Diversidade genética em cultivares locais e comerciais de feijao
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Resumo — O objetivo deste trabalho foi caracterizar a diversidade genética dentro e entre cultivares
locais e comerciais de feijdo, por meio de marcadores RAPD, e avaliar a capacidade destes em agrupar
gendtipos de feijéo de acordo com o centro de domesticagdo e coloragéo de semente. Foram avaliadas
35 cultivares, 13 comerciais e 22 locais, de diversas regides do Rio Grande do Sul. As distancias gené-
ticas foram obtidas pelo complemento do coeficiente de similaridade de Sorensen-Dice e a representa-
¢do simplificada destas distancias realizada mediante um dendrograma. Marcadores RAPD foram
eficientes ao agrupar cultivares de acordo com o centro de domesticagéo, mas ndo foram capazes de
separar as cultivares de acordo com a coloracdo da semente. Cultivares locais e comerciais, mesoamericanas,
foram agrupadas separadamente. Cultivares comerciais, em cultivo no Rio Grande do Sul apresentam
alto grau de similaridade.

Termos para indexagdo: Phaseolus vulgaris, variacao genética, analise de agrupamento.

Genetic diversity in cultivars and landraces of common bean
based on RAPD markers analysis

Abstract — The objective of this work was to characterize the genetic diversity within and among
cultivars and landraces of common bean from RAPD markers analysis, and to evaluate the capacity of
this markers in clustering common bean genotypes according to domestication centers and seed color.
Thirty five common bean genotypes including 13 commercial cultivars and 22 landraces, from State of
Rio Grande do Sul, Brazil, were evaluated. Genetic distances were calculated using Sorensen-Dice’s
similarity coefficient, displayed in a dendrogram. RAPD markers were efficient in separating cultivars
and landraces according to domestication centers, but not according to seed color. Mesoamerican
commercial cultivars and landraces have been clustered in different groups. A high degree of similarity
was observed among cultivars in use in Rio Grande do Sul.

Index terms: Phaseolus vulgaris, genetic variation, cluster analysis.

Introducéo

Cultivares melhoradas, denominadas cultivares
comerciais neste estudo, e cultivares locais
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(landraces), tradicionalmente cultivadas por peque-
nos agricultores, constituem o pool génico primario,
disponivel para hibridizagdo em programas de me-
Ihoramento (Harlan & De Wet, 1971). O conhecimento
da diversidade genética entre as cultivares comerci-
ais e entre estas e as locais é extremamente Util aos
melhoristas, por permitir melhor organizagéo dos re-
cursos genéticos e melhor aproveitamento da diver-
sidade genética disponivel.

Cultivares de feijdo sdo frequentemente dividi-
das em dois grandes grupos, com base, principal-
mente, no tipo de proteina de reserva (Gepts et al.,
1986; Gepts & Bliss, 1986), variacdo isoenzimatica
(Singh et al., 1991b) e tamanho de semente (Singh
etal., 1991a). Estes grupos representam os pools
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génicos andino e mesoamericano, que correspondem
a centros de domesticacdo independentes (Gepts
etal., 1986).

Recentemente, diversos autores (Nienhuis et al.,
1995; Vasconcelos et al., 1996; Johns et al., 1997;
Cattan-Toupance et al., 1998; Vera et al., 1999; Beebe
et al., 2000; Eichenberg et al., 2000) tém demonstra-
do que marcadores RAPD sdo capazes de separar
gendtipos de feijdo de acordo com o centro de
domesticacdo.

Tradicionalmente, a diversidade genética em fei-
jdo tem sido avaliada por meio de marcadores
morfoldgicos, tais como habito de crescimento, tipo
de semente, resisténcia a doengas e pragas (Singh
et al., 1991a). Entretanto, esses marcadores sdo afe-
tados pela acdo génica de dominéancia, efeito
ambiental, pleiotropia e epistasia, tornando menos
estaveis suas caracterizagoes.

Marcadores moleculares tém demonstrado efica-
cia na avaliacéo da variabilidade genética dentro e
entre populacdes de plantas e na elucidacdo de pa-
rentescos entre acessos dentro de uma espécie.
Nos programas de melhoramento, a informagéo da
diversidade genética dentro de uma espécie é essen-
cial. E particularmente (til na caracterizag&o indivi-
dual dos acessos e cultivares e como guia na esco-
Iha dos pais em programas de cruzamento (Loarce
etal., 1996).

Bai et al. (1998) verificaram a eficiéncia de
marcadores RAPD em detectar grau de parentesco
entre gendtipos de feijdo, mediante anélise de um
esquema de cruzamentos e comparagdo com o coefi-
ciente de parentesco.

Mediante marcadores RAPD, Beebe et al. (1995)
constataram que feijdes com sementes pretas e ver-
melhas, intimamente aparentados, da América Cen-
tral, formam dois grupos distintos. Da mesma forma,
marcadores moleculares foram eficientes na distin-
cao de cultivares locais de feijdo oriundas de um
mesmo local (Puebla) e na distingdo entre estas e as
populagdes selvagens de feijao (Gonzélez et al., 1998).

O objetivo deste trabalho foi caracterizar a diver-
sidade genética dentro e entre cultivares locais e
comerciais de feijao por meio de marcadores RAPD e
avaliar a capacidade destes marcadores em agrupar
gendtipos de feijdo de acordo com a coloracgéo de
semente e centro de domesticacgéo.
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Material e Métodos

Foram analisadas 22 cultivares locais de feijdo coletadas
em diversas regides do Rio Grande do Sul, sendo 19 de
grdos pretos e trés de graos de duas cores, e 13 cultivares
comerciais, sendo nove de graos pretos e quatro de graos
de duas cores (Tabela 1).

As amostras de sementes, em sua maioria, apresenta-
ram variabilidade fenotipica. Procedeu-se a classificagdo
das sementes em subamostras quanto ao tamanho, forma e
coloracdo. O padrdo predominante foi multiplicado em
campo, sob as mesmas condigdes ambientais, e constituiu
a amostra de trabalho.

O DNA gendmico foi extraido a partir de dez plantas
por genotipo, distribuidas em duas amostras de 120 mg de

Tabela 1. Cultivares locais e comerciais de feijdo
(Phaseolus vulgaris L.) incluidas no estudo de diversida-
de genética por meio de marcadores RAPD.

Cultivar Centro de Semente
domesticacdo Cor Peso (g)®
Locais
05 OPPP Mesoamericano Preta 14,4
06 OPM Mesoamericano Preta 16,5
14 OPMP Mesoamericano Preta 17,8
15 OPEN Mesoamericano Preta 155
24 OP Mesoamericano Preta 139
25 BRM Mesoamericano Preta 18,6
26 OPP Mesoamericano Preta 14,6
30 OPP Mesoamericano Preta 139
36 BRMP Andino Preta 35,7
39BR Andino Preta 34,0
42 AM Andino Vinho 32,7
45 MO Andino Cinza/preta® 32,9
54 OPM Mesoamericano Preta 15,7
55 OPEN Mesoamericano Preta 153
56 OP Mesoamericano Preta 19,2
57 OP Mesoamericano Preta 15,6
58 OPP Mesoamericano Preta 15,0
60 OPP Mesoamericano Preta 18,9
60 OPM Mesoamericano Preta 17,3
61 OPP Mesoamericano Preta 17,3
61 OPM Mesoamericano Preta 19,5
62 MO Andino Vermelha/preta®® 35,2
Comerciais

Rio Tibagi Mesoamericano Preta 13,6
Guateian 6662 Mesoamericano Preta 13,7
Macanudo Mesoamericano Preta 15,3
Minuano Mesoamericano Preta 18,6
lapar 44 Mesoamericano Preta 16,8
Macotago Mesoamericano Preta 13,3
Guapo Brilhante  Mesoamericano Preta 82
FT Nobre Mesoamericano Preta 18,1
FT 120 Mesoamericano Preta 16,2
Carioca Mesoamericano  Creme/havana® 20,7
Irai Andino Areia/vinho® 37,6
FT 206 Mesoamericano ~ Creme/havana® 19,1
lapar 31 Mesoamericano _ Creme/havana® 19,8

(MPeso de 100 sementes. (@Sementes com duas cores, sendo a primeira a
predominante.
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tecido foliar. As folhas foram maceradas em nitrogénio li-
quido e o DNA foi extraido com base no protocolo descri-
to por Ferreira & Grattapaglia (1998). As rea¢des de ampli-
ficacdo foram realizadas em um termociclador modelo
RoboCycler 96 — Temperature Cycler, programado para
39 ciclos repetidos de 94°C por 15 segundos (desnaturacao),
35°C por 30 segundos (anelamento) e 72°C por 1 minuto
(extensdo). Apds, foi realizado um ciclo adicional de exten-
sd0 a 72°C por 1 minuto.

Os produtos das reacdes de amplificacdo foram sepa-
rados eletroforeticamente em gel de agarose, horizontal, na
concentracao de 1,4%, aplicando-se 120 volts, com um
tempo de corrida de trés horas. Os géis foram corados com
brometo de etidio, na concentracéo de 7,5 uL de uma solu-
¢éo de 10 mg mL-1 para cada gel de 150 mL. As bandas de
DNA foram visualizadas e fotografadas sob luz ultravioleta.

Um total de 96 primers, provenientes dos kits OPA,
OPC, OPI, OPY e OPX (Operon Technologies, Alameda,
CA) e do kit 1-200 do Canada foram utilizados para a
triagem. Destes, foram selecionados sete (OPA-02,
OPI1-03, OPI-06, OPI-07, OPY-20, 135 e 173) por sua
resolucgdo, polimorfismo e repetibilidade.

As bandas de DNA obtidas no processo de amplifica-
¢ao foram analisadas de forma binéria pela presenca (1) ou
auséncia (0), construindo-se desta maneira uma matriz de
dados. A estimativa da similaridade genética entre os
genotipos foi feita pelo coeficiente de similaridade, utili-
zando-se o coeficiente de Sorensen-Dice. A analise de
agrupamento dos materiais foi efetuada pelo método de
média aritmética ndo ponderada (UPGMA) e agrupamen-
to sequencial, aglomerativo, hierarquico e exclusivo
(SAHN), segundo o programa NTSYS (Numerical
Taxonomy and Multivariate System) versdo 1.7
(Rohlf, 1992).

Resultados e Discussdo

A partir dos sete primers utilizados obteve-se um
total de 104 bandas, das quais 85,6% foram
polimorficas e 14,4% monomdrficas, com uma média
de 14,9 bandas por primer. Resultados semelhantes
foram observados por Vera et al. (1999), a partir de
38 primers, obtendo 83,2% de bandas polimorficas e
16,8% de bandas monomaorficas.

Nienhuis et al. (1995) demonstraram em feijao que,
com numero de bandas igual ou superior a 100, o
coeficiente de variacdo das distancias genéticas en-
tre 0s gendtipos estabiliza. De forma mais drastica,
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Johns et al. (1997) em estudo com 60 cultivares chi-
lenas de feijdo observaram que 50 bandas escolhi-
das ao acaso produziram o mesmo agrupamento que
106 bandas.

A analise das distancias genéticas, obtidas a par-
tir de marcadores RAPD, evidencia o agrupamento
das cultivares locais e comerciais de acordo com seus
respectivos centros de domesticacdo, andino e
mesoamericano, formando dois grandes grupos.
A divergéncia genética entre estes dois grupos, se-
gundo o coeficiente de Sorensen-Dice, é de 38% (62%
de similaridade) (Figura 1), valor intermediario aos
observados por Mienie et al. (2000), 26%, e por
Franco et al. (1998), 55%, com outro grupo de
genotipos.

Outros autores também verificaram a eficiéncia
de marcadores RAPD em separar genotipos de feijéo
pertencentes ao pool génico andino dos pertencen-
tes ao pool génico mesoamericano (Nienhuis et al.,
1995; Vasconcelos et al., 1996; Johns et al., 1997
Cattan-Toupance et al., 1998; Duarte et al., 1999;
Beebe atal., 2000). No entanto, Vilarinhos et al. (1995)
estudando cultivares de feijdo de origem andina e
mesoamericana, por meio de marcadores RAPD, e
Rodrigues (2001), mediante caracteristicas
morfoldgicas, ndo verificaram tal agrupamento.

A variabilidade genética dentro de cada um dos
grupos (andino e mesoamericano) é relativamente
restrita. Os gen6tipos do grupo andino apresenta-
ram similaridade superior a 75% e os do grupo
mesoamericano, similaridade superior a 65%, quan-
do considerada a cultivar 25 BRM, e superior a 82%
entre as outras 28 cultivares incluidas neste grupo
(Figura 1).

Tais valores, ainda que representem alta similari-
dade entre as cultivares, dentro de cada grupo, séo
inferiores aos valores encontrados por Franco et al.
(1998), aproximadamente 80% de similaridade para o
grupo andino e 85% para 0 mesoamericano, e por
Mienie at al. (2000), aproximadamente 88% para am-
bos 0s grupos.

As maiores distancias foram obtidas entre culti-
vares pertencentes aos diferentes centros de
domesticagdo (Tabela 2). Duarte et al. (1999) obtive-
ram resultados semelhantes. A menor distancia ob-
servada foi entre cultivares mesoamericanas, sendo
as maiores entre cultivares de diferentes centros de
domesticacdo. Esses resultados confirmam a exis-
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Figura 1. Dendrograma de 35 cultivares de feijao indicando as relagfes genéticas e a porcentagem de similaridade obtida

a partir do coeficiente de Sorensen-Dice.

téncia de consideravel diferenciacdo genética entre
cultivares pertencentes aos diferentes centros de
domesticacdo, ja observada por Haley et al. (1994) e
Vasconcelos et al. (1996), embora, quando a compara-
cao é feita entre 0s grupos, a divergéncia é de 38%.

Dentro do pool génico mesoamericano, que agru-
pa 29 cultivares, 17 locais e 12 comerciais, é possivel
distinguir quatro subgrupos, 2A, 2B, 2C e 2D (Figu-
ral).

O subgrupo 2C, que compreende todas as cultiva-
res comerciais incluidas neste estudo, com excecéo
de Irai, que € uma cultivar andina, apresenta similari-
dade entre 86% e 95% (Figura 1). Esses resultados
evidenciam a recorréncia as mesmas fontes de
germoplasma no desenvolvimento de cultivares em
programas de melhoramento na Regido Sul do Brasil,
embora as cultivares analisadas apresentem conside-
ravel variac8o quanto a algumas caracteristicas
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morfolégicas, como tipo de planta, coloragdo e ta-
manho de sementes.

De forma contrastante, Rodrigues (2001), utili-
zando exclusivamente caracteristicas morfologicas,
verificou o agrupamento de cultivares com semen-
tes de duas cores, tanto locais quanto comerciais e
de ambos os centros de domesticagcdo, em um Unico
grupo. As cultivares Carioca, FT 206 e IAPAR 31,
mesoamericanas, com sementes de cor areia/creme,
foram agrupadas com Irai, andina, de sementes areia/
vinho.

Duarte et al. (1999), utilizando marcadores RAPD,
verificaram entre cultivares mesoamericanas tendén-
cia ao agrupamento com base na coloragdo da se-
mente. Cultivares com sementes de cor bege e culti-
vares com sementes pretas formaram subgrupos dis-
tintos. Beebe et al. (1995) também observaram agru-
pamento independente entre cultivares com semen-
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tes de cor vermelha e cultivares com sementes de cor
preta. Alvarez et al. (1998), por meio de marcadores
RAPD e isoenzimaticos, ndo encontraram correspon-
déncia entre o agrupamento de cultivares locais de
feijdo e caracteristicas morfoldgicas da semente, como
coloragdo, tamanho e formato, comumente utilizadas
para caracterizar cultivares locais. Cultivares com
padrdo de tamanho e coloracdo contrastantes apre-
sentaram as maiores porcentagens de similaridade.

O subgrupo 2A compreende exclusivamente a
cultivar 25 BRM. Esta cultivar apresentou poder
germinativo de apenas 42,7%, além de semente dura,
0 que parece justificar sua discrepancia em relacéo
as demais.

Os subgrupos 2B e 2D representam as cultivares
locais, todas com sementes pretas. E interessante
observar que, com excecao das de origem andina
(36 BRMP, 39 BR, 45 MO, 62 MO e 42 AM) agrupa-
das nos subgrupos 1A e 1B, todas as outras cultiva-
res locais, mesoamericanas, ficaram juntas e inde-
pendentes das cultivares comerciais, que compdem
o subgrupo 2C (Figura 1).

De modo geral, o grau de similaridade encontra-
do, tanto entre as cultivares comerciais quanto entre
as locais, representa reduzida variabilidade molecular
em relacéo ao uso de RAPD. No entanto, esta situa-
cao se contrapde com a diversidade de caracteristi-
cas morfoldgicas e agronémicas observadas entre
estes genotipos. Isto pode ser atribuido a presséo
de selecdo artificial a que sdo submetidos, seja pelos
melhoristas, nas cultivares comerciais, ou pelos pro-
prios agricultores, nas cultivares locais. Por sua vez
0s marcadores bioquimicos e moleculares ndo tém
efeito direto sobre o fendtipo da planta, por isso ndo
sdo afetados diretamente pelo processo de selecéo
(Veraetal., 1999).

O fato de cultivares locais e comerciais
mesoamericanas terem ficado separadas, embora com
relativa alta similaridade, ressalta o potencial de uti-
lizacdo de cultivares locais em programas de melho-
ramento. Cruzamentos entre cultivares andinas e
mesoamericanas também poderiam maximizar a vari-
abilidade genética do germoplasma em uso no Rio
Grande do Sul, além de possibilitar a exploragéo de
nichos de mercado, disponibilizando cultivares com
variados padr@es de coloragdo e tamanho de semen-
tes.
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Conclusdes

1. Marcadores RAPD s&o eficientes ao agrupar
cultivares de feijao de acordo com o centro de
domesticacdo.

2. Ha relativamente pouca divergéncia entre cul-
tivares locais de feijao, e entre estas e cultivares co-
merciais.

3. Cultivares comerciais de feijao, em cultivo no
Rio Grande do Sul, apresentam alto grau de similari-
dade.
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