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Resumo - O feijoeiro comum (Phaseolus vulgaris L.) € uma das espécies mais cultivadas do género,
possuindo grande importancia econémica e social. Estudos quanto a diversidade genética na cultura,
pode agregar importantes informagfes para discriminacdo de gendtipos promissores ao
melhoramento genético. Assim, nesse trabalho objetivou-se avaliar a diversidade genética de 33
genotipos de feijao preto cultivados no Estado do Espirito Santo, sendo 30 crioulos e trés comerciais.
Para isso, nove marcadores moleculares microssatélites, no qual quatro gendmicos e cinco derivados
de regides expressas de EST foram analisados. No geral, os loci foram moderadamente informativos
apresentando média de 0,381. O numero de alelos por loco variou de dois a seis para ambas as
classificagcbes de SSR, e um excesso de homozigotos foi observado. Foram obtidos cinco grupos
através do dendrograma, no qual em dois alocaram-se tanto genétipos crioulos quanto comerciais. O
genodtipo G22 se mostrou mais divergente. Esses resultados indicam variabilidade entre os materiais
estudados.
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Introducéo

O feijoeiro comum (Phaseolus vulgaris L., 2n = 22) é uma das espécies mais importantes do
género Phaseolus (ALMEIDA; PEDROSA-HARAND, 2013). Anualmente, o Brasil produz 3,5 milhdes
de toneladas feijdo em média, e pela proje¢cdo no consumo pela populagdo sugere que até 2020
ocorra aumento de 1,22% ao ano (MAPA, 2016).

No Estado do Espirito Santo a cultura esta presente em quase toda a sua extensdo, cultivada
principalmente por agricultores que praticam a agricultura familiar (FONSECA et al., 2007). Os
gendtipos sdo adaptados as condi¢cdes locais, sendo selecionados ao longo de varias geracgoes. Pelo
fato de serem empregadas variedades locais, torna-se necessario caracterizar genétipos existentes,
através do estudo da diversidade genética.

Para avaliar a diversidade genética, os marcadores moleculares, 0s microssatélites constituem
uma ferramenta confidvel, por apresentarem alto nivel de polimorfismo e por serem amplamente
distribuidos por todo o genoma (BHARGAVA; FUENTES, 2010). Este marcador tem permitido a
discriminacdo de cultivares e linhagens de feijoeiro estreitamente relacionados, fornecendo uma
ferramenta confiavel e eficiente para a caracterizagdo de germoplasma, conservagdo e gestao
(BENCHIMOL et al., 2007; PERSEGUINI et al., 2011).

Assim, nesse trabalho, tem-se o objetivo de avaliar a diversidade genética de genotipos de
feijoeiro cultivados no Estado do Espirito Santo através de marcadores moleculares microssatélites.

Metodologia
Através de coleta em propriedades rurais e feiras publicas e da cole¢do de trabalho do Instituto

Capixaba de Pesquisa, Assisténcia Técnica e Extensdo Rural (INCAPER), foram obtidas sementes
de feijdo preto de 33 gendtipos, dentre os quais 30 crioulos e trés comerciais (Tabela 1).
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Tabela 1- Identificacao, genétipo e tipo das sementes de feijoeiro.

Identificacéo Gendtipo Local de coleta Tipo
Gl FP-01 Vitéria Crioulo
G2 Vagem Riscada 01 Acarai Crioulo
G3 Vagem Riscada 02 Muniz Freire Crioulo
G4 Vagem Riscada 03 Muniz Freire Crioulo
G5 FP-02 Alegre Crioulo
G6 FP-03 Alegre Crioulo
G7 FP-04 Alegre Crioulo
G8 FP-05 Alegre Crioulo
G9 FP-05 Alegre Crioulo
G10 Oito e Nove Guagcui Crioulo
Gl1 FP-06 CT Crioulo
G12 Vagem Riscada 04 Guagcui Crioulo
G13 FP-07 Domingos Martins Crioulo
G114 FP-08 Guagcui Crioulo
G15 FP-09 Venda Nova Crioulo
G16 Preto Gigante Domingos Matrtins Crioulo
G17 FP-10 Domingos Martins Crioulo
G18 FP-11 Alegre Crioulo
G19 Preto Determinado CT Crioulo
G20 Preto AF CT Crioulo
G21 Biquinho de Ouro CT Crioulo
G22 Vagem Riscada 05 Alegre Crioulo
G23 FP-11 Alegre Crioulo
G24 FP-12 Alegre Crioulo
G25 FP-13 Alegre Crioulo
G26 FP-14 Alegre Crioulo
G27 FP-15 Alegre Crioulo
G28 FP-16 Alegre Crioulo
G29 CNFP 15304 CT Comercial
G30 FP-17 Alegre Crioulo
G31 CNFP 15310 CT Comercial
G32 CNFP 15290 CT Comercial
G33 Vagem Riscada 06 Alegre Crioulo

CT = Colec¢éo de Trabalho do Incaper.

As analises com marcadores moleculares microssatélites, foram realizadas no Laboratério de
Genética e Melhoramento Vegetal do Centro de Ciéncias Agrarias e Engenharias da Universidade
Federal do Espirito Santo. As sementes de cada gendtipo foram submetidas a germinacdo em
substrato, visando a obtencao de tecidos foliares para a extracdo de DNA genémico. A extracédo do
DNA foi feita conforme o método CTAB (Brometo de cetil-trimetil aménio) (DOYLE; DOYLE, 1990). As
concentracdes e integridade do DNA foram estimados com o uso de espectrofotdmetro Nanodrop™

2000 (Thermo Scientific).
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Foram selecionados 39 primers microssatélites em 10 genétipos previamente. A partir disso, foram
selecionados nove microssatélites para a andlise nos 33 individuos. Dos nove loci microssatélites,
quatro foram gendmicos (GAITAN-SOLIS et al., 2002; BENCHIMOL et al., 2007) e cinco foram
derivados de regides expressas de EST (HANAI et al., 2007; GARCIA et al., 2011) (Tabela 2).

Tabela 2- Marcadores microssatélites utilizados.

Primer Sequéncia 5'-3' Temperatura de anelamento Referéncia
Genbdmico
F: GGGGGTGGGATGAATGGA i
SSR-IAC04 Touch dow: 60°-56 BZ?C(QSBO?I)H
R: CAATCGGACCTGAACAATGAAA '
F: AGGAACTAAAAGCCGAACTGG -
SSR-IAC10 Touch dow: 60°-56 Bzrl‘c(g'(%o?')et
R: GCCTCCGCCGATCAACACTA :
F: TGCAAACCAAACCAAACA i
SSR-IAC22 60°C Bz?cg(%o?')et
R:GGGAAATGCAGGCTTAGAA '
F: AACCCTAAGCTTCACGCATTTG itan-Solf
BM213 60°C Ga'tfnzgglz's et
R: GAGAGATTGACGACGGTTT al. (2002)
SSR-EST
F: CGCCATTTGGATTGGATT i
PYMO02 60°C Hanai et al.
R: AGGCGTGGAAGTGGAGTG (2007)
F: CCGCCTTCTTCTTCTTCTTC i
PVMO3 62°C Hanai et al.
R: CGGCGAGTCATCTTTTCC (2007)
F: GAGGAAACCAGAAATGCTTGAC i
PVESTO030 62°C Garcia et al.
R: GTTTTATGACAAAGATTTTGCTGC (2011)
F: TTCTCCTTCTCCTTCTCCTCCT -
PVESTO017 Touch dow: 60°-56 Garcia et al.
R: CGGAATACCCTTTCACTTCTTG (2011)
F: ATGATGAGGAAATATTGGTGGC -
PVEST008 60°C Garcia et al.
R: GTGAAGGGGAAGAGAAAAGGTT (2011)

As reacBes de PCR foram feitas com um volume final de 15 ul contendo 50 ng de DNA gendmico,
1X de tampéo, 0,15uM de primer, 1,5 mM de MgCLz, 0,15U de Taq DNA polimerase e 0,25 mM de
DNTP. As amplificacBes ocorreram em termociclador sob as seguintes condi¢des: 94°C por 4 min; 30
ciclos de 94°C por 0,45 min, temperatura de anelamento (Tabela 2) por 1 min, 72°C por 1 min; e 72°C
por 8 min. Os produtos de amplificagdo foram separados por eletroforese em géis de poliacrilamida
10% e corados com GelRed (1,33X).

O tamanho dos alelos foi estimado por comparacéo visual com um marcador de peso molecular de
100pb. Os dados obtidos foram submetidos a analises descritivas dos loci individuais em todos os
individuos obtendo: o numero de alelos por loco (N), heterozigosidade esperada (He),
heterozigosidade observada (Ho), indice de fixacdo (f) e conteldo de informacg&o polimérfica (PIC).
Essas andlises foram realizadas utilizando-se o programa Genes (CRUZ, 2013). A partir da matriz de
distancia entre os genotipos, foi obtido o agrupamento através da ligagcdo média entre grupos
(UPGMA), pelo programa computacional R (TEAM, 2017).
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Resultados
A partir dos dados de microssatélite, foram realizadas analises descritivas de cada loco (Tabela 3).

Tabela 3- Descrigdo dos loci de microssatélites avaliados nos gendtipos de feijoeiro.

Primer N He Ho f PIC
SSR-IAC04 3 0,439 0 1,000 0,366
PVESTO008 2 0,062 0 1,000 0,061

PvMO03 6 0,504 0 1,000 0,481
SSR-IAC10 6 0,615 0,219 0,644 0,546
PVESTO017 4 0,277 0 1,000 0,262

PvM02 5 0,538 0,032 0,940 0,498

BM213 3 0,353 0 1,000 0,319
PVESTO030 3 0,628 0 1,000 0,555
SSR-IAC22 2 0,437 0 1,000 0,342

Média 3,778 0,428 0,028 0,935 0,381

N = NUmero de alelos por loco; He = Heterozigosidade esperada; Ho = Heterozigosidade observada,; f
= Indice de fixagéo; PIC = Conteudo de Informag&o Polimorfica.

O numero de alelos por loco variou de dois (PVEST008 e SSR-IAC22) a seis (PvM03 e SSR-
IAC10), com média 3,778. A heterozigosidade esperada apresentou valores de 0,062 (PVEST008) a
0,628 (PVESTO030), com média 0,428. A heterozigosidade observada foi verificada em dois locos,
sendo 0,032 (PvM02) e 0,219 (SSR-IAC10). O indice de fixacao (f) teve média proxima a 1 (0,935). O
Conteudo de Informacéo Polimérfica variou de 0,061 (PVESTO008) a 0,555 (PVEST030) com média
0,381 (Tabela 3).

Pela analise de agrupamento verifica-se a formacgéo de cinco grupos a partir do ponto de corte
(Figura 1).

Figura 1- Dendrograma obtido através da ligagdo média entre grupos (UPGMA) dos 33 gendtipos de
feijoeiro, através de marcadores microssatélites.
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Um grupo foi composto por trés gendtipos crioulos (G3, G12 e G26). Um outro grupo foi composto
por dois gendtipos, sendo um crioulo (G10) e um comercial (G29). O gendtipo G22 ndo se agrupou.
Os demais genétipos comporam um grande grupo, sendo 24 crioulos e dois comerciais (G31 e G32)
(Figura 1).

XXI Encontro Latino Americano de Iniciacdo Cientifica, XVII Encontro Latino Americano de Pds-Graduacgdo e 4
VII Encontro de Iniciacao a Docéncia — Universidade do Vale do Paraiba.



Cl E N C' A Cl E N CIA Dias 26 e 27 de outubro de 2017

Discusséao

O numero de alelos foi baixo em alguns loci, os valores foram similares tanto para os SSR
gendmicos, quanto para SSR-EST, no qual em ambos ocorreu variagdo de dois a seis alelos. Hanai
et al. (2007) comparando loci SSR gendmicos e SSR-EST, também observaram um minimo de dois
alelos, assim como o encontrado nesse trabalho, em ambos SSR, no entanto o nimero maximo foi
maior, sendo 7 para SSR gendmico e 12 para SSR-EST. Vale ressaltar que o nimero de genétipos e
de marcadores que os autores utilizaram foi superior ao desse trabalho, o que pode ter colaborado
para a maior variacao.

A heterozigosidade observada, exceto para SSR-IAC10 e PvM02, foi atribuida com valor zero. Ja
no indice de fixacéo, apenas os dois marcadores citados apresentaram valores abaixo de um (Tabela
3). De forma geral, a partir desses dois parametros evidencia-se que a maior parte dos loci avaliados
se encontram em homozigose, indicando excesso de homozigotos. A homozigose é ocorrente em
genotipos de feijoeiro, visto que a espécie é preferencialmente autégama (LONDERO et al., 2009),
apresentando autofecundacao igual ou superior a 95%.

De acordo com Botstein et al. (1980) em estudos estudos genéticos o PIC indica a qualidade do
marcador molecular. Segundo a classificacdo apresentada por esses autores, valores abaixo de 0,25
sdo pouco informativos, de 0,25 a 0,5 medianamente informativos e superiores a 0,5 muito
informativos. No presente trabalho, um, seis e trés marcadores se enquadraram como pouco,
medianamente e muito informativos, respectivamente.

Dois grupos tiveram em sua composicao tanto genétipos crioulos quanto comerciais. O fato dos
genotipos crioulos ficarem alocados em grupos divergentes revela variabilidade destes materiais para
a selecdo, entretanto com proximidade a gendtipos comerciais. Assim, esses gendtipos crioulos
podem ja possuir caracteristicas de interesse, uma vez que 0s comerciais ja passaram por algum
processo de melhoramento genético.

Um grupo foi composto por apenas um gendtipo crioulo, no qual ndo mostrou similar aos demais.
Esse gendtipo pode ser indicado a selecdo, uma vez que em programas de melhoramento, a busca
por materiais genéticos mais divergentes € relatada (STAHELIN et al., 2011).

Conclusao

Os marcadores moleculares microssatélites foram eficientes para avaliagdo da diversidade de
feijdo preto. Os genotipos de feijoeiro apresentaram diversidade genética. O gendtipo G22 foi 0 mais
divergente.
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