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Resumo

O feijao é um alimento importante, principalmente em paises em desenvolvimento, onde é
utilizado como fonte primaria de proteinas, ferro e carboidratos. A média de produtividade
de graos no Brasil, no entanto, é baixa, em virtude, principalmente, da complexidade e
diversidade dos sistemas e épocas de cultivo e, também, da estreita variabilidade genética
das cultivares comerciais em uso. Uma das alternativas para incrementar esta
produtividade é a melhor utilizacado dos recursos genéticos existentes, como fonte de
introducao de variabilidade genética nos programas de melhoramento. O conhecimento da
extensao e distribuicao da variabilidade genética das espécies cultivadas é uma condicao
basica para incrementar a utilizacdao do germoplasma nesses programas. Para esta
finalidade, marcadores moleculares fornecem a melhor estimativa da diversidade genética,
pois sdo independentes de efeitos ambientais. A técnica de marcadores ISSR (Inter simple
sequence repeats) envolve a amplificacdo de DNA por PCR e sdo supostamente,
marcadores nucleares neutros e dominantes, reproduziveis e ndo requerem conhecimento
prévio da seqliiéncia genémica. A utilizacdo de ISSRs tem sido uma forma répida, simples e
barata para acessar a diversidade, para identificacdo de cultivares e populacoes
geneticamente préximas e para estudos de processos evoluciondrios, como sistemas
reprodutivos e fluxo génico. Foram analisadas 6 cultivares de feijao (Rim de porco,
Enxofrao2, Enxofrdao3, Rosinha, Paranda, Jalo1) com 5 amostras de cada. Utilizou-se 9
primers ISSR que apresentaram marcadores no mapa referéncia de feijao (Bat93 X Jalo
EEP558), e nas cultivares analisadas amplificaram 26 marcadores. ISSR mostrou-se
promissora, reproduzivel para deteccao de variabilidade entre cultivares, ndo mostrando
variacdo entre amostras da mesma cultivar.

Termos para indexacao:

Phaseolus vulgaris, sequéncias internas repetitivas, variabilidade genética,
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Genetic variability analysis of
bean cultivars with ISSR markers

Abstract

Beans are very important food legume, mainly for developing countries where they are
used as primary protein, iron and carbohydrate source. The mean productivity in Brazil is
low, due, mainly, to complexity of cultivation systems and cultivation time and also to the
low genetic variability of commercial cultivars in use. The knowledge of extension and
distribution of the genetic variability is an important condition to improve the germplasm
utilization in breeding programs. To this end, molecular markers provide the best genetic
diversity estimate, as they are independent of environmental effects. The ISSR (Inter
simple sequence repeats) technique involves the DNA amplification by PCR. These markers
are supposedly nuclear, neutral, dominant and do not require previous knowledge of the
genomic sequence. The utilization of ISSR has been a fast, simple and cheap way to
access the diversity, to identify cultivars and populations genetically close and to study
evolutionary processes, as reproductive system and gene flow. Six bean cultivars (Rim de
porco, Enxofrao2, Enxofrdao3, Rosinha, Parand, Jalo1) were analyzed, with five samples of
each. Nine ISSR primers that were mapped in the reference map were utilized and
presented 26 polymorphic markers. ISSR showed to be promissory and reproducible to
detect variability between bean cultivars, showing no variation within samples of the same
cultivar.

Index terms:

Phaseolus vulgaris, ISSR, genetic variability, germplasm



Introducéo

Visando o manejo sustentavel da agrobiodiversidade nos biomas Cerrado e Caatinga, o
Programa Biodiversidade Brasil-Italia fez um trabalho participativo para levantar as
caracteristicas desejaveis de comunidades de pequenos agricultores em seu contexto
ambiental e socioecondmico. Estas caracteristicas vém sendo alvo das atividades com
marcadores moleculares a serem utilizados na conservacao, no melhoramento genético e
eventual selecao. Para feijoeiro comum: tolerancia a baixa fertilidade do solo (N, P e K);
tolerancia ao estresse hidrico; tolerdncia a alta temperatura; tolerancia a podridao de
fusério; tolerancia a mancha angular e precocidade. O feijdo é um alimento importante,
principalmente em paises em desenvolvimento, onde é utilizado como fonte priméaria de
proteinas, ferro e carboidratos. O feijoeiro comum é cultivado em todos os estados da
Federacao, e os principais, Parand, Minas Gerais, Bahia, Sdo Paulo e Santa Catarina,
representam 55% da producédo (SANTOS e BRAGA, 1998). A média de produtividade no
Brasil, no entanto, é baixa, em virtude, principalmente, da complexidade e diversidade dos
sistemas e épocas de cultivo e, também, da estreita variabilidade genética das cultivares
comerciais em uso. Uma das alternativas para incrementar esta produtividade é a melhor
utilizacdo dos recursos genéticos existentes, como fonte de introducao de variabilidade
genética nos programas de melhoramento.

Para esta finalidade, marcadores moleculares fornecem a melhor estimativa da diversidade
genética. A técnica de marcadores ISSR (Inter simple sequence repeats) envolve a
amplificacdo de DNA por PCR, usando um Unico primer composto de uma seqiiéncia de
microssatélite, ancorado na regido 3" ou 5" por dois a quatro nucleotideos arbitrarios e
sempre degenerados (ZIETKIEWICZ et al., 1994) (Fig 1). Sdo supostamente, marcadores
nucleares neutros e dominantes, reproduziveis e ndao requerem conhecimento prévio da

seqliéncia gendmica.
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Figura 1 - Esquema do desenho de primers ISSR e da amplificacdo (GIANFILIPPI, 2006)



Este trabalho teve como objetivo testar a utilizacdo de ISSRs como uma forma rapida,
simples e barata para acessar a diversidade e para identificacdo de cultivares de feijoeiro

comum.

Material e Métodos

Para o desenvolvimento deste trabalho foram analisadas 6 cultivares crioulas de feijoeiro
comum: A- Rim de porco, B- Enxofrdao2, C- Enxofrao3, D- Rosinha, E- Parana, F- Jalo1)
com 5 amostras de cada. O DNA foi extraido de folhas jovens de acordo com o protocolo
descrito em Ferreira e Grattapaglia (1998).

Testou-se 12 primers ISSR que representam marcadores no mapa referéncia de feijao
(Bat93 X Jalo EEP558) (ACAMPORA et al., 2007) (Tabela 1). Desses, 9 primers
apresentaram polimorfismo entre as cultivares analisadas. A analise dos marcadores ISSR
polimérficos permitiu gerar uma matriz binaria baseada na presenca ou auséncia destes
marcadores, utilizada para estimar a similaridade genética entre os acessos, empregando-se
o coeficiente de Jaccard. Os acessos foram agrupados segundo sua similaridade pelo
método de agrupamento UPGMA ("Unweighted Pair Group Method with Arithmetic
Average”) utilizando o software NTSYS versdo 2.02pc (ROHLF, 1992) e os agrupamentos
foram observados por meio do dendrograma produzido.

Tabela 1. Primers utilizados em estudos genéticos de feijoeiro comum no Laboratério da Universidade
de Viterbo

Temperatura anelamento Degeneracdo Temperatura anelamento Degeneracéo

42°C 56°C

ISSR1 (GACA);RG R= A+G ISSR7 (AG)sYG Y=C+T

ISSR2 (GACAC), ISSR8 (CA)sRY R= A+G
Y=C+T

ISSR3 (GA)sRG R= A+G ISSR9 (AC)sYA Y=C+T

ISSR4 YR(GACA), Y=C+T ISSR10 (GA)sYT Y= C+T

R=A+G

ISSR5 (ACTG); RG R= A+G ISSR11 (GT)s YC ==C+T

ISSR6 (GACA);RT R= A+G ISSR12 BDB(CA), B= G+T+C
D= G+A+T

Resultados e Discussao

Os 9 primers ISSR (ISSR1, ISSR2, ISSR3, ISSR5, ISSR6, ISSR7, ISSR9, ISSR11, ISSR12)
utilizados nas cultivares analisadas amplificaram 26 marcadores polimérficos (Fig.3) de um
total de 100 fragmentos amplificados. As bandas variaram de 300 a 1400 pb de tamanho
quando comparadas ao marcador 1 Kb. O primer ISSR6 amplificou uma banda que ocorreu

somente nos individuos da cultivar Parand, enquanto os 26 marcadores ISSR selecionados



e utilizados na anélise de similaridade distinguiram claramente as cultivares incluidas nesse
estudo.

Um dendrograma UPGMA resultante da andlise de agrupamento SAHN baseada no
coeficiente de dissimilaridade de Jaccard é mostrado na Figura 2. Ele inclui os 30
individuos avaliados, 5 de cada cultivar. O fenograma contém 6 grupos correspondentes as
6 cultivares, sendo que nao houve diferenca entre os individuos de cada cultivar.
Adicionalmente, as cultivares nao foram agrupadas de acordo com seu grupo génico, pois
Jalo, Enxofrdo 2, Enxofrdo 3 sdo do grupo andino e Rin de Porco, Parana e Rosinha do
mesoamericano (Fig 2). Inter simple sequence repeats tem sido usado para explorar a
estrutura gendémica, acessar a diversidade genética em colecdes de germoplasma, assim
como determinar a freqliéncia de repeticoes de seqUéncias simples em varias espécies
(BLAIR et al.; PREVOST e WILKINSON, 1999). Os ISSRs tém provado serem reproduziveis,
faceis de gerar, e um conjunto versatil de marcadores que ndao necessitam conhecimento
prévio da seqiiéncia do genoma para gerar marcadores, como SSRs (GUPTA et al., 1994).
A flexibilidade para desenhar primers contendo di-, tri-, ou tetra-nucleotideos repetitivos
ancorados por um ou mais nucleotideos no final 3’ ou 5’ faz deles marcadores ideais para
explorar o genoma de qualquer espécie, incluindo aquelas que ndao se tem conhecimento

prévio da seqliiéncia de DNA.
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Figura 2 - Eletroforese em gel de agarose 2% da reacdo com primer ISSR 3 para Feijao; Coluna 1- marcador
molecular; A- amostras da cultivar Rim de Porco; B- cultivar Enxofrao3; C- cultivar Enxofrdo2; D- cultivar

Rosinha; E- Paranda; F- cultivar Jalo.
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Figura 3 — Dendrograma representando a dissimilaridade de Jaccard entre 6 cultivares de fejjdo analisadas com 24
locos ISSR. As porcentagens indicam as consisténcias dos nés. A- amostras da cultivar Rim de Porco; B- cultivar

Enxofrao3; C- cultivar Enxofrdo2; D- cultivar Rosinha; E- cultivar Parana; F- cultivar Jalo.

Conclusoes

Os resultados obtidos mostram que ISSR é uma técnica promissora de grande valia para
utilizacdo em estudos da variabilidade genética em acessos de feijoeiro comum, sobretudo
para a distincao de cultivares. Este marcador pode ainda ser utilizado em estudos de
estrutura genética das colecdes, mapeamento de caracteristicas importantes e utilizacao

futura na selecao assistida por marcadores moleculares e andlise de pedigree.
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