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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 no Brasil, no entanto, é baixa, em
virtudé, principalmente, da complexidade 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 introducdo de variabilidade
genética nos programas de melhoramento. O conhecimento da extenséo e
distribuicdo da variabilidade genética das espécies cultivadas e seus parentes
silvestres é uma condicdo bésica para incrementar a utilizacdo do germoplasma
nesses programas. Para esta finalidade, marcadores moleculares fornecem a
melhor estimativa da diversidade genética, pois sdo independentes de efeitos
ambientais. Marcadores RAPD tém sido muito utilizados para analise de
variabilidade genética em Bancos de Germoplasma, pois apresentam, em geral,
um alto conteudo informativo, identificam um bom ndmero de locos polimérficos
por reacdo, além de ser uma técnica altamente acessivel, por ser rapida, de baixo
custo e pouco intensiva em mao-de-obra. Este trabalho teve como objetivo o
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Estudo das Relacbes Genéticas de Acessos de Feijdo Utilizando Marcadores RAPD

estudo da variabilidade de acessos representativos da colecdo de germoplasma
de feijdo mantida na Embrapa Arroz e Feijdo, utilizando marcadores RAPD.
Foram analisados 80 acessos de feijaio comum (P. vulgaris), 2 acessos de feijdo
fava (P. lunatus) e 3 acessos de feijdes silvestres, utilizando-se 105 marcadores
RAPD. Formaram-se dois agrupamentos principais, um contendo acessos de

P. vulgaris e o outro com P. lunatus. Dentro de P. vulgaris, formou-se um
grande grupo de feijdes de origem Mesoamericana, como preto, carioca e roxo e
um grupo contendo feijdes Andinos, tipo manteigdo. Foi possivel a identificacao
de acessos de feijdo preto com até 60% de similaridade e acessos de feij&o
carioca e mulatinho com até 78% de similaridade. Estes dados sdo uma fonte de
informacé&o adicional aos melhoristas, durante a etapa de planejamento de novos
cruzamentos, visando o aumento da variabilidade genética das populacbes de

melhoramento.

Termos para indexacdo:Phaseolus, RAPD, variabilidade genética, germoplasma

Study of Genetic

Relatedness in Beans Based
in,,‘ RAPD 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. One alternative to increase the productivity is the better use of
available genetic resources, as a source of genetic variability in breeding
programs. The knowledge of the extension and distribution of genetic variability
of cultivated species and its wild relatives is a basic condition to increase the
utilization of germplasm in breeding programs. For this end, molecular markers
provide the best genetic diversity estimate, as they are independent of
environmental effects. RAPD markers have been used in genetic variability
studies of germplasm banks. These markers present, in general, high information
content, identify a good number of polymorphic loci by reaction, and constitute
a highly accessible technique, because it is fast, low-cost and low intensive in
hand-work. This work had the objective to study the variability of representative
accessions of the germplasm collection maintained by Embrapa Arroz e Feijdo
using RAPD markers. Eighty accessions of P. vulgaris, 2 accessions of

P. lunatus and 3 wild accessions were analyzed using 105 RAPD markers. Two
main groups were formed, one containing P. vulgaris accessions and another
one with P. Junatus accessions. Within the P. vulgaris group, a large group was
differentiated containing Mesoamerican pool beans, such as black, “carioca” and
red beans and a second subgroup with beans of Andine pool. In P. vulgaris
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group, it was also possible to identify accessions of black bean type with '
similarity of 60% and accessions of “carioca” and “mulato” bean types with
similarity of 78%. This data are an additional information source to br_eeders
during the planning phase of new crossings, aiming to increase genetic
variability of the breeding populations.

Index terms:
Phaseolus, RAPD, genetic variability, germplasm !
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Introducéo

O feijdo (Phaseolus vulgaris L.) é uma das leguminosas alimenticias mais
importantes do mundo. A América Latina é responsavel por aproximadamente
metade da producdo mundial e Brasil, México e América Central sdo os maiores
produtores deste continente (CGIAR, 1997). O feijdo é importante
principalmente para os paises em desenvolvimento, onde é utilizado como fonte
primaria de proteinas, ferro e carboidratos. Apesar disso, a média de
produtividade do feijdo é baixa, em virtude, principalmente, da complexidade dos
sistemas e épocas de cultivo, ou seja, da coexisténcia de sistemas altamente
tecnificados com sistemas de subsisténcia. Também tem sido apontada como
uma limitacdo para o aumento do rendimento da cultura, a estreita variacdo
genética no “background” das cultivares comerciais desenvolvidas pelos
programas de melhoramento. No Brasil sdo plantadas vérias cultivares de feijao
que representam, basicamente, os tipos comerciais mais comuns: Preto, Carioca,
Mulatinho, Roxo, Rosinha e Amarelo (Silva,1999). A andlise de “pedigrees” e
do padrdo da proteina faseolina em acessos de Phaseolus cultivado e silvestre
evidencia que a base genética do feijdo cultivado é bastante estreita

(Gepts, & Bliss, 1986). O germoplasma utilizado no melhoramento genético do
feijdo consiste principalmente de material cultivado e poucas formas silvestres
tém sido incorporadas (Bliss, 1989). Segundo Voysest et al. (1994a), nos
programas de melhoramento da América Latina, a predominéncia de hibridacdo
dentro de gendtipos de uma mesma raca mostra um padrdo marcado pela
excessiva contribuicdo genética de um pequeno grupo de ancestrais da raca
Mesoamericana.

E premente, portanto, a necessidade de se ampliar a base genética dos
programas de melhoramento de feijdo e um pré-requisito para o uso dos recursos
genéticos € o conhecimento detalhado da extens&o e distribuicdo da variabilidade
genética disponivel nas espécies cultivadas e seus parentes silvestres.

A Embrapa Arroz e Feijdo mantém uma grande colecéo de variedades e parentes
silvestres de feijdo. Para se gerar conhecimento sobre a variabilidade genética
disponivel, é necesséria a caracterizagdo deste germoplasma. Diversas técnicas
de biologia molecular sdo disponiveis, hoje, para a deteccéo de variacdo genética
em sequéncias de DNA, ou seja, para deteccdo de polimorfismo genético.

Estas técnicas permitem a obtencdo de um nimero ilimitado de marcadores
moleculares, cobrindo todo o genoma do organismo. Os marcadores moleculares
sdo, em geral, neutros em relacdo a efeitos fenotipicos, e podem ser utilizados
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para caracterizar o genétipo de um individuo, a partir de amostras de células ou
tecidos em qualquer estadio de desenvolvimento da planta
(Ferreira & Grattapaglia, 1995). Recentemente, grandes avancos tém sido
obtidos com vérias técnicas moleculares, as quais tém tornado possiveis 0s
estudos de variabilidade, de similaridade e de distadncia genética entre
organismos. Um dos métodos mais simples e répidos baseia-se na andlise de
polimorfismo de fragmentos de DNA amplificados ao acaso (RAPD — “Random
Amplified Polymorphic DNA”) (Williams et al., 1990; Welsh & McClelland,
1990). A técnica envolve a utilizagdo de um Unico “primer” na reacdo de PCR
(“Polymerase Chain Reaction”), o que resulta na amplificacdo de varios produtos
discretos de DNA na mesma reacdo de amplificacdo (PCR). Cada produto é
derivado de uma regido do genoma que contém dois segmentos curtos
complementares ao “primer”, em fitas opostas de DNA e suficientemente
préximos para que a amplificagdo ocorra. Os polimorfismos s&o detectados como
presenca ou auséncia de bandas e resultam da diferenca na seqiiéncia de DNA,
que possibilita ou ndo o anelamento do “primer”. Estas bandas s&o herdadas de
forma Mendeliana e, portanto, sdo Gteis como marcadores moleculares para
caracteres qualitativos e quantitativos (Williams et al., 1990). Marcadores do
tipo RAPD s&o marcadores dominantes, ou seja, em um individuo heterozigoto,
somente é detectado um alelo. Apesar disto, estes marcadores s@o extremamente
eficientes na andlise de colecdes de germoplasma muito extensas, pois podem
amostrar simultaneamente vérias regies genémicas, além de possuirem um dos
menores custos, em comparacdo com as demais classes de marcadores
moleculares. Sua aplicacdo na andlise de diversidade genética de feijdo pode
trazer novas informacdes e auxiliar o programa de melhoramento desta espécie.
O objetivo deste trabalho foi a utilizacdo de marcadores RAPD no estudo da
variabilidade genética entre acessos de feijdo, representativos da colecéo de
germoplasma da Embrapa Arroz e Feijdo, visando a ampliacéo da base genética
de populacdes iniciais do programa de melhoramento.

Material e Métodos

Oitenta e cinco acessos da colecdo de germoplasma de feijdo (Tabela 1) mantida
pela Embrapa Arroz e Feijao foram selecionados, para realizacéo de uma analise
de similaridade genética, com a utilizagdo de marcadores RAPD. O grupo é
formado por acessos representativos da colecdo de germoplasma, sendo 80
acessos de feijdio comum (P. vulgaris ), 2 de feijdo fava (P. lunatus ) e 3 acessos
de feijdes silvestres oriundos do México, Argentina e Peru.

Estudo das Relacdes Genéticas de Acessos de Feijdo Utilizando Marcadores RAPD

Tabela 1. Acessos de feijdo da colecéo de germoplasma da Embrapa Arroz e

feijao, utilizados na andlise de variabilidade genética com marcadores RAPD.

i
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10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21

22

23
24

25 -

26
27

246
480
546
1056
1162
1206
2035
2147
2150

3228
4024
4108
“4514
4640
4681
4856
4947
5036
5417
5455
5484
5488
5490
5494
5520
5533
5544

Mineiro Precoce

Ouro Negro

Goiano Precoce

Méo Curta
IPA 74-19
Roxdo EEP
Rio Tabagi
Catu
EPABA 1

Moruna 80
A 230 Serrano
A 285 Ruda

Capixaba Precoce

Varre Sai
IAPAR 10
Rubi

Jalo EEP 558
Cubano

Onix

IPA 6 L 1055
Barriga
Minuano
Macotaco
Macanudo
Corrente

Sado José

Manteigdo

Preto
Manteigdo
Mulato
Mulato

Vermelho/Roxo

Preto
Mulato
Mulato

Preto
Preto
Carioca
Preto
Preto
Preto
Rosinha
Manteigdo
Preto
Preto
Mulato
Verde Preto
Preto
Preto
Preto
Mulato
Mulato

EMGOPA Quro 201 Amarelo

a

Continua...
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Tabela 1. Continuagéo.

28 5597
29 5598
30 5599
31 5604
32 5612
33 5613
34 5824
35 5887
36 5923
37 6134
38 6141
39 6296
40 6530
41 6537
42 6538
43 6548
44 6850
45 6878
46 7050
47 7057
48 7090
49 7131
50 7132
51 7133
52 7135
53 7137
54 7138
55 7294
56 7382

FT 120
Chapecé

Rio Negro
BR1 Xodé
Iraf

IAPAR 14
Aporé
Goyatacazes
Diamante Negro
FT Taruma
Ouro Branco
Safira

FT 85-206
IAC Carioca
Vermelho 2157
Princesa
Novo Jalo
Jalo Precoce
Roxo 90
Xamego

MA 733327
IAPAR 31
IAPAR 44
IAPAR 57
Bambui
Porto Real
FT Bonito
CB 911921
IAPAR 65

Preto

Preto
Preto
Preto
Manteigao
Carioca
Carioca
Carioca
Preto

Preto
Manteigdo
Vermelho/roxo
Carioca
Carioca
Vermelho/roxo
Carioca
Manteigado
Manteigédo
Roxo
Preto
Preto
Carioca
Preto
Carioca
Mulato
Carioca
Carioca
Preto

Preto

(Linhagem)

(Linhagem)

Estudo das RelacGes Genéticas de Acessos de Feijdo Utilizando Marcadores RAPD

Tabela 1. Continuacéo.

57 7383
58 7384
59 7449
60 7560
61 7624
62 7800
63 7844
64 7845
65 7893
66 7907
67 7940
68 810441
69 840563
70 840621
71 871004
72 880156
73

74

75

76

77

78

79  GL 0071

80  GL 0075
81

82

83 .

84

IPA 11-Brigida Carioca
Pérola Carioca
IAC Carioca Pyata Carioca
Valente Preto

TB 94-01 Preto
lacuna Preto
Carioca Akyta Carioca
IAC Carioca Arua  Carioca
IAC Bico de Ouro  Mulato

FT Nobre Preto

LP 96-32 Carioca
Mulatinho Vagem Roxa
Bagajo Manteigao
Manteiga Manteigao
Jalinho Amarelo
Favita Manteigdo
96201333

96201531

97200441

G 12670 Silvestre
G 21200 Silvestre
G 23426 Silvestre

Fava Desconhecida (P. /lunatus)

Fava var. Potato (P. Lunatus)

96200246
Cl 9690
LP 97-58
VI 4899

Mulato

(Linhagem)

—_

(Linhagem)
2
2
2
2
2

1 (Linhagem)
1 (Linhagem)
1 (Linhagem)
México
Argentina

Peru

Continua...

1- Melhoramento; 2- Tradicional (crioulo)
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DNA genémico total foi isolado de folhas jovens de acordo com

Doyle & Doyle (1987). As reacées de RAPD foram feitas em volumes de 13 yl,
contendo: tris-HCl 10 mM pH 8,3, MgCl, 1,5 mM, BSA 1,0 mg/ml, 0,2 mM de
cada dNTP, primer 0,4 uM, 7,5 ng de DNA gendémico e 1 unidade de 7ag DNA
polimerase, conforme descrito em Ferreira & Grattapaglia (1995). As reacdes
foram feitas num termociclador MJ, programado para 40 ciclos de 1 min a 92°C,
1 min a 35°C, 2 min a 72°C. Os produtos das reacdes foram separados por
eletroforese em géis de agarose a 1,5%, usando tampao Tris-Borato-EDTA
(TBE). Foram obtidas fotos de géis corados com brometo de etidio sob luz UV.
Os tamanhos das bandas foram determinados por comparacdo com o marcador
de 1 Kb.

Foram testados 41 “primers” RAPD (Operon Tech.), para selecionar os mais
informativos, ou seja, mais polimérficos, reproduziveis e com boas resolucdes de
bandas. Cento e cinco fragmentos polimérficos selecionados foram utilizados
para estimativas dos coeficientes de similaridade e andlises de agrupamento.

Os dados foram analisados de acordo com a presenca ou auséncia da banda no
gel, sendo o nivel de similaridade genética entre os acessos estimado através do
indice de Jaccard, utilizando-se o programa NTSYS-pc versdo 2.02
(Rohlf,1993). As estimativas de similaridade genética foram empregadas para
construcdo do dendrograma, pelo método UPGMA.

Resultados e Discussao

Dos 41 “primers” testados, 19 foram selecionados (OP-A6, OP-A13, OP-C9,
OP-C16, OP-C19, OP-N7, OP-N10, OP-O5, OP-R3, OP-R4, OP-R7, OP-R9,
OP-U17, OP-V16, OP-V15, OP-W7, OP-W9, OP-W11, OP-W13), por serem
informativos, ou seja, polimérficos, reproduziveis e com boas resolucdes de
bandas. Cada “primer” selecionado amplificou entre 3 e 13 bandas, com uma
média de 5,84 marcadores por “primer”. Um exemplo de padrdo de amplificacdo
com marcadores RAPD é apresentado na Fig. 1. Um total de 105 marcadores
polimérficos foi utilizado na andlise das relacGes genéticas entre os 85 acessos
de feijao (Tabela 2). Considerando os 80 acessos de P. vulgaris, a similaridade
genética média foi de 0,64. O menor valor (0,39) foi observado entre os
acessos Manteiga, do tipo Manteigdo, e Catu, do tipo Mulatinho, enquanto o
maior (0,92) foi detectado entre os acessos Macotaco e Macanudo, ambos do
tipo Preto. A andlise do dendrograma (Fig. 2) mostra a formacéo de dois grupos

Estudo das Relacdes Genéticas de Acessos de Feijdo Utilizando Marcadores RAPD 15

principais: um contendo os acessos de feijdo dos tipos Preto, Carioca, Mulatinho
e Roxo e o outro contendo acessos do tipo Manteigdo. Os dois acessos de

P. lunatus, incluidos na andlise, formaram um grupo diferenciado, com
similaridade igual a 0,21, em relacdo aos demais. Com base em caracteristicas
morfo-agronémicas qualitativas e quantitativas avaliadas, classificam-se os
grupos Preto, Mulatinho e Vermelho/Roxo como pertencentes a raca
Mesoamérica, originéria do “pool” mesoamericano, e o Manteigéo a raca Nueva
Granada, originaria do “pool” Andino (Singh et al., 1991). Os dados obtidos
com marcadores RAPD mostraram divergéncia genética entre os grupos de feijao
analisados, segundo o respectivo “pool” génico. O acesso de feijao silvestre
iMexicano também é originario do “pool” mesoamericano. Isto explica o
agrupamento do mesmo junto aos feijdes cultivados dos grupos Pretos,
Mulatinhos, Carioca e Roxo/Vermelho. J4 os acessos silvestres da Argentina e
Peru pertencem ao “pool” andino e agruparam-se com os feijées do tipo
Manteigao.

Fig. 1. Eletroforese de fragmentos RAPD em gel de agarose a 1,5%, amplificados

com o primer OP-C09 e corados com brometo de etidio. Da esquerda para direita:

Pista 1 e 25: marcador 1Kb; pistas 2-24: acessos de feijao.
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Tabela 2. Matriz de coeficientes de similaridade genética (coeficiente de Jaccard)
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entre os 85 acessos de feijdo, analisados com marcadores RAPD.
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Fig. 2. Anélise de aglomeracdo
hierdrquica pelo método UPGMA de
85 acessos de feijao, baseada na
estimativa de similaridade genética
(coeficiente de Jaccard), computada
pela andlise de 105 fragmentos de

DNA amplificados ao acaso.
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Entre feijoes do “pool” mesoamericano, foi possivel identificar acessos de feijdo
preto com similaridade de 60% (acessos Cubano e CB911921) a 92% (acessos
Macotaco e Macanudo); acessos de feijdo carioca com similaridade de 78%
(acessos Aporé e Pérola) a 89% (acessos LP9632 e Ipa 11); e acessos de feijao
mulatinho com similaridade de 78% (acessos Mulatinho Vagem Roxa e Ipa 6) a
88% (acessos Ipa 7419 e Epaba 1) (Tabela 2). Estes dados podem indicar
cruzamentos com grande potencial de aumento da variabilidade das populacdes
de melhoramento. Entre feijées do tipo Manteigdo foi possivel identificar acessos
com similaridade entre 76% (acessos Goiano Precoce e Ouro branco) e 91%
(acessos Manteiga e Jalo Precoce). Observou-se que dentro do grupo formado
por feijées de origem mesoamericana ndo houve agrupamento referente ao tipo
ou cor de grdos, o que também foi constatado por Silva (1999), através da
andlise de caracteristicas morfolégicas e agrondmicas. Segundo Silva (1999),
apesar das diferencas quanto a cor e ao tamanho da semente, os feijoes
cultivados possuem uma base genética relativamente estreita, o que foi
confirmado pela anélise com marcadores RAPD, na qual foram observados
acessos de feijdes do tipo Preto mais préximos a acessos do tipo Carioca, do
que do tipo Preto, por exemplo. Convém salientar, que a maioria dos acessos
estudados é derivado dos programas de melhoramento. Voysest et al. (1994b)
cita que. dos 74 diferentes ancestrais que contribuiram para a composicao das

cultivares brasileiras, 55 pertencem a raca Mesoamérica; os demais pertencem as
racas Durango, Jalisco e Nueva Granada. Este trabalho constatou a utilidade de
marcadores RAPD para a rapida anélise da variabilidade de acessos da colecao de
germoplasma de feijdo, indicando aqueles divergentes, com potencial de serem
introduzidos em cruzamentos que visem o aumento da variabilidade genética no
programa de melhoramento da cultura.

Conclusao

1 - Marcadores RAPD mostraram-se.de grande utilidade para a répida anélise da
variabilidade genética de acessos da colecdo de germoplasma de feijéao.

2 - A colecdo de germoplasma de feijdo mantida na Embrapa Arroz e Feijao
aprésenta consideraveis niveis de variabilidade genética. Os resultados indicaram
acessos geneticamente divergentes, que poderdo ser introduzidos em
cruzamentos que visem o aumento da variabilidade genética no programa de
melhoramento da cultura.
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3 - As anélises de agrupamento mostraram que acessos de P. vulgaris néo
agruparam de acordo com o tipo ou cor de grdos, mas segundo o respectivo
“pool” génico (mesoamericano ou andino).

4 - Inferiu-se que, provavelmente, o acesso de feijdo silvestre Mexicano é
originario do “pool” mesoamericano, pois 0 mesmo agrupou-se aos feijées
cultivados dos grupos Pretos, Mulatinhos, Carioca e Roxo/Vermelho,
pertencentes a este “pool”. Ja os acessos silvestres da Argentina e Peru
pertencem, provavelmente, ao “pool” andino pois agruparam-se com os feijoes
do tipo Manteigao.
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