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Diversidade genética e identificacao de hibridos por marcadores

RAPD em feijao-de-vagem
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RESUMO. Cinco acessos de feijio-de-vagem da Cole¢io de Germoplasma da UENF
foram avaliados quanto 2 diversidade genética por meio de caracteres morfoagrondmicos e
marcadores RAPD. Para tanto, foram utilizados os métodos multivariados de Agrupamento
de Tocher e “Hierirquico do Vizinho Mais Préximo” e anilise por meio de Varidveis
Canonicas. Os resultados de cada método apresentaram semelhanga, indicando a existéncia
de variabilidade. A formagio de grupos entre os genitores variou de acordo com o tipo de
vagem. Conclui-se que é possivel, em nivel molecular ou morfoagrondmico, inferir a
respeito da diversidade genética dos genitores. Os marcadores RAPD permitiram a
inequivoca identificagio de hibridos.

Palavras-chave: feijio-de-vagem, diversidade genética, marcadores RAPD.

ABSTRACT. Genetic diversity studies and hybrid identification in snap bean
assisted by RAPD markers. Five snap beans accessions from Germplasm Collection of
UENF were evaluated concerning genetic diversity using morphological and agronomic
traits, and RAPD markers. Multivariate analysis, including Tocher’s methods, Nearest
Neighbor and Canonical Variable were used to analyze the data. The results of each method
showed resemblance, indicating the presence of genetic variability. The groups among
parents were formed according to pod type. It was possible to detect genetic diversity
among parents with molecular markers or morphagronomic traits. RAPD markers were

useful for reliable hybrid identification.
Key words: snap beans, genetic diversity, RAPD.

Introdugio

Por muitos anos, a escolha dos métodos de
melhoramento de plantas, bem como a identifica¢io
genotipica de plantas, tem sido implementada com
base na avaliagio de caracteres morfoagrondémicos e
fisiolégicos. Porém, tais caracteres apresentam
desvantagens quando utilizados como marcadores
no estudo genético: alelos recessivos, fundamentais,
para uso como marcadores, podem ser deletérios
quando em homozigose; efeitos epistiticos e
pleiotrépicos, ou ambos, podem, de forma
significativa, limitar o ntmero de marcadores em
determinado estoque genético; a necessidade de
cruzamentos, os quais nem sempre sio de ficil
execugio ¢ a obtengio de descendentes com os

marcadores em proporgdes desejiveis (Barros,
1991).
O advento dos marcadores moleculares

possibilitou a discriminagdo genotipica, de forma
hibil, pois permite o estudo da variacio genética no
nivel do DNA (Ferreira e Grattapaglia, 1998).

A aplicagio de técnicas multivariadas em estudos
de diversidade genética tem permitido a
potencializacio da discriminagio genotipica, mesmo
quando sio utilizados caracteres morfoagrondmicos
(Cruz e Regazzi, 2001).

No que se refere a cultura do feijio-de-vagem, a
diversidade genética tem sido notadamente estreita,
devido ao seu sistema de autopolinizagio, que
proporciona elevada homogeneidade na espécie,
uma vez que a possibilidade de ocorrer cruzamentos
naturais entre plantas é muito pequena, variando,
segundo Gonzales (1981), de 0 a 13%.

Segundo Singh et al. (1991), a avaliagio da
diversidade genética do feijio tem sido realizada por
meio de caracteres morfoagrondmicos, como tipo de
semente, tipo de vagem, hibito de crescimento,
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dentre outros. Raros sio os estudos envolvendo
marcadores moleculares nessa cultura, nio obstante
as dificuldades apresentadas por genes marcadores
morfoagrondmicos, o que reforga a necessidade da
utilizagio de marcadores moleculares no estudo da
divergéncia genética e, também, na identificagio de
hibridos.

Referindo-se  aos marcadores moleculares,
Ferreira ¢ Grattapaglia (1998) relatam que esses
recursos permitem ao pesquisador uma maior
informagio de dados, que, associadas aos dados
fenotipicos, complementam os resultados desejados
para  Os  programas de  melhoramento,
exemplificando-se o planejamento de cruzamentos,
o agrupamento de gendtipos e a identificagio de
hibridos.

Este trabalho foi desenvolvido com o intento de
caracterizar a variabilidade molecular de cinco
genitores de feijio-de-vagem, por meio de técnica de
RAPD, avaliar a diversidade morfoagronémica dos
genitores e seus 10 hibridos dialélicos, identificar
com fidedignidade os hibridos por meio de
marcadores RAPD, e estimar a correlagio entre as
divergéncias morfoagronémicas e moleculares.

Material e métodos

Foram avaliados cinco acessos de feijio-de-
vagem (UENF 1429, UENF 1432, UENF 1442,
UENTF 1445 ¢ UENF 1448) e suas 10 combinagdes
hibridas F,, em esquema dialélico, sem inclusio de
reciprocos.

Efetuaram-se quatro semeaduras para obtengio
das progénies, sendo que as duas primeiras
ocorreram em maio de 2001, com o periodo de
cruzamentos tendo ocorrido entre junho e julho de
2001, totalizando 581 cruzamentos. As outras duas
semeaduras foram realizadas nos meses de julho e
agosto de 2001, sendo os cruzamentos efetuados
entre setembro e outubro de 2001, perfazendo um
total de 528 cruzamentos. Os acessos UENF 1429,
UENF 1432, UENF 1442 ¢ UENF 1445
participaram como doadores de pdlen, e os acessos
UENF 1432, UENF 1442, UENF 1445 ¢ UENF
1448, como receptores. Em todos os cultivos, o
acesso UENF 1448, por ser precoce, foi semeado
uma semana apés os demais genitores. A semeadura
estabelecida para avaliagdio do experimento foi
realizada em julho de 2002, avaliando-se nove
plantas de cada genitor e F; em casa de vegetagio,
localizada na Universidade Estadual do Norte
Fluminense Darcy Ribeiro (UENF), em wvasos
plisticos com volume de 5,0 dm’ de substrato,
contendo 40% de solo, 40% de esterco bovino e 20%
de areia.

Silva et al.

As seguintes caracteristicas foram avaliadas: a)
comprimento médio da vagem (CV), expresso em
cm, obtido pela quantificagio do comprimento
longitudinal de uma amostra de 10 vagens por
planta, de todas as plantas de cada tratamento, em
relacio ao ndimero de repeti¢des; b) didmetro de
vagem (DV), expresso em mm, obtido pela medigio
da secio transversal da vagem com auxilio de um
paquimetro digital, em uma amostra de 10 vagens de
todas as plantas de cada tratamento, em rela¢io ao
numero de repeti¢gdes; ¢) nimero médio de l6culos
por vagem (NL), obtido pela contagem do ntmero
total de l6culos de cada vagem, em uma amostra de
10 vagens por planta; d) altura média da insercio da
primeira vagem (APV), expressa em cm, obtida pela
medigio da distincia do colo até a inser¢io da
primeira vagem, de todas as plantas de cada
tratamento, relativo ao ndmero total de repeticoes
do experimento; e) teor de fibra (TF), obtido a partir
de 10 g de vagens “in natura”, triturados por trés
minutos em liquidificador; em seguida, as amostras
foram colocadas em peneiras de 30 “mesh” e lavadas
em dgua corrente; posteriormente, as amostras
foram lavadas com acetona (100%) e secas em estufa
a 105°C por cerca de uma hora, procedendo-se, em
seguida, 2 pesagem do material (adaptado de Frank et
al., 1961; Rodrigues, 1997; Rodrigues et al., 1998;
Abreu, 2001); f) peso médio de vagens por planta
(PMV), expresso em g, obtido pela relagio entre o
peso das vagens de todas as plantas de cada
tratamento, em todos os blocos, e o ntimero total de
repetigdes; e g) nimero médio de vagens por planta
(NMV), obtido pela razio entre o total de vagens,
por tratamento, de todos os blocos em relagio ao
namero de repeti¢oes.

Na anilise estatistica, identificados os pretensos
hibridos que eram, de fato, autofecundacoes dos
genitores, com base em marcadores RAPD,
procedeu-se a  avaliagdo das  caracteristicas
morfoagrondmicas por meio da anilise de variincia
de blocos inteiramente casualizados entre os
genitores ¢ entre genitores ¢ hibridos, utilizando os
recursos computacionais do Programa Genes (Cruz,
2001).

Foram utilizados os recursos computacionais do
Programa Genes (Cruz, 2001) na anilise das
Varidveis Canodnicas e para os procedimentos de
Agrupamento pelo Método de Otimizagio de
Tocher e Hierdrquico do “Vizinho mais Préximo”
(Cruz e Regazzi, 2001), com base na Distincia
Generalizada de Mahalanobis, a qual leva em
consideragio a matriz de variincias e covariincias
residuais (Miranda ef al., 1988).

Na identificagio dos hibridos, empregou-se a
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anélise por marcadores RAPD. Para tanto, procedeu-
se a extragio do DNA gendmico de cada genitor,
conforme o método descrito por Doyle ¢ Doyle
(1990) e, em seguida, foram obtidos os “primers”
selecionados para comprovagio da hibridagio nos
individuos considerados F;.

Na execugio do procedimento laboratorial,
foram coletadas quatro folhas jovens e tenras de cada
genitor, de plantas crescidas em casa de vegetacio e,
imediatamente, colocadas em meio ao nitrogénio
liquido. Para a extracio de DNA, cada amostra foi
macerada em nitrogénio liquido até a obtencio de
um pd, sendo esse transferido, com cerca de 200 a
300 mg, para microtubos “eppendorf” de 2,0 mL,
devidamente identificados. Em  seguida, foi
adicionado o volume de 1,2 mL de tampio de
extragio (CTAB 5%; NaCl 5 M; EDTA 0,5 M; Tris-
HCI 1,0 M; pH 8,0; H,O; p—Mercaptoetanol a 0,1%
e P.V.P a 1,0%) a cada tubo.

Os microtubos foram dispostos em suportes e
incubados em banho-maria a 65°C por 40 minutos.
Durante a incubacio, os tubos foram suavemente
agitados a cada 10 minutos e, em seguida, foram
resfriados 3 temperatura ambiente e centrifugados a
14.000 rpm por cinco minutos, transferindo-se o
sobrenadante (cerca de 0,9 mlL) para novos
microtubos de 2,0 mL, ji identificados. Apds, foi
efetuada a desproteinizagio, por meio da adigio de
0,8 mL de cloroférmio-alcool isoamilico (24:1) a
cada tubo, agitando-os suavemente por 10 minutos e
promovendo uma nova centrifugacio.

Novamente, o sobrenadante, cerca de 0,75 mL,
foi transferido para novos tubos de 2,0 mL e
adicionados 0,8 mL de cloroférmio-alcool isoamilico
(24:1). Procedeu-se a2 uma nova centrifugagio. Apds
essa etapa, a fase superior, aproximadamente 0,6 mL,
foi transferida para novos tubos de 1,5 mL, e
adicionados 2/3 do volume de isopropanol gelado,
promovendo a precipitagio dos dcidos nucléicos. Os
tubos foram invertidos suavemente, algumas vezes, e
incubados a -20°C por trés horas. Apds a incubagio,
os tubos foram centrifugados por 10 minutos a
14.000 rpm, promovendo a formagio de um
precipitado branco no fundo de cada tubo. O
sobrenadante foi, entio, removido e o precipitado,
lavado duas vezes com etanol a 70% e uma vez com
etanol a 95%.

Em seguida, o material ficou exposto 2
temperatura ambiente por 20 minutos, para secar,
sendo ressuspenso em 0,25 mL de tampio TE (10
mM Tris-HCIL, 1 mM EDTA, pH 8,0), contendo
RNAse na concentragio final de 40 pg/mL. Apds a
ressuspensio, as amostras foram incubadas em
banho-maria a 37°C por 30 minutos e, em seguida,
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foi adicionado NaCl a 5 M, na propor¢io de 1:10
(NaCl : DNA ressuspenso), ¢ adicionados 2/3 do
volume de isopropanol gelado para precipitar o
DNA novamente.

O material foi incubado em geladeira a 4°C
durante a noite. Posteriormente, as lavagens com
etanol a 70% e a 95% foram repetidas ¢ o precipitado
final foi ressuspenso em 0,2 mL de TE, repousando
durante quatro horas. Finalmente, o material foi
quantificado com amostras de concentracoes de 20,
40 e 80 ng/ul em gel de agarose, através da reflexio
de luz ultravioleta sobre brometo de etidio.

Apés a quantificagio do DNA dos genitores,
foram realizadas as devidas dilui¢des e preparados os
coquetéis de reagentes (dgua Milli-Q, tampio PCR
10X, Mg Cl, 25 mM, dNTPs, “primer”, Tag DNA
Polimerase ¢ DNA), para realizagio da reagio de
PCR, feita em termociclador por, aproximadamente,
4,5 horas, utilizando-se um volume final de 25 pl,
seguindo metodologia descrita por Ferreira e
Grattapaglia (1998), com a finalidade de promover a
amplificagio dos fragmentos de DNA e, diante da
revelagdlo em gel, selecionar os “primers” que
apresentaram polimorfismo, para a identificagio dos
hibridos. Os seguintes “primers” foram utilizados:
OPAA01, OPAA02, OPAA(03, OPAA(O4, OPAAO5,
OPAA06, OPAA0O7, OPAA(S, OPAA(09, OPAA10,
OPAA11, OPAA12, OPAA13, OPAA14, OPAA15,
OPAA16, OPAA17, OPAA18, OPAA19, OPAA20,
OPABO01, OPAB02, OPAB03, OPAB04, OPABO5,
OPAB06, OPAB(07, OPAB08, OPAB09, OPAB10,
OPAB11, OPAB12, OPAB13, OPAB14, OPAB15,
OPAB16, OPAB17, OPAB18, OPAB19, OPAB20,
OPAEO1, OPAE02, OPAE(03, OPAE(04, OPAEO5,
OPAEO6, OPAEO7, OPAE(OS, OPAE(09, OPAE10,
OPAE11, OPAE12, OPAE13, OPAE14, OPAE15,
OPAE16, OPAE17, OPAE18, OPAE19, OPAE20,
OPACO01, OPAC02, OPAC03, OPAC04, OPACO05,
OPAC06, OPAC07, OPAC08, OPAC09, OPAC10,
OPAC11 e OPACI12.

Ao se obter os dados de presenca e de auséncia de
bandas entre os genitores, por meio das imagens
registradas em gel de agarose, obteve-se uma matriz
de dados bindrios, pela atribuicio de valor 1 2
presenca da banda gerada com a amplificagio e valor
0 quando nio se registrava a sua amplificagio. A
distincia entre os pares dos gendtipos foi calculada
com base no Complemento Aritmético do Indice de
Jaccard. Os procedimentos de Agrupamento pelo
método de Otimizagio de Tocher e Hierdrquico do
“Vizinho mais Préximo” foram utilizados para
confeccionar os agrupamentos dos genétipos (Cruz
e Carneiro, 2003). Por fim, estimou-se a correlagio
de Pearson entre as distincias genéticas com base no
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Complemento Aritmético do Indice de Jaccard e na
Distincia Generalizada de Mahalanobis, utilizando o
programa GENES (Cruz, 2001).

Resultados e discussao

Para as sete caracteristicas avaliadas, a anilise de
varidncia registrou diferenga significativa entre as
médias dos cinco genétipos estudados, em 1% de
probabilidade pelo teste F (Tabela 1), indicando
haver variabilidade genética entre eles.

O coeficiente de variagio experimental revelou
valores inferiores a 21%, indicando pouca influéncia
ambiental. Valores elevados de 47,4064% para APV ¢
de 31,2105% para NMYV, provavelmente estio
vinculados 2s variacGes nas alturas de inser¢io da
primeira vagem entre os gendtipos, bem como a
amplitude diferencial na produtividade de vagens.

Pela anilise obtida entre os genitores ¢ hibridos,
também foi verificada diferenca significativa entre as
médias dos gendtipos, em 1% de probabilidade pelo
teste F (Tabela 2). Este fato ratifica a existéncia de
diferencas genéticas nio apenas entre os gendtipos
utilizados nos cruzamentos, mas também entre estes
e os hibridos, indicando possibilidade de ganhos em
tuturos programas de melhoramento.

A semelhanga do que ocorreu com o
comportamento do coeficiente de variagio na anilise
dos genitores (Tabela 1), a inclusio dos hibridos
continuou evidenciando os maiores valores para APV
e NMV (53,6712% e 38,7919%, respectivamente),
denotando que houve uma tendéncia na manutengio
da diferenca de amplitude entre as inser¢bes das
primeiras vagens, bem como entre a produtividade de
vagens entre genitores e hibridos.

Pela comparacio entre pais e pais e hibridos, foi

Tabela 1. Variincia univariada para sete caracteristicas' avaliadas em

Estado do Rio de Janeiro.

Silva et al.

possivel observar uma pequena redugio de valores nas
médias gerais das caracteristicas CV, DV, APV e PMV.
Por outro lado, as caracteristicas NL, TF e NMV
apresentaram pequeno acréscimo em suas médias
gerais. Essa pequena variagio entre os valores das
médias gerais indica que a escolha correta dos
gendtipos a serem combinados em cruzamentos
dialélicos podem favorecer a obtengio de um individuo
superior com caracteristicas agrondmicas desejiveis.

A quantifica¢io da divergéncia genética entre os
cinco genitores, por meio das sete caracteristicas
morfoagrondmicas (Tabela 3), revelou que os
gendtipos mais similares foram UENF 1442 e
UENF 1445, por apresentarem a menor magnitude
de distdncia, correspondente a 15,5151. Os
gendtipos UENF 1429 ¢ UENF 1432 constituiram
o segundo par mais semelhante, expresso pelo valor

de D2

1
UENF 1432 ¢ UENF 1442 foram os mais
divergentes, revelando a maior magnitude de
distincia, ou seja, 217,9565.

Tais resultados denotam a existéncia de ‘pools
génicos’ entre os materiais avaliados que, em razio
do tipo de vagem, se “Macarrio” ou “Manteiga”,
exibem  comportamento  dissimilar ou de
proximidade génica. Isso ¢ ratificado pelo fato de o
par mais préximo possuir vagens do tipo
“Manteiga”; de o segundo par similar deter vagem
do tipo “Macarrio”; ao passo que O par mais
distante, UENF 1432 ¢ UENF 1442 detém vagem
do tipo “Macarrio” e “Manteiga”, respectivamente.

Todavia hid que se ressaltar que o segundo par
mais distante (UENF 1442 ¢ UENF 1448) possui
vagem do mesmo tipo, qual seja, “Manteiga”. Assim,

igual a 17,8205. Por sua vez, os gendtipos

cinco gendtipos de feijaio-de-vagem em Campos dos Goytacazes,

Quadrados médios

FvV GL

CVv DV NL APV TF PMV NMV
Tratamentos 4 224,6312%* 19,8250** 17,8721** 1221,5435%* 1,1206** 167,6775** 178,2999**
Residuos 40 1,0769 0,3318 0,1551 293,7459 0,0155 2,4260 32,6611
Média 16,0393 7,2251 7,7146 36,1533 0,6228 9,1410 18,3111
CVe (%) 6,4700 7,9728 5,1054 47,4064 20,0163 17,0393 31,2105

** significativo em nivel de 1% de probabilidade pelo teste F; 'CV = Comprimento de vagem; DV = Didmetro de vagem; NL = Nimero médio de 16culos; APV = Altura de insergio
da primeira vagem; TF = Teor de Fibras; PMV = Peso médio de vagens; e NMV = Namero médio de vagens

Tabela 2. Varidncia univariada para sete caracteristicas' avaliadas em 15 genétipos de feijio-de-vagem avaliados em Campos dos

Goytacazes, Estado do Rio de Janeiro.

Quadrados médios

FV GL

CV DV NL APV TF PMV NMV
Tratamentos 14 115,7895** 13,8559** 8,3167** 893,3428** 0,8118** 88,8762%* 205,3629**
Residuos 120 0,9457 0,2516 0,2755 315,1776 0,0219 2,2351 61,6277
Médias 15,9387 7,1026 7,7624 33,0777 0,6904 8,7715 20,2370
CVe (%) 6,1013 7,0630 6,7621 53,6712 21,4751 17,0440 38,7919

** significativo em nivel de 1% de probabilidade pelo teste F; 'CV = Comprimento de vagem; DV = Didmetro de vagem; NL = Niimero médio de 16culos; APV = Altura de insergio
da primeira vagem; TF = Teor de Fibras; PMV = Peso médio de vagens; e NMV = Niamero médio de vagens
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a légica da ocorréncia de ‘pools génicos’ com base no
tipo de vagem deve ser analisada com certo
ceticismo.Falconer (1987) recomenda cruzamentos
entre gendtipos mais contrastantes, uma vez que
maior efeito heterdtico é esperado em hibridos entre
populagdes mais divergentes. Desse modo, os
genétipos UENF 1432 ¢ UENF 1442 seriam os
mais indicados para tais cruzamentos.

Entretanto nio se pode deixar de comentar a
respeito da estreita base genética do feijio-de-vagem,
por se tratar de uma espécie autégama. Portanto a
necessidade de cruzamento entre diversos genétipos
para obten¢io de uma ampla gama de individuos é
bastante conveniente. Isso posto, a utilizagio de
combinagdes multiplas a partir de cruzamentos
dialélicos é uma alternativa vidvel para a amplia¢io
da base genética da espécie e a obtengio de
segregantes superiores.

Pelos resultados obtidos das distAncias de
Mahalanobis entre genitores e hibridos (Tabela 4),
verifica-se que os genétipos UENF 1442 ¢ UENF
1448 foram os mais divergentes (199,6305).

Isso denota a inexisténcia de heterobeltiose,
enquanto genitores mais divergentes (Tabela 3); nio
houve hibrido que os suplantassem com relagio ao
valor de distincia genética, mantendo-se como os
mais divergentes, mesmo na presencga dos Fy,. Assim,
tais gendétipos seriam indicados como os mais
adequados para a obtengio de um individuo com
expressivo efeito heterdtico.

Os hibridos UENF 1448 x UENF 1442 ¢
UENF 1448 x UENF 1445 apresentaram o menor

de D2 (1,0564),

similaridade. Esse fato nio era esperado, vez que
UENF 1448 ¢ UENF 1442 detiveram o segundo

maior valor de D/ (Tabela 3); ¢ UENF 1445 ¢
UENF 1448, a quarta magnitude de D?, conforme
Tabela 3.

valor revelando  elevada
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Tabela 3. Medidas de Dissimilaridade entre cinco genétipos de
feijao-de-vagem em relagio a sete caracteristicas, com base na
Distancia Generalizada de Mahalanobis (D2 ).

Genétipos L;ENF UEnE LT S
32 1442 1445 1448
EEI;F 17,8205 201,9356 125,8080 108,9340
ESIZ\IF 217,9565 140,7979 107,8062
}EIZ\IF 15,5151 211,1905
EESNF 159,2312

Pelo Método de Tocher (Tabela 5), utilizando-se
apenas os genitores, houve a formacio de trés
grupos. Esse resultado revela que os gendtipos com
mesmo tipo de vagem se uniram em grupos;
entretanto hi presenga de certa divergéncia genética
entre os pais, posto que um dos genétipos com
vagem tipo “Manteiga” ficou configurado em um
grupo isolado. O grupo I foi composto pelos
genétipos UENF 1442 ¢ UENF 1445, os quais
apresentaram a menor magnitude de dissimilaridade,
obtida pela Distincia Generalizada de Mahalanobis
(Tabela 3). O grupo II foi constituido pelo genétipo
UENF 1429 ¢ UENF 1432, enquanto o grupo III,
formado apenas pelo genétipo UENF 1448, indica
elevada divergéncia deste para com os demais,
confirmando os valores elevados das suas distincias
nos pares em que participou (Tabela 3).

Com base no Método Hierdrquico do “Vizinho
mais Préximo” (Figura 1), com corte de 30%,
depreende-se a formagio dos mesmos grupos
representados no método anterior, confirmando os
resultados obtidos pelas distincias de Mahalanobis
(Tabela 3). O gendtipo UENF 1448 foi
caracterizado como o mais divergente em todos os
métodos utilizados.

Tabela 4. Medidas de dissimilaridade entre 15 gendtipos de feijio-de-vagem em relagio a sete caracteristicas, com base na Distincia

Generalizada de Mahalanobis ( Diiz‘ )-

Genotiposl 2 3 4 5 6 7 3 9 10 11 2 13 14 15
1 100175 1615507 1145998 908207 26046 49,1505 482034 580425 493516 362998 421758 1255515  G0AG66 634631
2 1422108 1000731 849768 78799 405542 448013 630834 362936 307626 309424 1075194 615378 650370
3 88802 1996305 1709010 349875 357115 1253462 366403 467443 1299632 67685 116234 1075857
4 1574579 1229383 182069 185850 922045 204095 234150 028676 29218 36757 T6AIR2
5 1018725 995927 1145136 147894 1056239 105343 134209 1496587 181602 17,8448
6 552420 553042 734811 520678 419881 524096 1368861 747181 824688
7 12427 489536 24974 23896 444387 206342 429711 418828
8 56,5531 48617 21084 531648 227830 504935 506428
9 580120 536905 40860 87,5332 15143 27848
10 36772 487725 23795 537558 512424

14

''1 = UENF 1429; 2 = UENF 1432; 3 = UENF 1442; 4 = UENF 1445; 5 = UENF 1448; 6 = UENF 1432 x UENF 1429; 7 = UENF 1442 x UENF 1429; 8 = UENF 1445 x
UENF 1429; 9 = UENF 1448 x UENF 1429; 10 = UENF 1442 x UENF 1432; 11 = UENF 1445 x UENF 1432; 12 = UENF 1448 x UENF 1432; 13 = UENF 1445 x UENF

1442; 14 = UENF 1448 x UENF 1442; ¢ 15 = UENF 1448 x UENF 1445
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Pela anilise do Método de Otimizagio de Tocher
entre genitores ¢ hibridos (Tabela 6), foi registrada a
formagio de cinco grupos, sendo que apenas um
grupo revelou um tnico genétipo. Destaca-se que o
grupo 1 foi configurado pela presenga de quatro
hibridos, todos tendo o gen6tipo UENF 1448 como
receptor de pélen e os genitores restantes como
doadores em cada combinagio. O grupo II
apresentou as combina¢ées UENF 1442 x UENF
1429, UENF 1445 x UENF 1429, UENF 1442 x
UENF 1432 ¢ UENF 1445 x UENF 1432. Os
genitores UENF 1429 ¢ UENF 1432, juntamente
com o hibrido formado pela sua combinagio (1432 x
UENF 1429) compuseram o grupo III. O hibrido
UENF 1445 x UENF 1442 ¢ os genitores UENF
1445 ¢ UENF 1442, representaram o grupo IV,
enquanto o genitor UENF 1448 ficou isolado dos
demais, representando o grupo V.

Por meio de anidlise da Figura 2, obtida pelo
Método Hierirquico do “Vizinho mais Préximo”,
entre genitores e¢ hibridos, com corte de 30%, foi
estabelecida a formacio de cinco grupos, assim como
observado no método de Tocher (Tabela 6),
ocorrendo apenas a troca de ordem entre eles, sendo
que os grupos II, IV e V de Tocher correspondem
aos respectivos grupos IV, V e II do método do
“Vizinho mais Préximo”.

Tabela 5. Agrupamento pelo método de Tocher, de cinco
genétipos  de  feijio-de-vagem, com base mna Distincia

2
Generalizada de Mahalanobis ( Dii‘ ).

Grupo Gendtipos

I UENF 1442 ¢ UENF 1445
I UENF 1429 ¢ UENF 1432
111 UENF 1448

Apesar da concordincia nos resultado das anilises,
Amaral Janior (1996), referindo-se aos métodos de
agrupamento utilizados, alerta para o modo subjetivo
como sio caracterizados os grupos nos métodos
hierdrquicos, relatando, ainda, que hi maior
confiabilidade nos métodos de otimizacio em relagio
aos hierdrquicos, por proporcionar a formacio de
grupos independentes, nio-relacionados.

Silva et al.

0 10 Z 30 40 50 60 70 80 90 1
Figura 1. Dendrograma da dissimilaridade genética entre cinco

gendtipos' de feijio-de-vagem, obtido pelo Método Hierdrquico
do Vizinho mais Préximo, com base em sete caracteristicas,

utilizando-se a Distincia Generalizada de Mahalanobis ( DHZ)

' 1 = UENF 1429; 2 = UENF 1432; 3 = UENF 1442; 4 = UENF 1445; ¢ 5 = UENF
1448

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 1c

Figura 2. Dendrograma da dissimilaridade genética entre 15
gendtipos' de feijio-de-vagem, obtido pelo Método Hierdrquico
do “Vizinho mais Préoximo”, com base em sete caracteristicas,

2
utilizando-se a Distincia Generalizada de Mahalanobis ( Dii )

''1 = UENF 1429; 2 = UENF 1432; 3 = UENF 1442; 4 = UENF 1445; 5 = UENF
1448; 6 = UENF 1432 x UENF 1429; 7 = UENF 1442 x UENF 1429; 8 = UENF
1445 x UENF 1429; 9 = UENF 1448 x UENF 1429; 10 = UENF 1442 x UENF 1432;
11 = UENF 1445 x UENF 1432; 12 = UENF 1448 x UENF 1432; 13 = UENF 1445
x UENF 1442; 14 = UENF 1448 x UENF 1442; ¢ 15 = UENF 1448 x UENF 1445

As wvaridncias acumuladas pelas Varidveis
Candnicas, demonstradas na Tabela 7, para as sete
caracteristicas avaliadas entre os cinco genitores,
explicaram o actimulo necessirio de 80% da variagio
total nas duas primeiras Varidveis Canodnicas, para
permitir o estudo da divergéncia genética dos
genitores, no espago bidimensional (Figura 3).

Analisando a distribuigdo dos genétipos na
Figura 3, nota-se a formacio de trés grupos, sendo
que o acesso UENF 1448 apresentou-se como o
tnico representante de um dos grupos, evidenciando
a distncia deste em relagio aos demais. Os acessos
UENF 1429 ¢ UENF 1432 formaram outro grupo,
com os acessos UENF 1442 e UENF 1445
compondo o terceiro.

Tabela 6. Agrupamento pelo Método de Tocher, de 15 genétipos de feijio-de-vagem, com base na Distincia Generalizada de

Mahalanobis ( DZ )-

Grupo Genétipos

I UENF 1448 x UENF 1442, UENF 1448 x UENF 1445, UENF 1448 x UENF 1429 ¢ UENF 1448 x UENF 1432
I UENF 1442 x UENF 1429, UENF 1445 x UENF 1429, UENF 1445 x UENF 1432 ¢ UENF 1442 x UENF 1432
1 UENTF 1429, UENF 1432 x UENF 1429 ¢ UENF 1432

v UENTF 1445, UENF 1445 x UENF 1442 ¢ UENF 1442

A% UENF 1448

Acta Sci. Agron.

Maringg, v. 27, n. 3, p. 531-539, July/Sept., 2005



Diversidade genética por marcadores RAPD

Tabela 7. Variincias acumuladas (%) para Varidveis Candnicas
das sete caracteristicas avaliadas entre genitores.

Variancia Vei

acumulada VC1 VC2 VC3 VC4 VC5 VC6 vC7

(%) 69,0123 954773 98,8257 100,0000 100,0000 1000000 100,0000
Esses resultados apresentaram completa

identidade com os dados obtidos pelo agrupamento
de Tocher (Tabela 5) ¢ com o método Hierdrquico
do “Vizinho mais Préximo” (Figura 1).

Em relagio 2 anilise das Varidveis Canonicas,
incluindo genitores ¢ hibridos, percebe-se, pela
Tabela 8, que as variincias acumuladas para as sete
caracteristicas  avaliadas explicaram o actimulo
necessario de 80% da variagio total nas duas
primeiras  Varidveis Candnicas, dessa forma,
permitiu-se o estudo da divergéncia genética entre
eles em grifico de dispersio bidimensional (Figura
4).

WC2

@

Wi

ol

Figura 3. Dispersio grifica dos escores, em relagio aos dois eixos
representativos das duas primeiras Varidveis Canonicas (VC1 e
VC2), de sete caracteristicas avaliadas em 5 genétipos' de feijio-
de-vagem

'1 = UENF 1429; 2 = UENF 1432; 3 = UENF 1442; 4 = UENF 1445; ¢ 5 = UENF
1448

Tabela 8. Variincias acumuladas (%) para Varidveis Candnicas
das sete caracteristicas avaliadas entre genitores ¢ hibridos
dialélicos.

Variincia a Vi
Cumulada VC1 vC2 VC3 VC4 VC5 VCo6 vC7
(%) 62,2480 952128 97,8515 98,8416 99,5068 99,8833 100,0000

Depreende-se, pela Figura 4, a formagio de cinco
grupos. Todos  apresentam  uma  certa
dissimilaridade, caracterizando a  divergéncia
existente entre eles. H4 dois grupos com quatro
gendtipos cada, sendo que, em um deles, estio
presentes os hibridos UENF 1448 x UENF 1429,
UENF 1448 x UENF 1432, UENF 1448 x UENF
1442 ¢ UENF 1448 x UENF 1445, ou seja, esse
grupo € formado excepcionalmente por hibridos que
conttm o gendtipo UENF 1448 como receptor de
pélen, e os demais genitores como doadores nos
cruzamentos dialélicos. O outro grupo com quatro
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gendtipos € representado pelos hibridos UENF 1442
x UENF 1429, UENF 1445 x UENF 1429, UENF
1442 x UENF 1432 ¢ UENF 1445 x UENF 1432.
Outros dois grupos estio representados por dois
genitores ¢ um hibrido cada, sendo que, em um
deles, estio os genétipos UENF 1442, UENF 1445
e o hibrido obtido do cruzamento entre ambos, ou
seja, UENF 1445 x UENF 1442. Os gendtipos
UENF 1429, UENF 1432 ¢ seu hibrido, UENF
1432 x UENF 1429, completam os grupos
representados por dois genitores ¢ um hibrido. Por
fim, encontra-se o Gnico grupo com apenas um
gendtipo, UENF 1448. Esses dados asseguram a
eficiéncia do modelo, por agrupar gendtipos com
caracteristicas bastante semelhantes, e proporcionar
a0 mesmo individuo receptor de pdlen, ou ao
hibrido resultante do cruzamento dos demais
participantes, alocarem-se no mesmo grupo.

Para a anilise conjunta entre genitores ¢ hibridos,
foi observada total coeréncia com os métodos de
Tocher (Tabela 6) e com o “Vizinho mais Préximo”
(Figura 2).

wC2
4 5
| e
. 115 10
1 =L
o B
1 a
i & = 3
4 L =

w1

Figura 4. Dispersio grifica dos escores, em relagio aos dois eixos
representativos das duas primeiras Varidveis Canénicas (VC1 ¢
VC2), de sete caracteristicas avaliadas em quinze genétipos? de
feijao-de-vagem.

' 1 = UENF 1429; 2 = UENF 1432; 3 = UENF 1442; 4 = UENF 1445; 5 = UENF
1448; 6 = UENF 1432 x UENF 1429; 7 = UENF 1442 x UENF 1429; 8 = UENF
1445 x UENF 1429; 9 = UENF 1448 x UENF 1429; 10 = UENF 1442 x UENF 1432;
11 = UENF 1445 x UENF 1432; 12 = UENF 1448 x UENF 1432; 13 = UENF 1445
x UENF 1442; 14 = UENF 1448 x UENF 1442; ¢ 15 = UENF 1448 x UENF 1445.

Identificados os “primers” polimérficos, foram
selecionados aqueles que apresentavam as melhores
“bandas” para distingdo dos genitores, quais sejam:
OPAA 11, OPAA 17, OPAE 04, OPAB 08, OPAC
01, OPAC 05, ¢ OPAE 11.

Como exemplo, na Figura 5, o “primer” OPAA
17 apresentou polimorfismo entre o genitor UENF
1448 e os demais, possibilitando a identifica¢io de
todos o0s cruzamentos em que esse genitor
participava. Pela mesma figura, observa-se que a
combinagio UENF 1448 X UENTF 1442 apresentou
auséncia de fragmento em um dos individuos,
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Hibridos

Genitores

Figura 5. Anilise de marcadores RAPD entre genitores e
hibridos. A seta no genitor 22 (UENF 1448) indica a presenga de
banda diferencial entre os demais; a seta no gendtipo 72 indica a
ocorréncia de autofecundagio.

caracterizando  autofecundagio do mesmo e
hibridagdo dos demais. O mesmo principio foi
utilizado para confirmagio de 139 individuos, em
um total de 150. Para o estudo da diversidade
genética entre os genitores, foram utilizados 72
“primers”, que possibilitaram a obtengio de 264
marcas, sendo 88 polimdrficas, utilizadas para a
confecgio de uma matriz de dados bindrios, a qual
possibilitou gerar a matriz de dissimilaridade
genética baseada no Complemento Aritmético do
Indice de Jaccard (Cruz e Carneiro, 2003).

Na Tabela 9, encontram-se os dados obtidos pelo
Complemento Aritmético do Indice de Jaccard para
os cinco genitores. Verifica-se que os pais UENF
1429 ¢ UENF 1432 foram os mais similares, por
registrarem a menor distincia (0,1528). De forma
contriria, os genitores UENF 1445 ¢ UENF 1448
foram os mais dissimilares, com valor de distincia
igual a 0,2040.

Esses resultados nio sio iguais aos obtidos com a
Distincia de Mahalanobis (Tabela 3); porém
apresentam certa concordincia no que diz respeito
aos caracteres agronémicos da cultura. Pelo método
de Mahalanobis, os genitores mais similares foram
UENF 1442 ¢ UENF 1445, ou seja, gendtipos com
vagens do tipo “Manteiga”, e, por sua vez, o método
realizado pelo Complemento Aritmético do Indice
de Jaccard atribuiu similaridade aos genitores que
apresentam vagem do tipo “Macarrio”, identificados
como UENF 1429 ¢ UENF 1432, os quais também
foram considerados, pelo método de Mahalanobis,

com alta similaridade, constituindo o segundo par
com menor valor de Diiz\ (Tabela 3). De forma
aniloga,

apresentaram-se  0s  genitores  mais

Silva et al.

divergentes, sendo que um apresenta vagem tipo
“Manteiga” e o outro, tipo “Macarrio”, denotando
que houve congruéncia entre as distincias
moleculares e o tipo de vagem dos genétipos.

O agrupamento obtido pelo Método de Tocher,
realizado pelo Complemento Aritmético do Indice
de Jaccard (Tabela 10), revelou a formagio de trés
grupos, sendo o grupo I composto pelos genitores
UENF 1429 ¢ UENF 1432. Os genitores UENF
1442 ¢ UENF 1448 formaram o grupo II. E, por
fim, apresentou-se o grupo III com o genitor,
UENF 1445. Esses resultados foram, de certa forma,
concordantes com o Método de Tocher (Tabela 5),
no qual foram registrados trés grupos, sendo que o
grupo I foi correspondente ao grupo II presente na
Tabela 5, diferenciando-se os grupos II e III, em que
o genitor UENF 1445 assumiu um grupo
isoladamente, trocando de posigilo com UENF
1448.

Tabela 10. Agrupamento pelo Método de Tocher, de cinco
gendtipos de feijio-de-vagem, com base no Complemento
Aritmético do Indice de Jaccard.

Grupo Genétipos

I UENF 1429 ¢ UENF 1432
I UENF 1442 ¢ UENF 1448
it UENF 1445

Pela anilise de agrupamento utilizando o
Método Hierdrquico do “Vizinho mais Préximo”, de
acordo com o Complemento aritmético de Jaccard
(Figura 6), foi possivel estabelecer a formacio de
quatro grupos.

Visualiza-se um grupo com os genitores UENF
1429 ¢ UENF 1432, sendo que os demais grupos
apresentaram um Unico genitor cada, caracterizados
pelos genétipos UENF 1445, UENF 1448 ¢ UENF
1442, respectivamente. Em relacio 3 Figura 1, na
qual se avaliaram os agrupamentos por meio de
caracteristicas morfoagrondmicas, houve certa
relacio, devido 2 concordincia na detec¢io de um
grupo composto pelos genitores UENF 1429 e
UENF 1432, ¢ de um grupo formado apenas pelo
genitor UENF 1448. Entretanto, os demais
genitores, UENF 1442 e UENF 1445
compartilharam o mesmo grupo.

Tabela 9. Medidas de Dissimilaridade entre cinco genétipos de feijio-de-vagem, com base no Complemento Aritmético do Indice de

Jaccard.
Gendtipos UENF 1432 UENF 1442 UENF 1445 UENF 1448
UENF 1429 0,1528 0,1821 0,1687 0,1769
UENEF 1432 0,1935 0,2024 0,1885
UENTF 1442 0,1795 0,1951
UENEF 1445 0,2040
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Figura 6. Dendrograma da dissimilaridade genética entre cinco
gendétipos' de feijio-de-vagem, obtido pelo Método Hierdrquico
do “Vizinho mais Préximo”, utilizando-se o Complemento
Aritmético do Indice de Jaccard.

' 1 = UENF 1429; 2 = UENF 1432; 3 = UENF 1442; 4 = UENF 1445; ¢ 5 = UENF
1448.

A estimativa da correlacio de Pearson entre a
diversidades molecular ¢ morfoagrondémica dos
cinco genitores (Tabela 11) revelou diferenga
significativa em 5 % de probabilidade pelo teste t.

Tabela 11. Valor da correlagio entre a diversidade molecular e
morfoagrondmica, e anilise de significincia pelo teste t.

Correlagio R Alfa (5 %)
Jaccard
X 0,6315 4,8706 *
Mahalanobis
Conclusao

A presenga de valor positivo e significativo nessa
correlagio permite argumentar que a avaliagio
molecular possibilita inferir a respeito da diversidade
genética existente entre os genitores presentes neste
trabalho. Também ¢ possivel argumentar que as
caracteristicas morfoagrondmicas nio apresentaram
variagio proeminente em relagio ao que era
esperado em nivel molecular, ou seja, houve pouco
efeito ambiental no comportamento dos genitores.
Conclui-se, pois, que ¢é possivel, em nivel molecular
ou morfoagronémico, inferir a respeito da
divergéncia genética dos cinco genitores utilizados
neste trabalho.
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