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RESUMO

O feijao comum € uma espécie com centros primarios e secundarios de diversidade na América do
Sul. Devido ao continuo processo de introducdo de novos gendétipos, algumas colegcdes contém
elevado numero de acessos, dificultando o propésito da utilizacdo da variabilidade existente nos
bancos de germoplasma para fins de conservagdo e melhoramento genético. Um total de 500
gendtipos de feijao comum pertencentes ao Banco de Germoplasma do IAC foram selecionados de
acordo com caracteristicas agronémicas relevantes para a cultura foram selecionados para realizar a
analise da diversidade genética de diferentes tipos de feijdo comum a fim de constituir um painel para
mapeamento associativo da espécie, sendo que para empreender esta andlise marcadores
moleculares do tipo microssatélites foram selecionados. No total, 58 microssatélites foram utilizados,
sendo 15 genbémicos e 43 génicos (SSR-ESTs). 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 selecao 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 selecao 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.
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ABSTRACT

The common bean is a species with primary centers and side of diversity in South America due to the
continuous process introduction of new genotypes, some collections contain high number of
hits, purpose of hindering the use of variability in banks germplasm for conservation and breeding. A
total of 500 bean genotypes belonging to the Germplasm Bank of the IAC were selected based on
agronomic characteristics relevant to the culture were selected to perform the analysis of genetic
diversity of different bean types to constitute a panel for the associative mapping species, and to
undertake this type of molecular marker analysis microsatellites were selected. In total, 58
microsatellites were used, being 15 and 43 genomic gene (SSR-ESTs). The 500 accessions were
divided into 15 distinct groups with the program Structure strong correspondence with the groups
revealed by the dendrogram. The panel diversity was obtained by selection of cultivars of most
interest to the improvement program and the most divergent accessions, and showed 97.5%
of genetic diversity observed in the original set, indicating that the criterion of selection was
effective. The 180 selected accessions will be used for associative mapping could be used by
breeders to target new intersections and generate elite varieties that meet market needs this culture.

INTRODUCAO

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 doencas. Neste contexto, se fazem necessarios estudos de
diversidade a fim de se manter o maximo da variabilidade disponivel e de se obter maiores
informacbdes sobre os gendtipos 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).

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 econdmico e fornecem informacdes importantes
aos melhoristas (Chiorato et al. 2007).

Neste contexto, o presente trabalho teve dois objetivos principais: a) acessar a variabilidade
genética contida em 500 acessos do Banco Ativo de Germoplasma do Feijoeiro do IAC; b) selecionar
180 acessos que representem o maximo da diversidade genética existente na colecao que seréo
utilizados em estudos de mapeamento associativo. Dentre as principais caracteristicas de interesse
agronémico exploradas nestes acessos estao: fontes de resisténcia para as principais doengas que
atingem a cultura (antracnose, mancha-angular, ferrugem, fusariose, crestamento bacteriano e
mosaico-dourado), fontes de tolerancia ao estresse hidrico e variagcbes morfolégicas quanto ao
tamanho e coloragéo de graos.



MATERIAL E METODOS

O Banco de Germoplasma de Feijao do IAC possui cerca de 1.800 acessos, dos quais foram
selecionados 500 genétipos com caracteristicas de interesse agronémico para empreender este
estudo. Os gendtipos selecionados sao compostos por linhagens e cultivares que apresentam alta
variabilidade quanto a morfologia dos graos, fatores bidticos, como resisténcia a pragas e doencas, e
fatores abibticos, como tolerancia ao estresse hidrico. O DNA das amostras foi extraido a partir de p6
de folhas liofilizadas usando o método de extracdo do CTAB. 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 gend6micos, que foram mapeados em feijao comum (Campos et al.
2010, Baroni 2010). Um total de 58 microssatélites foram selecionados, sendo que a genotipagem
dos produtos amplificados foram realizados em gel de poliacrilamida 6% e corados com nitrato de
prata.

As distancias genéticas foram calculadas utilizando a distancia modificada de Rogers, através
do programa TFPGA, versdao 1.3. As matrizes de similaridade/distancia foram analisadas por
UPGMA. Os marcadores SSRs foram analisados pelo nimero de alelos por loco, pela freqiiéncia
alélica por loco, pelo conteudo de polimorfismo (PIC) e pela analise do poder discriminatério (DP).

Com base na estatistica bayesiana, o programa Structure (Pritchard et al. 2000) foi utilizado
alternativamente para inferir o nimero de grupos (K).

O procedimento de re-amostragem (Bootstrap) foi utilizado para verificar a precisdo do numero
de SSRs polimérficos a serem utilizados para calcular as estimativas das distancias genéticas entre
os pares de genotipos estudados. Esta analise foi realizada pelo programa R (R, www.r-project.org),
onde cada conjunto de bandas polimérficas referente ao marcador molecular foi submetido a um

processo de 500 amostragens randémicas, com reposi¢ao.

RESULTADO E DISCUSSOES

A diversidade genética entre os 500 gendétipos de feijao comum foi estimada utilizando-se 15
marcadores SSR-gendmicos e 43 SSR-ESTs, que forneceram um total de 200 locos informativas. O
numero médio de alelos por loco dos SSR-gen6micos foi de 3,73, variando de 2 a 10 alelos,
enquanto a média dos SSR-ESTs foi de 3,35, embora tenha variagao de 2 a 12 alelos, sendo que os
maiores numeros de alelos observados foram encontrados nos locos SSR-IAC66 e PvM21. Estes
valores sdo superiores aos encontrados por Perseguini et al. (2011). No entanto, os resultados do
presente estudo foram semelhantes aos de Hanai et al. (2007), que avaliaram 40 SSR-gendmicos e
40 SSR-ESTs em 23 gendtipos de feijao comum de origem Mesoamericana e Andina e 2 genétipos
de espécies relacionadas. Do total de marcadores, 26 SSR-gen6micos e 31 SSR-ESTs
apresentaram padrao polimérfico, sendo que foi encontrado de 2 a 7 alelos por loco, com exce¢éo de
um loco (PvM21) que também apresentou 12 alelos.



O conteudo de informacao de polimorfismo (PIC) variou de 0,26 a 0,86 para os 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 o SSR-EST PvM21. Os valores do poder discriminatério (DP)
dos marcadores variaram de 0,28 (SSR-IAC24) a 0,87 (SSR-IAC66) para os SSR-genémicos e de
0,21 (PvM68 e PvM98) a 0,90 (PvM21) para os SSR-ESTs. 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 presente entre os acessos.

O gréfico de box-plot (Figura 1) revelou que o coeficiente de variacao (CV) de 10% foi obtido
para um numero aproximado de 33 marcadores, demonstrando que o numero utilizado de SSRs foi

mais do que o suficiente para acessar adequadamente a variabilidade genética contida no conjunto
de gendtipos avaliado.
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Figura 1. Gréafico de boxplot obtido pela analise bootstrap dos dados gerados pela genotipagem dos
500 acessos de feijao com 58 marcadores do tipo microssatélites.

Estudos tém mostrado que a precisdo de medigcdes de distancia genética é mensurada
através de um CV médio de 10% (Perseguini et al. 2011). Neste sentido, € possivel presumir que o
numero de marcadores utilizados para acessar a variabilidade genética do conjunto avaliado no
presente estudo foi suficiente para explicar a diversidade genética existente. As distancias genéticas
entre os 500 gendtipos de feijao calculada de acordo com a distancia modificada de Rogers variaram
de 0,13 a 0,88, sendo que foi possivel constatar que ha uma elevada variabilidade presente nos
acessos avaliados. De acordo com as analises do Structure o melhor agrupamento obtido pelo
Structure é determinado pela divisao dos 500 gendtipos em 15 grupos, sendo que 0s agrupamentos
gerados pelo Structure correspondem com os agrupamentos observados no dendrograma.

Uma painel genético contendo 180 gendtipos foi formado dentre os 500 acessos do BAG do

feijoeiro do IAC. Neste painel que sera utilizado para estudos de mapeamento associativo foram



incluidos 75 acessos de grande importancia para o programa de melhoramento genético do IAC,
sendo que maioria destes possui graos do tipo carioca, e foram selecionados outros 105 acessos
mais divergentes geneticamente, tomando por base os agrupamentos fornecidas pela andlise de
UPGMA e pelo Structure, sendo que para a formagao do painel foi considerado que este deve ter em
sua composi¢ao genotipos contrastantes para resisténcia a antracnose, mancha angular, tolerancia
ao déficit hidrico e diferentes concentragdes de ferro e zinco.

O novo conjunto de acessos, analisado pelos mesmos 58 microssatélites, forneceu um total
de 195 alelos, ou seja, a colegdo nuclear manteve 97,5% da diversidade genética contida na colecao
original de 500 acessos. Assim como na colecdo base, o numero de alelos presentes no painel
associativo variou entre 2 e 10 alelos para os SSR-gen6micos e entre 2 e 12 alelos para os SSR-
ESTs. No entanto, o valor médio de alelos por loco caiu 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 o SSR-EST PvM21 respectivamente, evidenciando a alta
capacidade discriminatéria dos marcadores, embora todos os outros marcadores também tenham
apresentado elevados valores de PIC e de DP.

Os dados genotipicos dos 180 acessos de feijao do BAG do IAC foram utilizados para estimar
as distancias genéticas, através da Distancia Modificada de Rogers, e gerar o dendrograma pelo
método de agrupamento UPGMA, cujos coeficientes das distancias variaram entre 0,13 a 0,88,
sendo idénticos aos observados anteriormente entre os 500 acessos. Para melhor entendimento dos
agrupamentos foi utilizado o programa Structure, sendo que por meio desta analise os 180 gendtipos
foram melhor divididos em quatro grupos distintos (Figura 2), sendo que esta divisao foi atribuida a
diferenca do tamanho de grao de cada tipo de genétipo e a ao programa de melhoramento ao qual
pertencem. Tendo em vista que cada instituicdo de melhoramento tem um objetivo, que se configura
em uma pressao de selecdo como o caso do IAC, onde os principais objetivos sdo obter cultivares de
maior produtividade e resisténcia as principais doencas que acometem a cultura do feijoeiro, é
esperado que ocorra uma divisdo dos gendtipos de acordo com a pressao de selecdo a que estao
sendo submetidos. Esta tendéncia dos feijoes em agrupar-se de acordo com as instituicdes de
melhoramento foi relatada em grupos de genétipos de um mesmo conjunto génico, como é o caso

dos feijoes pertencentes ao grupo Carioca (Perseguini et al. 2011).
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Figura 2. Representagao dos 180 gendtipos de feijao comum de acordo com a analise bayesiana do
programa Structure. Os acessos avaliados foram divididos em 4 grupos (K=4).

CONCLUSAO

Os 15 marcadores SSR-genémicos e os 43 SSR-ESTs foram suficientes e eficientes para
acessar a diversidade genética presente nos 500 acessos de feijao 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 os 500
acessos do BAG e dentro do painel de diversidade, além de fornecer maior entendimento da
estruturacao entre os acessos avaliados.

O agrupamento por UPGMA correlacionado com os agrupamentos do Structure forneceram
uma excelente ferramenta de trabalho para os melhoristas, auxiliando no direcionamento de
proximos cruzamentos a serem realizados.

O painel de diversidade contendo 180 gendtipos representa mais de 97% da variabilidade
genética contida no conjunto original de 500 individuos e sera utilizado para fins de mapeamento

associativo.
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