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Resumo —Marcadores RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA)
foram usados para avaliar a diversidade genética entre 19 cultivares de
feijo (Phaseolus vulgaris L.). Dos cento e oito locos de RAPD obti-
dos de 15 primers decameros, 70 foram polimérficos. Para estimar a
distancia genética foi usado o coeficiente de similaridade de Jaccard e
as andlises de agrupamento foram feitas pelos métodos UPGMA e
Tocher. Asandlises de agrupamento confirmaram a ampla diversidade
genética existente entre germoplasmas tropicais de feijdo, separando
as cultivares em dois grupos principais, correspondendo aos centros
de domesticagdo Andino (gen6tipos de sementes médias e grandes) e
Mesoamericano (gendtipos de sementes pequenas). No grupo Andino,
adiversidade genética relativa foi maior do que no Mesoamericano.

Termos para indexagdo: Phaseolus vulgaris, marcadores genéticos,
distancia genética.

Characterization of the genetic diversity
of common beans by RAPD markers

Abstract — RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA) markers
were used to evaluate the genetic diversity among 19 common bean
(Phaseolus vulgaris L.) cultivars. Amplifications using 15 decamers
primers revealed 108 RAPD /oci, 70 of which were polymorphic. The
relative genetic distance was estimated using the complement of
Jaccard’s coefficient and grouping analyses were derived from
UPGMA and Tocher. These two grouping analyses confirmed the
broad genetic diversity among the common bean tropical germplasm,
which was divided into two main groups. These groups correspond to
the Andean (genotypes with medium and large size seeds) and
Mesoamerican (genotypes with small seeds) domestication centers.
The relative genetic diversity was greater among the Andean cultivars
than that of the Mesoamerican cultivars.

Index terms. Phaseolus vulgaris, genetic markers, genetic distances.
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O feijdo (Phaseolus vulgaris) € uma das principais fontes de proteinas
para cerca de 500 milhdes de pessoas na América Latina e Africa (Centro
Internacional de AgriculturaTropical, 1992). Evidénciasindicam que o feijéo
comum foi domesticado independentemente em dois centros primérios, Amé-
ricaCentral e México e sul dos Andes, e em um centro secundario ao norte dos
Andes (Gepts & Debouck, 1991). MUltipla domesticagdo nos dois centros
primérios levou a formagdo de dois conjuntos génicos principais, um
Mesoamericano eum Andino, dentro dosquais, forcas evolutivastém resul -
tado em significantes mudancas morfoldgicas, fisioldgicas e genéticas
(Gepts & Debouck, 1991; Singh, 1992). Os programas de melhoramento ndo
exploram avariabilidade, relativaa caracteristicas agrondmicas, que pode ser
obtida com a transferéncia de genes entre esses conjuntos génicos (Singh,
1992).

Variabilidade genética é abase parao melhoramento. O conhecimento da
diversidade genética entre germoplasmas, elite e adaptados, pode melhorar a
eficiéncia naidentificacdo de combinagdes parentais que gerem popul agdes
segregantes com maxima variabilidade genética para a selecdo. Caracteres
fenotipi cos, tradicional mente usados para estimar adiversidade genética, séo
deimportancialimitada, umavez que sdo gera menteinfluenciados pel o ambi-
ente e estédio de desenvolvimento daplanta, e porque, em algumas espécies,
adequado nive de polimorfismo fenotipico ndo esta disponivel (Tatineni et al.,
1996). Por sua vez, marcadores de DNA sdo independentes das condices
ambientais e mostram ato nivel de polimorfismo, aém de muito abundantese
com heranca mendeliana, possibilitando uma descri¢do mais detalhada da
estruturagenéticade populagdes (Williamset al., 1990).

Polimorfismosde DNA amplificado ao acaso (RAPD), assim como outros
marcadoresde DNA, como RFL P (polimorfismos de comprimento defragmen-
tosderestricdo) e AFL P (polimorfismos de comprimento de fragmentos ampli-
ficados) tém sido utilizados paramedir adiversidade genéticaentre e dentro
de espécies de microrganismos e plantas, incluindo o feijoeiro (Berkumet d.,
1996; Tohmeet a., 1996; Vasconceloset a., 1996). MarcadoresRAPD, pela
suasimplicidade técnica e capacidade em detectar diferencas entre gendtipos
relacionados, séo mais utilizados.

O objetivo deste estudo foi determinar a diversidade entre gendtipos de
feijoeiro, representativos dos centros primérios de origem andina e
mesoamericana, com base em marcadores RAPD, everificar se 0 agrupamento
gerado a partir dos dados moleculares confirmaa origem dos acessos.

Foram usadas, neste estudo, dezenove cultivares de feijdo do banco de
germoplasmada Universidade Federal de Vigosa. Nove gendtipos represen-
tam o conjunto génico Andino (1. Goiano Precoce; 2. California Dark Red
Kidney; 3. Jalo EEP 558; 4. WAF-15; 5. WAF-7; 6. Antioquia8; 7. Mineiro
Precoce; 8. Batatinha; 9. Midas) e dez, o conjunto génico Mesoamericano
(10. OuroNegro; 11. BAT 304; 12. DOR 241; 13. RAB 94; 14. Ouro; 15. FT 84835;
16. DiamanteNegro; 17. IAPAR 14; 18. IAC-UNA; 19. BAT 93), com diferen-
tes cores de semente e hahitos de crescimento. O DNA gendmico tota foi
extraido de acordo com o método de Doyle & Doyle (1990). A concentracdo e
apurezadesses DNA foram determinadas em espectrof otémetro.

As amplificacdes foram feitas com oligonucleotideos decAmeros de se-
guénciaaleatoria (primers) daOperon Technologies, Biodynamicsand Genosys
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Biotechnologies. As reagdes de amplificacdo, em um volumefinal de25 ni,
continham: 25 ng de DNA gendmico; 10 mM Tris-HCl (pH 8,3); 50 mM KCl;
100 mv decadaum dosdNTPs; 1,4 mM de MgCly; 5 pmolesdeprimer euma
unidade de Taqg DNA polimerase. Controlesforam feitos pela substitui¢do do
DNA genbmico por agua.

AsamplificacBesforam redizadas em termociclador (Perkin-Elmer, modelo
2400). Cadareacdo consistiu de trés ciclos de 94°C por 1 minuto, 35°C por
1 minuto e 72°C por 2 minutos, seguindo-se 34 ciclos de 94°C por 10 segun-
dos, 40°C por 20 segundos e 72°C por 2 minutos, €, finamente, umaextensdo
a 72°C por 5 minutos, conforme descrito por Young & Kelly (1996).
A eetroforesefoi conduzidaa3,125V/cm por 4 horas. Os produtos daampli-
ficacdo foram separados em gel de agarose 1,4% contendo 10 mg/mL de
brometo de etidio diluido em tampéo TAE (40 mM Trisma-Base; 1mM EDTA,
pH 8,0). O marcador DNA Ladder - 500 pb, GIBCO-BRL, foi utilizado como
padréo de peso molecular, para determinacdo do peso molecular dos respecti-
vos fragmentos de DNA amplificados, os quais foram visualizados sob luz
ultravioleta e fotografados.

Cinguenta e um primers foram inicialmente avaliados usando-se duas cul -
tivares, Mineiro Precoce e BAT 304, oriundas de diferentes pools génicos e
morfol ogicamente contrastantes. Destes, foram selecionados 15 (seqiiéncia
5'-3 -B6- GTGACATGCC, B7- AGATGCAGCC, B9- ATGGCTCAGC, OPA1-
CAGGCCCTTC, OPAPA- CTCTTGGGCT, OPAP7 - ACCACCCGCT, OPAPS-
ACCCCCACAC, OPG4- AGCGTGTCTG, OPG8- TCACGTCCAC, OPG18-
GGCTCATGTG, OPG19- GTCAGGGCAA, OPO19- GGTGCACGTT, OPW16-
CAGCCTACCA, 111- AGTAGACGGG, 112- GCTTGTGAAC), por goresenta:
rem polimorfismo e padréo de bandas adequados paraaandise dadiversida-
de genética entre as demais cultivares.

Com base napresenca (1) ou auséncia (0) de cadafragmento especifico de
DNA amplificado, gerado por 15 primers em cada gendtipo, foi obtidauma
matriz de dados binarios. Os dados 1/0 dessa matriz foram usados para esti-
mar o coeficiente de similaridade de Jaccard (Rohlf, 1992). Apenas bandas
com grandeintensidade foram consideradas. Com base namatriz de similari-
dade, e empregando-se 0 método UPGMA (unweighted pair-group method
with arithmetic averages), as cultivaresforam agrupadas segundo o programa
computacional NTSY Sversdo 1.70 (Rohlif, 1992). Osvaoresdamatriz desimi-
laridade foram submetidos asubtracdo de 1, paragerar amatriz dedisténcias
genéticas, cujos valores foram usados para o agrupamento das cultivares
pel o método de otimizacdo de Tocher, que mantém adistanciamédiaintragrupo
inferior adistanciaintergrupo (Cruz & Regazzi, 1994).

Os 15 primers geraram um total de 108 bandas RAPD, com umaamplitude
de variag8o entre 5 e 13 bandas por primer (média de 7,2). O tamanho dos
fragmentosde DNA amplificadosvariou de 300 a4.000 pb. Do total delocos,
70 (64,8%) foram polimorficos.

A andlise de agrupamento pelo método UPGMA, quefoi idénticaaanalise
pelo método de Tocher (Figura 1), manteve a separacdo das cultivaresem dois
grandes grupos principais. um, composto por hove cultivaresde origem andina
(grupo Andino), e outro, pelas 10 cultivares de origem mesoamericana (grupo

383

Pesq. agropec. bras., Brasilia, v. 36, n. 2, p. 381-385, fev. 2001



384

M. C. Francoet 4.

Mesoamericano). As cultivares do grupo Andino possuem sementes grandes
emeédias, e as mesoamericanas, sementes pequenas. Vasconcel oset al. (1996)
tém mostrado que marcadores RAPD tém sido eficientes em separar acessos
de feijéo Andinos de Mesoamericanos. Nenhum sinal claro de introgresséo
ou hibridacdo entre esses conjuntos génicos foi observado neste trabaho
(Figural).

A aplicabilidade de marcadores RAPD em estabel ecer arelacdo genéticade
germoplasmas defeij&o, mesmo entre os estreitamente rel aci onadas (mesmo
pool génico) é mais uma vez comprovada neste estudo. Os resultados obti-
dos aqui evidenciaram uma menor diversidade genética dentro dos grupos
génicos Andino e Mesoamericano, eaexisténciade alto nivel de polimorfismo
genético entre osgrupos. A identificacdo de cultivares com maximadiversida-
de genéticadeve otimizar aescolha de genitores para cruzamentos, pois maior
segregacdo deveraocorrer apartir do cruzamento entre os mais divergentes.
Entretanto, a existénciade diversidade genéti ca detectada por marcadores de
DNA néo é garantia de alta correlacdo com o desempenho do hibrido e de
variabilidade em popul agdes segregantes (Bernardo, 1992). A identificacdo
de genitores menos divergentes, por suavez, pode ser degrandevaliaem um
programa de mel horamento de retrocruzamentos em que se desegj e recuperar
as caracteristicas do parental recorrente tdo rapido quanto possivel.

Cosficiente de similaridade de Jaccard
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Figura 1. Agrupamento pelo método UPGMA com base no coeficiente de similarida-
de de Jaccard das cultivares de feijdo Goiano Precoce (1), California Dark Red
Kidney (2), Jalo EEP 558 (3), WAF-15 (4), WAF-7 (5), Antioquia 8 (6), Mineiro
Precoce (7), Batatinha (8), Midas (9), Ouro Negro (10), BAT 304 (11), DOR 241(12),

RAB 94 (13), Ouro (14), FT 84835 (15), Diamante Negro (16), IAPAR 14 (17),
IAC-UNA (18), BAT 93 (19).
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