IAC

Materiais obtidos pelo
programa de melhoramento
do IAC apds o ano de 2000
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Conforme apresentado pela Figura 5 e pela Tabela 4, a melhor distribuicdo dos 500

acessos avaliados se deu em 15 grupos distintos:

= Grupos 1 e 5: O grupo 1 é formado por acessos que possuem graos de tamanho grande
sendo, em sua maioria, de origem Andina. Em contrapartida, o grupo 5 é caracterizado por
possuir graos pequenos, de origem Mesoamericana. Estes dois grupos do Structure foram os
que melhor se correlacionaram com os agrupamentos gerados pelo dendrograma, a partir do
método UPGMA (Anexo 1), sendo que tanto os do grupo 1 do Structure quanto os do grupo 5
ficaram nos extremos do dendrograma, com exce¢do do acesso ECU-311, que ficou no
agrupamento 1 do Structure devido exclusivamente ao tamanho do grdo, enquanto no
dendrograma foi agrupado entre os graos de tamanho maior, devido a sua coloragdo vermelha
assim como de outros acessos proximos, tais como Vermelhinho, Baetdo (N-314-EEAL),
Contender e Red Kidney. Segundo SOUZA et al. (2007), a cultivar México-309, alocada no
agrupamento 5 do presente trabalho, se mostrou resistente a 7 ragas do fungo Uromyces
appendiculatus, coletados no Estado de Minas Gerais.

= Grupos 2, 7 e 15: S&o subgrupos de um conjunto maior, envolvendo feijoes do tipo
carioca (da geracdo Gen05C01 a Gen05C06) e preto (Gen05Pr1l ao Gen05Prl14), que estdo
relacionados com uma mesma época de cruzamentos realizados pelo 1AC, sendo que muitos
destes acessos possuem genitores em comum. Observa-se também que dentre os acessos do
Grupo 15 estdo presentes apenas linhagens cariocas do Gen05C05 e Gen05C06, sendo que
todos possuem como um dos genitores a cultivar Pérola ou a linhagem Gen96A102.
Disposicdo semelhante de agrupamento também é observada pelo dendrograma, sendo
possivel inferir que o programa de melhoramento genético do IAC esta com uma base
genética muito estreita.

= Grupo 3: E composto por uma populagio tipo RIL, que compartilha os genitores CAL-
143 e IAC-UNA, pertencentes a pools génicos contrastantes e diferem quanto a resisténcia a
mancha-angular e antracnose. Os acessos desta popula¢do foram selecionados por se tratarem
de fontes de resisténcia para alguma ou ambas as doencas. O dendrograma separou este grupo
em trés subgrupos, sendo que alguns acessos (UxC5.11, UxC1.8, UxC3.3, UxC3.18, CxU2.8,
CxU2.19, UxC6.13, UxC2.12, CxU4.3, CxU4.10, CxU4.14, UxC1.20, CxU5.14, CxU6.1 e
CxU6.10) estdo proximos a linhagens do IAPAR, que sdo fontes de resisténcia para a
mancha-angular como o MAM-38 e 0 Mex279.

= Grupo 4: Apresenta forte relacdo com o dendrograma gerado e se refere a acessos de
feijdo do tipo carioca provindos da EMBRAPA arroz e feijdo. A partir da cultivar Aporé, foi

obtida a cultivar Pérola de onde foram geradas outras cultivares como a BRS-Pontal, BRS-
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Requinte, BRSMG-Talisma, entre outros. No entanto, nota-se que a cultivar Pérola, uma das
cultivares mais comercializadas e de grande importancia no mercado, que originou a maioria
das cultivares presentes neste grupo, foi alocada no agrupamento 6 do Structure junto com
outras cultivares elite. Neste contexto, é possivel sugerir que as cultivares obtidas a partir da
cultivar Pérola ndo atingiram o mesmo nivel de destaque no mercado por ndo terem herdado
tantas caracteristicas favoraveis, embora todas tenham alto grau de produtividade e comércio.
De acordo com RAMALHO et al. (2004), a cultivar BRSMG-Talisma possui resisténcia a
algumas ragcas do fungo Colletotrichum lindemuthianum e boa produtividade, com
precocidade de aproximadamente dez dias em relacdo as demais cultivares recomendadas no
Estado de Minas Gerais. Estudos realizados por REIS-PRADO et al. (2006) revelaram que as
cultivares BRS-Pontal e BRS-Requinte apresentam resisténcia a duas ragas do fungo
Pseudocercospora griseola.

= Grupo 6: Compdem o conjunto de acessos ja& melhorados geneticamente e altamente
produtivas, sendo que foram extensivamente explorados em cruzamentos realizados pelo
Instituto Agronémico de Campinas e do Parana (IAC e IAPAR) até o ano de 2000. Observa-
se que o dendrograma dividiu este Gnico agrupamento do Structure em dois subgrupos, sendo
que o primeiro apresenta maior proximidade entre os acessos: Carioca Comum, CV-48, FEB-
200, IAC-Apua, IAC-Ybaté, IAC-Carioca, LP01-38, LP9979, IAC-Carioca Tybatd, IAPAR-
14, IAPAR-57, IAPAR-80 e IAC- Votuporanga, que séo fontes de resisténcia para o virus do
mosaico dourado, e entre 0s acessos IAPAR-31, LH-II, IPR-Aurora, Juriti, Taquari, L507-1,
LP88-175, H96A31-P2-1-1-1, IAC-Carioca Arud, IAC-Carioca Akytd, IAC-Carioca Pyata,
que sdo fontes de resisténcia ao crestamento bacteriano. O segundo grupo reline 0S acessos
FT-Paulistinha, FT-Porto Real, Goytacazes, Mar/02, Guara, IAPAR-31, LH-II, IPR Aurora,
Juriti, Taquari, L507 e LP88-175, também resistentes ao crestamento bacteriano, sendo que o
acesso Mar/02, juntamente com o Mex279, séo resistentes & mancha-angular.

= Grupos 8 e 11: A maioria dos gendtipos presentes nestes dois grupos pertence a
cruzamentos realizados pelo IAC e envolvem genitores de grande importancia para o
programa. Os acessos que se iniciam com 49/61, por exemplo, foram originados a partir de
cruzamento duplo, que envolvem 4 genitores (IAC-Carioca Tybaté x Juriti / IAC-Alvorada x
IAC-Majestoso) e os que se iniciam com 50/62 s&o provenientes de cruzamento triplo ( IAC-
Carioca Tybata / IAC-Alvorada x IAC-Majestoso). Se observado pelo dendrograma, hd uma
mistura e grande proximidade entre 0s acessos atribuidos a estes dois grupos gerados pelo

Structure.
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= Grupos 9 e 12: Também formam subgrupos de um grupo maior e representam fontes do
CIAT, de origem Mesoamericana, sendo que 0s acessos Oito e Nove, Bat-93, Alemé&o e Pinto-
114, inseridos no grupo 12, sdo fontes de resisténcia a antracnose e estdo num grupo separado
do dendrograma, exclusivo para estes quatro acessos. A maioria dos demais acessos se
encontra num mesmo cluster do dendrograma.

= Grupo 10: Quase todos os gendtipos incluidos neste grupo geram plantas com maior
tamanho de raiz, o que auxilia na tolerancia ao estresse hidrico. Os acessos AND-279, G2333,
Michelite, RAZ-49, RAZ-56 e Turrialba-1, sdo fontes de tolerdncia & seca. Outro acesso com
tolerdncia a seca € o SEA-5, uma linhagem avancada do BAT 477 e ambos estdo no grupo 8
do Structure, porem acoplados aos acessos do grupo 10 pelo dendrograma, permitindo inferir
que estes sdo acessos bastante divergentes e interessantes para serem utilizados em
cruzamentos. TALAMINI et al. (2004) verificaram que as linhagens AB -136 e G2333 foram
resistentes a 43 isolados do fungo C. lindemuthianum, oriundas de diversas regides de feijao
do Brasil.

= Grupo 13: Todos os acessos deste grupo, incluindo o Mulatinho, Ouro Preto, Retinto-m-
Copon e Vax-1, apresentam grdos reniformes. Além disso, a maioria dos acessos deste grupo
pertence a mesma época de cruzamentos dos gendtipos alocados nos grupos 2, 7 e 15 do
Structure, porém se diferem pelos genitores envolvidos na genealogia de cada acesso. Os
gendtipos presentes no grupo 13 possuem como genitores 0s acessos 96A102 e/ou 96A31.

= Grupo 14: Sao todos de cruzamentos realizados pelo IAC ap6s o0 ano de 2000 e envolvem
genitores aparentados. Estdo bastante relacionados aos genotipos presentes nos agrupamentos
8 e 11, evidenciando novamente a necessidade de se introduzir maior variabilidade genética
no programa de melhoramento do IAC.

Foi possivel verificar que ocorreu uma distribuicdo dos genétipos de acordo com a
instituicdo de melhoramento ao qual pertencem (Grupos 2, 3, 4, 6, 7, 9, 11, 12, 14 e 15),
sendo que esta divisdo pode ser atribuida ao fato de cada instituicdo de pesquisa direcionar o
respectivo programa de melhoramento do feijoeiro de acordo com objetivos especificos para
se obter novas cultivares. PERSEGUINI et al. (2011) observaram a mesma situacdo ao avaliar
a diversidade genética contida em 60 cultivares de feijdo carioca pertencentes ao BAG do
IAC, enfatizando a necessidade de se utilizar diferentes acessos em cruzamentos visando
expandir a base genética utilizada.

Para acessar a diversidade genética presente nos 500 acessos do BAG do IAC, o
programa Structure se mostrou mais adequado quando comparado ao dendrograma, pois

embora as duas andlises tenham apresentado grande correspondéncia nos resultados, o
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Structure facilitou a interpretacdo dos resultados obtidos. O mesmo programa foi utilizado por
ZHANG et al. (2008) ao avaliarem a diversidade genética em geno6tipos chineses de feijéo
comum por meio de 30 marcadores microssatélites. Os autores encontraram grande
correspondéncia entre os agrupamentos do Structure com o método de agrupamento de
UPGMA. BURLE et al. (2010) também utilizaram o programa ao estudarem a estrutura
geneética de 279 genotipos de feijao fornecidos pela EMBRAPA arroz e feijdo, empregando
67 marcadores microssatélites e 4 SCARs, comprovando a eficiéncia da estatistica bayesiana
em andlises de diversidade genética e estruturacdo populacional. ASFAW et al. (2009)
confirmaram a existéncia do dois pools génicos de feijio comum na regio leste da Africa ao
analisarem a diversidade genética presente em 192 gendtipos da regido com 38 marcadores
microssatélites através do programa Structure. ALLCOCHETE et al. (2008) compararam 0s
agrupamentos gerados pelo Structure com o dendrograma baseado no método Neighbour-
Joining ao genotipar 298 acessos de arroz provenientes da EMBRAPA arroz e feijdo, com trés
paineis multiplex, consistindo de 16 locos de microssatélites. Os autores concluiram que
ambas as analises foram adequadas para avaliar a diversidade genética existente e

demonstraram alta correspondéncia entre si.

4.3 Formacéo do Painel de Diversidade Genética

Uma painel de diversidade contendo 180 gendtipos foi formado dentre os 500 acessos
do BAG do feijoeiro do IAC. Inicialmente, foram incluidos 75 acessos de grande importancia
para o programa de melhoramento genético do IAC, sendo que maioria destes possui grdos do
tipo carioca. Posteriormente, foram selecionados outros 105 acessos mais divergentes
geneticamente, tomando por base os agrupamentos fornecidas pela analise de UPGMA e pelo
Structure (Anexo II).

Assim como na colecédo original, o nimero de alelos presentes no painel de diversidade
variou entre 2 e 10 alelos para os SSR-gendmicos e entre 2 e 12 alelos para 0s SSR-ESTs. No
entanto, o valor médio de alelos por loco foi reduzido de 3,73 (SSR-genémicos) e 3,35 (SSR-
ESTs) para 3,66 e 3,26, respectivamente. Os maiores valores de PIC e de DP foram de 0,87 e
0,96 para o SSR-IAC66 e de 0,86 e 0,97 para 0 SSR-EST PvM21 respectivamente,
evidenciando a alta capacidade discriminatoria dos marcadores, embora todos 0s outros

marcadores tambem tenham apresentado elevados valores de PIC e de DP (Tabela 5).
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Tabela 5. Dados dos 58 microssatélites em 180 acessos de feijdo comum com seus respectivos
motivos, temperaturas de anelamento (Ta), tamanhos dos fragmentos, nimeros de alelos e valores dos
indices de polimorfismo de cada marcador (PIC) e do poder discriminatorio dos mesmos (DP). Os
primeiros 15 séo locos de SSR-gendmicos, e 0s demais 47 sdo locos de SSR-ESTSs.

0o (o]
esors | Aldos FIC OP besors | Al FIC DP
SSR-IAC20 02 0,35 0,81 PvM40 05 0,57 0,88
SSR-IAC24 03 0,26 0,74 PvM45 05 0,55 0,86
SSR-1AC52 06 0,61 0,88 PvM52 05 0,6 0,88
SSR-IAC58 03 0,44 0,83 PvM53 02 0,37 0,83
SSR-1AC62 08 0,82 0,95 PvM56 02 0,3 0,78
SSR-IAC63 02 0,37 0,85 PvM58 02 0,3 0,8
SSR-IAC66 10 0,87 0,96 PvM61 02 0,37 0,82
SSR-IAC68 03 0,51 0,9 PVM62 02 0,32 0,79
SSR-IAC127 02 0,35 0,81 PvVM66 05 0,48 0,86
SSR-IAC136 06 0,73 0,88 PvM68 03 0,16 0,71
SSR-IAC156 02 0,31 0,8 PVM73 02 0,37 0,82
SSR-IAC160 02 0,37 0,83 PVM75 02 0,35 0,81
SSR-IAC167 02 0,32 0,78 PVM79 02 0,36 0,81
SSR-IAC179 02 0,34 0,81 PvM93 02 0,17 0,72
SSR-1AC181 02 0,37 0,85 PVM95 02 0,34 0,8
PvMO1 06 0,61 0,89 PvM97 02 0,33 0,81
PvMO02 04 0,61 0,88 PvM98 03 0,17 0,71
PvVMO3 03 0,49 0,85 PvM100 03 0,22 0,75
PvMO04 07 0,76 0,92 PvM118 03 0,59 0,88
PvVMO7 04 0,58 0,88 PvM120 02 0,36 0,81
PvM11 02 0,2 0,75 PvM123 02 0,22 0,74
PvVM13 05 0,67 0,89 PvM124 02 0,37 0,82
PvM14 03 0,44 0,83 PvM126 03 0,19 0,72
PVM15 03 0,26 0,75 PvM127 03 0,43 0,82
PvM17 07 0,5 0,85 PvM132 02 0,27 0,76
PvM21 12 0,86 0,97 PvM148 02 0,33 0,8
PvM22 03 0,38 0,82 PvM150 03 0,45 0,85
PvM28 02 0,33 0,79 PvM151 02 0,33 0,79
PvVM36 02 0,37 0,82 PvM153 02 0,21 0,91

Os dados genotipicos dos 180 acessos de feijdo do BAG do IAC foram utilizados para

estimar as distancias genéticas, através da Distdncia Modificada de Rogers, e gerar 0
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dendrograma (Figura 6 e Anexo Il) pelo método de agrupamento UPGMA, cujos coeficientes
das distancias variaram entre 0,13 a 0,88, sendo idénticos aos observados anteriormente entre
0s 500 acessos. Embora os valores de bootstrap obtidos para dar suporte a cada n6 tenham
apresentado valores mais altos, a correlacdo cofenética (r) encontrada nos acessos do painel
de diversidade foi de 0,6, idéntica a encontrada no conjunto original. Para melhor
entendimento dos agrupamentos foi utilizado o programa Structure. A Figura 7 apresenta o
melhor valor de K obtido pela andlise bayesiana, indicando a divisdo dos 180 acessos em 4
grupos diferentes. Os acessos presentes em cada grupo do Structure se assemelham de acordo
com o tamanho de gréos e a instituicdo da qual foram originados (Figura 8). As principais

caracteristicas encontradas em cada grupo estdo descritas na Tabela 6.
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Figura 6. Dendrograma dos 180 gendtipos de feijdo, gerado a partir da distancia modificada de
Rogers, com os dados genotipicos dos 58 marcadores (Figura ampliada em Anexo I1).
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Valorde K  Médias Desvios-Padréo
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3 -14.762,92 27,39337511
4 -14.055,34 1,474109901
5 -13.617,32 21,52921271
6 -13.164,52 44,90748267
7 -12.783,84 76,41467791
8 -12.380,58 47,46300665
9 -12.213,86 159,0485869
10 -12.527,62 1.190,956350
11 -11.821,82 67,16924147
12 -11.634,82 70,98934427
13 -11.542,68 177,3965670
14 -11.406,98 230,6358320
15 -11.157,28 84,34051221
16 -10.963,14 17,97464881
17 -11.096,68 586,7191850
18 -10.757,30 123,8938255
19 -29.611,86 42.420,43012
20 -48.300,56 51.698,63205

Figura 7. Representacdo gréafica do nimero ideal de grupos no programa Structure inferido utilizando o critério de PRITCHARD et al. (2000). A anélise foi
baseada em dados obtidos a partir de 58 locos de microssatélites nos 180 gendtipos de feijao avaliados quanto a diversidade genética.
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Figura 8. Representagdo dos 180 gendtipos de feijdo comum de acordo com a anélise bayesiana do programa Structure. Os acessos avaliados foram divididos
em 4 grupos (K=4).
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Tabela 6. Nomenclatura dos 180 acessos contidos em cada um dos 4 grupos gerado pelo Structure e suas respectivas caracteristicas em comum.

Grupo

Acessos

Principais caracteristicas

Feijdo Suico, Chileno/Branco, Vermelhinho, Bagajo, Jalo-110, Jalo, Amendoim, Gen05C6-4-5-1-2, Branco
Argentino, UxC-1.1, UxC-2.20, UxC-1.2, UxC-1.19, UxC-1.5, UxC-3.9, UxC-4.17, UxC-9.2, UxC-9.16, CxU-1.3,
CxU-1.5, CxU-1.7, CxU-1.19, CxU-2.11, CxU-2.16, CxU-7.8, UxC-1.8, UxC-1.10, UxC-6.13, UxC-2.18, UxC-3.3,
CAL-143, Red Kidney

Flor de Mayo, 2-Mar, Michelite, DOR-390, DOR-391, DOR-476, Turrialba-1, AND-279, RAZ-56, RAZ-49, Carioca
Comum, Carioca Lustroso, Carioca MG, Carioca Precoce, H96A28-P4-1-1-1-1, H96A102-1-1-152, H96A31-P2-1-1-
1-1, IAC-Alvorada, IAC-Apud, IAC-AYSO, IAC-Carioca, IAC-Carioca Akytd, IAC-Carioca Arud, IAC-Carioca
Pyatd, IAC-Carioca Tybatd, IAC-Votuporanga, IAC-Ybaté, IAPAR-81, IAPAR-31, Pérola, Gen05C5-2-5-1-2,
Gen05C5-2-10-1-1, Gen05C6-3-5-2-1, Gen05C6-5-2-2-1, Gen05C6-5-7-1-2, Gen05C7-4-1-1-1, VAX1, A0774,
BAT447, SEA-5, IAC-UNA, Sanilac, FEB-176, FEB-177, J/39-2-3-1, J/61-5-3-1, J/43-5-1, J/43-1-1-1, J/39-1-3-2,
M/100-4-3-1, F/19-6, F/19-3-1, E/20-2-1, D/15-3-1, C/11-2-2, (1108xHarmonia)x(1108xBoreal/Brese), 29/24-6-1-1,
22/16-1-3-2

TO, Gen05P3-1-6-1, Gen05P4-2-6-2, Gen05P5-3-8-1, Gen05P5-3-8-2, Gen05P5-4-8-2, Gen05Prll-1-2-2,
Gen05Pr11-1-7-1, Gen05Pr11-2-3-1, Gen05Pr11-2-13-1, Gen05Pr11-2-14-2, Gen05Pr11-3-5-1, Gen05Pr11-6-5-1,
Gen05Pr11-6-12-2, Gen05PR12-2-5-1-2, Gen05PR12-2-2-1-1, Gen05PR12-2-4-1-2, Gen05PR13-1-8-1-2,
Gen05PR13-1-8-1-1, Gen05PR13-1-6-1-2, Gen05PR13-2-2-1-2, Gen05PR13-2-1-1-2, Gen05C1-3-2-1-1, Gen05C1-
3-3-1-1, Gen05C2-1-1-2-1, Gen05C2-1-6-1-1, Gen05C2-1-1-1-3, Gen05C2-1-1-1-1, Gen05C3-2-4-1-1, Gen05C3-2-
4-1-7, Gen05C4-3-1-1-2, Gen05C4-3-1-1-1, Gen05C4-4-3-1-2, Gen05C4-6-2-1-2, Gen05C5-1-2-2-2, Gen05C5-1-2-
=1

Frijol Negro, ECU-311, México-115, Baetdo (30273), Preto-208, Preto-184, Honduras-32, Guatemala-479, Jamapa
(CNF-1671), Mulatinho (VP-102), Tupi, RosinhaG2, Preto do Pocrone, Porrillo-1, México-498, Small White 59
Preto, Perry Marron, Mortifio, Rosado-13, Porrillo Sintético, Puebla-152 (CIAT), ARA-1, Caeté (preta), IAC-
Maravilha, FEB179, Jamapa (CIAT), Puebla-152 (CNF-1807), EMP-81, ARC-3, ARC-4, LP-90-91R.Bac., EMP-
407, FEB180, Oito e Nove, Alemao, Bat-93, Pinto-114, G2333, PI-165426, RAZ-55, Batista Brilhante (CB), 82
PVBZ-1783, A-449, Aporé, Branquinho, BRS-Cometa, BRS-Horizonte, BRS-Pontal, BRS-Requinte, BRSMG-
Talismé&, Campedoll, Caneludo, Gen05C7-3-2-2-2, J/54-5-1

Gréos de tamanho grande,
tipicamente Andinos

A maioria possui gréos do
tipo carioca com grande
importancia aos programas
de melhoramento do IAC e
do IAPAR

Cruzamentos recentes
realizados pelo programa de
melhoramento do IAC

A maioria é proveniente do
CIAT ou EMBRAPA
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De acordo com as Figuras 7 e 8 e com a Tabela 6, é possivel observar que os 180
acessos foram distribuidos em 4 grupos distintos, de acordo com os pools génicos Andino e
Mesoamericano e principalmente direcionado pelo melhoramento genético realizado.

O grupo 1 foi separado por apresentar predominantemente gendtipos com sementes
grandes, tipicamente Andinas, onde se explora caracteristicas de interesse voltadas para
exportacdo, tais como o Feijdo Suico, Chileno/Branco, Branco Argentino, Amendoim,
Bagajo, Jalo e Jalo-110. Outra caracteristica observada no grupo em questdo, além do
tamanho dos grdos, é a coloracdo rajada e avermelhada dos mesmos, que caracteriza as
cultivares Red Kidney e Vermelhinho e a maioria dos acessos provenientes dos cruzamentos
Cal-143 x IAC-UNA (CxU) e IAC-UNA x CAL-143 (UxC).

De acordo com ALZATE-MARIN et al. (2006), os feijoes do tipo vermelho apresentam
ampla aceitacdo por pequenos e médios produtores na regido da Zona da Mata mineira, sendo
que a cultivar Vermelhinho é a mais plantada. Neste sentido, os autores caracterizaram a
reacdo da cultivar Vermelhinho a diferentes patotipos de U. appendiculatus, C.
lindemuthiaum e P. griseola, onde foi possivel observar que a mesma ndo possui os alelos de
resisténcia as doencas utilizadas no programa de melhoramento conduzido no
BIOAGRO/UFV, sendo necesséario utilizar retrocruzamentos visando a transferéncia de genes
de resisténcia a esta cultivar de importancia econdémica tanto no mercado interno quanto no
externo.

Os acessos presentes nos outros trés grupos (2, 3 e 4) possuem sementes menores, sendo
tipicamente Mesoamericanas e foram distribuidos de acordo com a instituicdo dos programas
de melhoramento ao qual pertencem. Os gendtipos alocados no grupo 2 apresentam, em sua
maioria, grdos do tipo carioca com grande importancia comercial e possuem uma base
genética antiga, pois foram extensivamente explorados pelos programas de melhoramento do
IAC e IAPAR até o final da década de 1990, onde foi priorizado o desenvolvimento de
cultivares com genes de resisténcia para mancha angular (Mar/2, Michelite), mosaico dourado
(DOR-390, DOR-391, DOR-476), caruncho (RAZ-56, RAZ-49), tolerancia a seca (BAT-447,
SEA-5) e baixo nivel de fosforo (FEB-176, FEB177), alem de produtividade e caracteristicas
de mercado voltadas para a qualidade grios (IAC-Alvorada, IAC-Apud, IAC-AYSO, IAC-
Carioca, IAC-Carioca Akyta, IAC-Carioca Arud, IAC-Carioca Pyatd, IAC-Carioca Tybatd,
IAC-Votuporanga, IAC-Ybaté, IAPAR-81, IAPAR-31, Pérola). J& 0s genotipos presentes no
grupo 4 se assemelham aos do grupo 2, no entanto, a maioria dos acessos contidos neste

agrupamento é proveniente do CIAT, sendo que muitos destes foram selecionados e langados
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pelos programas da EMBRAPA arroz e feijdo, como as cultivares BRS-Cometa, BRS-
Horizonte, BRS-Pontal, BRS-Requinte e BRSMG-Talisma.

O grupo 3 abrange gendtipos obtidos por cruzamentos recentes, realizados pelo Instituto
Agrondmico entre 0s anos de 2000 a 2007 visando a introgressdo de genes de resisténcia as
principais doencas em cultivares do tipo carioca e preto e com boa aceitacdo de mercado. Foi
possivel observar mudancas na base genética destes acessos em relacdo aos distribuidos nos
grupos 2 e 4, uma vez que O programa passou a ter como principais objetivos: manter as
caracteristicas morfologicas das cultivares mais aceitas no mercado, manter alta produtividade

e também alta qualidade nutricional e tecnoldgica dos graos.

4.4 Validagéo do Painel de Diversidade

Ao genotipar os 500 acessos do BAG do feijoeiro do IAC com 58 marcadores
microssatélites foram obtidos 200 alelos polimorficos, sendo que 195 destes alelos estdo
presentes nos 180 gend6tipos que compdem o painel de diversidade para fins de mapeamento
associativo, sugerindo que se foi mantido no painel de diversidade cerca de 97,5% da
variabilidade genética existente na colecdo original.

A andlise de variancia foi realizada comparando-se 0s dois conjuntos de dados
utilizados no presente estudo: 1) 500 acessos do BAG e 2) painel de diversidade com 180
genotipos (Tabela 7). Os resultados desta analise contribuiram com os resultados anteriores
evidenciando que se manteve mais de 97% da variabilidade genética da colecdo original no

painel de associacao.

Tabela 7. Andlise de variancia considerando-se duas populagdes: 1) colecdo original com 500 acessos
do BAG do feijoeiro do IAC; 2) painel de associa¢éo contendo 180 acessos da colecéo original.

Fonte de Soma de Componentes Porcentagem

variacgao quadrados da variancia de variagdo p-valor
Entre 213,355 0,40356 2,75377 < 0,001
Dentro 18416,941 14,25113 97,24623 < 0,001
Total 18630,296 14,65469
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5 CONCLUSOES

= Os 15 marcadores SSR-gendmicos e os 43 SSR-ESTs foram suficientes e eficientes para
acessar a diversidade genética presente nos 500 acessos de feijdo comum do Banco Ativo de

Germoplasma do IAC.

= Os agrupamentos gerados pela estatistica bayesiana do programa Structure foram mais
eficientes do que os gerados pelo método UPGMA para acessar a diversidade genética entre
0s 500 acessos do BAG e dentro do painel de diversidade, além de fornecer maior

entendimento da estruturacéo entre os acessos avaliados.

= O agrupamento por UPGMA correlacionado com o0s agrupamentos do Structure
forneceram uma excelente ferramenta de trabalho para os melhoristas, auxiliando no

direcionamento de préximos cruzamentos a serem realizados.
= O painel de diversidade contendo 180 genotipos representa mais de 97% da variabilidade

genética contida no conjunto original de 500 individuos e serd utilizado para fins de

mapeamento associativo.
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