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Resumo

O Brasil é um importante centro de diversidade secundéria do feijdo-comum, apresentando grande
variabilidade de germoplasma. No Espirito Santo, onde a agricultura familiar € predominante, o feijao-
comum é uma importante fonte de renda e subsisténcia. Apesar de sua relevancia, a diversidade
genética dessa leguminosa é subestimada, sendo crucial a coleta e caracterizacdo do germoplasma
devido a desafios como a perda de genétipos por influéncias ambientais. Este estudo visou estimar a
variabilidade genética de feijdo-comum no Espirito Santo usando 67 acessos do Banco Ativo de
Germoplasma e 23 marcadores ISSR. A analise revelou alta variabilidade genética e distin¢cdo clara
entre os pools génicos Andino e Mesoamericano, confirmando a importadncia dos agricultores na
conservacdo desse patrimbnio genético.

Palavras-chave: Molecular. Variabilidade. ISSR. Germoplasma. Phaseolus vulgaris L.
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Introducéo

O Brasil é um importante centro secundario de diversidade de feijdo, abrigando uma enorme
variabilidade de germoplasma, com diferentes formas, cores e tamanhos (Gepts, 1998). O feijao-
comum (Phaseolus vulgaris L.) possui grande importancia econdémica, nutricional e cultural em todo o
Brasil. Esta dentre as leguminosas mais consumidas no mundo e representa uma importante fonte de
proteina e micronutrientes, especialmente para as populacdes de baixa renda (Broughton et al., 2003),
pelas quais é cultivado predominantemente por agricultores familiares, com baixo nivel tecnoldgico,
voltado, sobretudo, para a subsisténcia das familias (Elias et al., 2021).

Muitos produtores tém deixado de plantar feijdo por diversas razdes. Alguns exemplos sdo a
escassez de chuva, escassez de mao-de-obra, baixo preco do feijdo, falta de area para o cultivo,
ocorréncia de doencas, entre outras (Bellon; Van Etten, 2014), o que faz com que haja risco da perda
de gendtipos, seja pela ocorrencia de pragas e doencas, por mal armazenamento e tantos outros
fatores. Esse processo é chamado de erosdo genética, no qual a perda de genotipo, entre outras
causas, gera prejuizos das cultivares tradicionais, reducdo da diversidade e vulnerabilidade na
seguranca alimentar. Desta forma, ha a iminente necessidade de se coletar, conservar e caracterizar
os materiais de feijdo-comum (Fowler e Mooney, 1990; Souza, 2016).

O processo de erosdo genética no género Phaseolus tem sido bastante acentuado em toda a regido
Sudeste (Cavalcanti et al.,, 2021). No estado do Espirito Santo, a area plantada vem sofrendo um
decréscimo ano apés ano (PROATER, 2020). A safra de 1984/1985 chegou a 111 mil ha com um
declinio progressivo nos anos seguintes, chegando a 14,4 mil ha na safra de 2019/2020 e uma
estimativa de 9,3 mil ha para a safra de 2023/2024 o que representa uma reducao elevada de area
plantada em 39 anos (CONAB, 2024). Nesse sentido, estabelecer colecfes de germoplasma e estudar
a variabilidade genética existente é a estratégia mais viavel do ponto de vista econdmico, buscando
mitigar os efeitos da erosao genética de espécies de importancia econdmica como o P. vulgaris.

A variabilidade genética pode ser acessada por diferentes tipos de caracterizagbes, como por
exemplo, a morfologica, agrondmica, bromatolégica, molecular, dentre outras. A caracterizacéo
molecular é considerada uma boa opcao, devido aos marcadores de DNA n&o sofrerem influéncia
ambiental, além de proporcionarem estimar a variabilidade genética com acuracia (Nick et al., 2010).
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Os marcadores de DNA sao capazes de prever, mapear e caracterizar um fendétipo molecular (Silva,
2014). Dentre os diversos tipos de marcadores, destaca-se o ISSR (Inter Simple Sequence Repeat),
sendo muito utilizados para estudos de variabilidade genética, pois ndo exigem um conhecimento
prévio do genoma (Gonzalez; Coulson; Brettell, 2002). Além disso, € um marcador de baixo custo,
muito polimérfico e de simples utilizacéo.

Neste sentido, a caracterizacdo molecular do germoplasma de feijdo-comum coletado no estado do
Espirito Santo é de grande relevancia, sendo possivel dessa forma, retratar a variabilidade genética
mantida pelos produtores rurais do estado. Logo, o objetivo deste trabalho é estimar a variabilidade
genética do germoplasma de feijdo-comum coletado no estado do Espirito Santo por intermédio da
caracterizagdo molecular via marcadores do tipo ISSR.

Metodologia

O experimento foi conduzido no Instituto Federal do Espirito Santo, Campus de Alegre, ES (latitude
21°19'23"S e longitude de 41°19'40"W, a 277 m de altitude), em estufa no viveiro do campus. Foram
utilizados 67 acessos do Banco Ativo de Germoplasma do Ifes — Campus de Alegre. Os gendtipos sédo
oriundos de coletas junto aos produtores rurais e doacdes do Instituto Capixaba de Pesquisa,
Assisténcia Técnica e Extensdo Rural (INCAPER). Trés acessos comerciais foram utilizados como
testemunhas, a saber: Ifes 21 (feijdo vermelho), Ifes 77 (feijao preto) e Ifes 78 (feijao carioca). Os feijoes
sdo de diversas localidades do estado do Espirito Santo como descritas no Quadro 1 (maiores
informacdes estdo disponiveis no Catalogo de Feijdes-comuns do Instituto Federal do Espirito Santo —
Campus Alegre: https://repositorio.ifes.edu.br/handle/123456789/2564).

O experimento foi realizado em um delineamento de blocos completos casualizados (DBC), com
trés repeticdes e cinco plantas por parcela. O plantio de trés sementes por cova foi estabelecido com
espagamento 0,5 m entre linhas e 0,5 m entre plantas e mantida 1 planta por cova ap6s a germinagéo,
por ocorréncia do desbaste. Os tratos culturais, como tutoramento e controle de pragas e doencas,
foram realizados segundo as recomendag¢@es para a cultura (Carneiro; Junior; Borém., 2015).

Para a analise da variabilidade entre os individuos, foram utilizados marcadores de DNA do tipo
ISSR (Inter Simple Sequence Repeats). O trabalho foi desenvolvido no Laboratério de Genética e
Biologia Molecular do Ifes campus de Alegre.

Para as analises moleculares, foi realizada a extracdo de DNA das folhas de cada acesso de feijao
utilizando o protocolo adaptado de Doyle e Doyle (1990).

Para a analise dos marcadores, foram utilizados 23 marcadores ISSR, previamente selecionados
através de artigos sobre feijdo - comum, aplicados em 67 acessos de feijao, amplificados através de
PCR.

Todas as reac¢des de PCR foram realizadas em termociclador Simpli Amp (Applied Biosystems). Os
produtos amplificados foram corados com corante tipo T 1V, separados em gel de poliacrilamida 10%,
imersos em tampdo TAE 0,5% e submetidos a eletroforese horizontal em 200 volts por 2 horas.
Posteriormente a eletroforese, os géis foram banhados em brometo de etideo (0,5 pg pL-1) por 20
minutos e visualizados sob luz ultravioleta, fotografados por camera.

Para o célculo da diversidade genética, considerou - se inicialmente a matriz de incidéncia de para
cada banda em cada primer (matriz binaria). A matriz de similaridade entre os genétipos foi obtida pela
distancia de Jaccard. A partir da matriz de distancias os acessos foram agrupados pelo método de
ligagdo média entre grupos (UPGMA). As analises foram conduzidas com auxilio do programa R (R
Core Team, 2021).

Resultados

Os resultados das andlises moleculares revelaram que o0s marcadores ISSR detectaram
polimorfismo genético para os feijdes coletados. A partir da amplificacdo de vinte e trés marcadores,
foram geradas 158 bandas, produzindo uma média de 6 marcas por iniciador. Deste total de bandas,
146 (92,4%) foram polimorficas conforme Tabela 1.

Tabela 1 - Descricdo do numero de bandas e da taxa de polimorfismo para 23 marcadores ISSR
aplicados a 67 acessos de feijoeiro.
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INICIADOR Ne BANDAS TAXA DE
BANDAS POLIMORFICAS _POLIMORFISMO
Al 9 8 88.8%
A3 6 6 100%
A4 7 6 85.7%
A7 7 7 100%
A1l 8 8 100%
A12 12 12 100%
A17 5 5 100%
A18 8 7 87.5%
A21 9 9 100%
A23 7 6 85.7%
A28 12 11 91.7%
P12 6 6 100%
P13 6 5 83.3%
P14 6 6 100%
P15 6 5 83.3%
P16 6 6 100%
P17 6 5 83.3%
P18 4 4 100%
P19 5 3 60%
P20 5 5 100%
P21 4 3 75%
P22 5 4 80%
P23 7 7 100%
Total 158 146 92.4%

As distancias genéticas entre os acessos foram utilizadas para a constru¢cao de um dendrograma,
agrupados pelo método UPGMA, representado na Figura 1. O dendrograma permitiu a distingao
genética dos individuos, resultando na separacao em dois grupos principais: o grupo |, constituido por
acessos de origem Andina e o grupo Il, constituido por acessos de origem Mesoamericana.
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Figura 1 - Similaridade entre 67 acessos de feijoeiro considerando 23 marcadores ISSR (coeficiente de similaridade
de Jaccard), agrupados via método UPGMA (correlagao cofenética = 0,99).
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Fonte: Autores.

Discusséo

O iniciador que gerou maior nimero de bandas polimorficas foi A12, com 12 bandas e o iniciador
P19 e P21 geraram 3 bandas, sendo os menores polimorfismos.

Sakhravi, Dehdari e Fahlian, (2023) trabalhando com 41 acessos de feijoeiro do Ird, obtiveram 172
marcas polimorficas usando 20 iniciadores de ISSR, com uma média de 6.88 bandas polimérficas por
iniciador. Hamouda et al. (2020) estudando 12 acessos de feijdo-comum do Egito constataram 69,1%
de polimorfismo e Dagnew et al. (2014) ao trabalhar com 12 acessos de feijao-comum da Etiépia,
obtiveram um total de 69 marcas polimorficas, com média de 9,85 bandas polimérficas por iniciador.

Todos os resultados acima estdo em consonancia com os dados obtidos no presente trabalho, no
qual foram caracterizados 67 acessos de feijoeiro com 23 iniciadores ISSR, sendo obtidas 146 marcas
polimérficas, resultando em 6.35 bandas polimorficas por marcador. Carvalho et al. (2008) utilizou 21
iniciadores do tipo RAPD para caracterizar 43 acessos de feijdo-comum, oriundos do Brasil, obtiveram
1,95 bandas por iniciador. Desta forma, indica que diferente marcador pode obter diferentes
gquantidades de marcas.

A técnica UPGMA foi eficiente no ajuste entre as distancias, com correlacao cofenética de 0,99 para
as associa¢fes entre a matriz de distancia e o dendrograma das variadveis moleculares. Estima-se que
houve um bom ajuste entre as distancias, pois de acordo com Sokal e Rohlfe (1995), o ajuste adequado
€ avaliado pelos valores de correlagé@o cofenética superiores a 0,80.

A distancia média observada entre os genotipos foi de 0,47 (x 0.07). Por intermédio do indice de
Jaccard foi possivel constatar que os genétipos mais distantes sdo Ifes 14 (feijdo vermelho) e Ifes
51(feijdo vermelho), com uma distancia de 0,71, enquanto os acessos Ifes 02 (feijéo beijinho de moca)
e Ifes 15(feijdo preto) foram considerados os mais similares, com uma distancia de 0,01. Os acessos
mais semelhantes possuem fendtipos diferentes. Porém, de acordo com as analises estatisticas,
possuem genes muito proximos entre si.

Ressalta-se que as testemunhas, Ifes 21 (feijdo vermelho), pertencente ao pool génico andino, foi
alocado no grupo | e o Ifes 77 (feijao preto) e Ifes 78 (feijdo carioca), pertencentes ao pool génico
mesoamericano, foram alocadas no grupo Il, conforme era esperado. O Brasil apresenta feijdes tanto
de origem andina quanto de origem mesoamericana, com predominancia destes ultimos. O fato de
haver grande parte de feijdes com genoétipos mesoamericanos esta atribuido a diversas hipéteses.
Entre elas, estdo as mdltiplas introducdes de feijdes mesoamericanos em periodos pré-colombianos;
as semelhancgas climéticas e edéficas entre a Mesoamérica e o Brasil, que contribuem para a facil
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adaptacdo dessas variedades de feijao e a alta capacidade a produtividade, que é significativamente
superior em comparacao aos genotipos andinos (Tuberosa; Graner; Frison, 2014; Assefa et al., 2019).
Isso faz com que o feijdo mesoamericano tenha maior abundancia no pais e consequentemente maior
consumo.

Khairallah (1992), Franco et al. (2001), Carvalho (2008) e Nasar et al. (2022) avaliando a diversidade

de gendtipos de feijoeiro através de marcadores moleculares, também observaram o agrupamento de
acordo com os centros de origem.
Singh (1989) fez um estudo com 18.300 acessos de germoplasma de P. vulgaris pertencentes ao banco
de germoplasma do Centro Internacional de Agricultura Tropical (CIAT) e encontrou evidéncias
semelhantes, no qual os gendtipos, em sua grande maioria, foram divididos nestes dois grupos de
origem.

Os programas de melhoramento de feijdo no Brasil utilizam principalmente o germoplasma
mesoamericano, havendo necessidade de énfase a introgresséo de germoplasma andino em bancos
de germoplasmas e nos cultivares comerciais desta espécie no pais, a exemplo de outros paises
tropicais (Gepts, 1988). A dissimilaridade observada entre os acessos da colecdo de germoplasma e
as cultivares comerciais estudadas reforca a necessidade de introgressdo desse germoplasma nos
programas de melhoramento genético de feijao.

Concluséo

A analise molecular, via marcador ISSR, foi eficiente para acessar a variabilidade genética entre os
acessos de feijao-comum do Banco Ativo de Germoplasma do Ifes Campus de Alegre, sendo possivel
constatar que os agricultores capixabas possuem importante papel na conservagdo da variabilidade
desse patrimdnio genético. O agrupamento obtido através do método UPGMA foi satisfatério para
caracteriza¢cdo da variabilidade genética entre os acessos, proporcionando a distribuicdo dos acessos
de acordo com suas origens (pool génico Andino e Mesoamericano).
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