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Resumo — O feijdo caupi (Vigna unguiculata (L.) Walp.) é uma das leguminosas mais consumidas no Norte e
Nordeste do Brasil. Atualmente, essa cultura passou a ocupar outros cenarios agricolas e comecou a ser cultivada
por grandes produtores, com maior adogdo de tecnologia. Técnicas moleculares permitem fazer distingdo
diretamente em nivel de DNA, acessar a variabilidade genética dentro de espécies cultivadas e assim identificar a
diversidade disponivel em bancos de germoplasma. O objetivo desse trabalho foi avaliar a variabilidade genética
entre os acessos pertencentes ao Banco de Germoplasma de Feijado-Caupi da Embrapa Meio-Norte, por meio de
marcadores ISSR. Foram realizadas extracdes de DNA de tecido foliar de 60 gendtipos de feijdo-caupi e
selecionados 5 primers de ISSR com melhor polimorfismo, que revelaram um total de 34 bandas, sendo 31
polimorficas (91,18% ), observada uma variagdo de 4 a 9 locos polimoérficos e média de 6,2 bandas por primer, a
matriz de similaridade revelou que o coeficiente de similaridade entre os pares de acessos variou de 0,37 a 0,96 a
e apresentou média de 0,73, o par mais similar ocorreu entre os individuos TE-MNC-304 ¢ TE-MNC-320 ¢ entre
TE-MNC-800 ¢ TE-MNC-1030, enquanto o par mais dissimilar foi registrado entre os individuos TE-MNC-321
e TE-MNC-597. Os marcadores ISSR possibilitaram a diferenciagdo genética e o dendrograma permitiu a
separacdo em dez grupos. Os marcadores ISSR foram eficientes em detectar o polimorfismo entre os genotipos

estudados.
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Introducéo

O feijdo caupi (Vigna unguiculata (L.) Walp.) é uma das leguminosas mais consumidas no Norte ¢
Nordeste do Brasil, representando importante fonte de proteina, energia, fibras e minerais, além de gerador de
emprego ¢ renda (ROCHA, 2009). Até a década de 90 seu cultivo era quase que exclusivo de pequenos ¢ médios
agricultores de base familiar. Atualmente, essa cultura passou a ocupar outros cenarios agricolas, em areas de
perimetro irrigado e na safrinha, ap6s a cultura da soja. Com isso comegou a ser cultivada por grandes e médios
produtores, que adotam tecnologia mais avangada (SOARES et al., 2006).

Nos ultimos dez anos, técnicas que permitem fazer distingdo diretamente em nivel de DNA, como os
marcadores moleculares t€ém permitido acessar a variabilidade genética dentro de espécies cultivadas, assim
como identificar a diversidade disponivel em bancos de germoplasma (BOREM, 1998). Os Bancos Ativos de

Germoplasma (BAGs) sdo uma alternativa para a conservagao dos recursos genéticos vegetais. A avaliagdo da
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diversidade genética entre os acessos de um BAG resulta em informagdes sobre potenciais genitores a serem
utilizados em programas de melhoramento (NASS, 2007). Neste aspecto, o marcador ISSR (Inter Simple
Sequence Repeat) que se baseia na amplificagdo de regides entre sequéncias microssatélites adjacentes do DNA
via PCR (Polymerase Chain Reaction), além de ndo exigir um conhecimento prévio do genoma (GONZALEZ et
al. 2002), apresenta elevado grau de polimorfismo, reprodutibilidade e baixo custo.

Nesse sentido o objetivo desse trabalho foi avaliar a divergéncia entre os acessos pertencentes ao Banco

de Germoplasma de Feijao-Caupi da Embrapa Meio-Norte, por meio de marcadores ISSR.

Material e Métodos
Foram realizadas extragdes de DNA de tecido foliar de 60 gendtipos de feijdo-caupi, provenientes do
Banco de Germoplasma da Embrapa Meio-Norte (Tabela 1). A extragdo do DNA foi realizada obedecendo-se as
recomendacdes dos kits de purificacdo Invitek (INVISORB, 2008). A quantificacdo de DNA foi feita em gel de
agarose a 0,8%, corado com GelRed-Biotium® 10.000X comparando a resolugdo do DNA das amostras com o
DNA-L na concentragdo de 100ng. A qualidade e¢ quantidade do DNA extraido foi observada no

espectrofotometro NanoDrop™. As amostras de DNA foram diluidas em tampdo TE, na concentragdo de 15

ng.uL!, para serem usadas nas reagdes de PCR.

Tabela 1- Tratamentos com os respectivos acessos de feijao-caupi pertencentes ao BAG.

Acessos Origem Acessos Origem Acessos Origem
TE-MNC-09 Brasil TE-MNC-180 Brasil TE-MNC-310 EUA
TE-MNC-21 EUA TE-MNC-186 Brasil TE-MNC-311 EUA
TE-MNC-42 Brasil TE-MNC-188 Costa Rica TE-MNC-312 EUA
TE-MNC-44 Brasil TE-MNC-189 Costa Rica TE-MNC-313 Africa do Sul
TE-MNC-53 Brasil TE-MNC-221 Costa Rica TE-MNC-316 Nao informado
TE-MNC-68 Brasil TE-MNC-223 Costa Rica TE-MNC-318 Nao informado
TE-MNC-111 EUA TE-MNC-230 EUA TE-MNC-319 Nao informado
TE-MNC-117  EUA TE-MNC-237 Brasil TE-MNC-320 Nao informado
TE-MNC-119  Brasil TE-MNC-243 Brasil TE-MNC-321 Nao informado
TE-MNC-123 Brasil TE-MNC-258 EUA TE-MNC-329 India
TE-MNC-128  Nigéria TE-MNC-259 Quénia TE-MNC-373 Brasil
TE-MNC-133 Nao informado  TE-MNC-260 Quénia TE-MNC-433 Nigéria
TE-MNC-135 Nio informado  TE-MNC-263 Nigéria TE-MNC-490 Brasil
TE-MNC-138 Botsuana TE-MNC-266 Quénia TE-MNC-597 Brasil
TE-MNC-143 Brasil TE-MNC-267 EUA TE-MNC-752 EUA
TE-MNC-148  Africa do Sul TE-MNC-268 EUA TE-MNC-800 Brasil
TE-MNC-149  Africa do Sul TE-MNC-278 Nigéria TE-MNC-1030 Brasil
TE-MNC-150  EUA TE-MNC-279 Nigéria TE-MNC-1034 Brasil
TE-MNC-157 Gana TE-MNC-289 EUA TE-MNC-1269 Brasil
TE-MNC-160 Nao informado  TE-MNC-304 Nigéria TE-MNC-1320 EUA

Foram avaliados 70 primers ISSR da Operon Technologies, os quais foram aplicados em amostras de
DNA de trés individuos. Nesta etapa, procurou-se selecionar primers que amplificaram o maior nimero de
marcadores polimorficos e de boa qualidade para leitura. Para andlise da diversidade genética foram utilizados os
5 primers com melhor polimorfismo. As reagdes de amplificagdo foram realizadas de acordo com o protocolo de
Williams et al. (1990) modificado. O volume final utilizado nas reag¢des foi de 10 pL, contendo os seguintes
componentes: tampao 10X [16,65 mM Tris-HCL, pH 8,0; 83,25 mM KCL; 2,5 mM de MgCl, (New England),
0,75 mM de dNTP (Invitrogen), 0,2 uM de primer, 1U de Tag DNA polimerase (New England), 1 uL. de DNA
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genomico (~15 ng) e HyO ultrapura. As amplificagdes foram realizadas em termociclador Veriti 96 Well
Thermal Cycler (Applied Biosystems®), com uma etapa inicial de desnatura¢@o de 5 min a 94°C, seguida de 35
ciclos de 1 min a 94°C para desnaturacdo, | min de 50°C a 55°C para o anelamento, dependendo do iniciador, 2
min a 72°C para extensdo e uma extensdo final de 5 min a 72°C. Os produtos da amplificacdo foram submetidos
a eletroforese em gel de agarose 1,5%, tamponados e revelados com GelRed-Biotium®. Ao final os géis foram
visualizados em transluminador UV e fotodocumentados pra posterior contagem das bandas.

As bandas dos fragmentos amplificados ao acaso foram codificadas como caracteres binarios, 0 e 1,
correspondendo a auséncia e presenca de bandas, respectivamente. A partir desses dados, foi estimada a
similaridade genética entre os genodtipos, utilizando-se o coeficiente de similaridade de Jaccard, calculado pelo
programa PAST v.1.34 (HAMMER et al. 2001). A partir da matriz de similaridade gerada foi realizada a analise
de agrupamento pelo método de Ligacdo Média Entre Grupos (UPGMA) no mesmo programa. O coeficiente de

correlagdo cofenético (r) foi calculado, por meio da matriz de similaridade e do dendrograma obtido. O ponto de

corte foi feito com base na estimativa da similaridade genética média SQpy, =ngij /N, em que, sgi é

similaridade genética entre cada par de individuos e N niumero de pares obtidos.

Resultados e Discusséo

Para analise da diversidade genética dos gendtipos foram utilizados 5 primers ISSR: UBC-810, UBC-
888, UBC-856, UBC-828 ¢ UBC-826 com melhor polimorfismo, que revelaram um total de 34 bandas, sendo 31
polimorficas (91,18%) (Tabela 2). Foi observada uma variagdo de 4 a 9 locos polimoérficos e média de 6,2
bandas por primer, sendo evidente o polimorfismo entre os genétipos. Xavier et al. (2005) utilizando oito
iniciadores RAPD polimorficos obtiveram um total de 48 bandas, mas com uma porcentagem menor de
polimorfismo em torno de 30 (62,5%).
Tabela 2 - Primers de ISSR selecionados, com suas respectivas sequencias numero de fragmentos amplificados

e polimorficos.

N° de fragmentos

Primer Sequencias Amplificados Polimérficos
UBC 810 5" GAG AGA GAG AGA GAG AT 3' 7 7
UBC 888 5> BDB CAC ACA CACACACAZ 9 3
UBC 856 5> ACA CACACA CACACACYA Y 7 7
UBC 828 5" TGT GTG TGT GTG TGT GA 3’ 7 7
UBC 826 5> ACA CAC ACACACACACC3Z 4 2

Total 34 31

*Y=(C, T); B=(C, G, T).

A matriz de similaridade obtida por meio do coeficiente de Jaccard entre os genotipos com base nos
marcadores ISSR revelou que o coeficiente de similaridade entre os pares de acessos variou de 0,37 a 0,96 a e
apresentou média de 0,73, o par mais similar ocorreu entre os individuos TE-MNC-304 e TE-MNC-320 e entre
TE-MNC-800 ¢ TE-MNC-1030, enquanto o par mais dissimilar foi registrado entre os individuos TE-MNC-321
e TE-MNC-597. A importancia de indices de dissimilaridade genética ¢ identificar genitores para a obtengdo de
hibridos com maior efeito heterodtico e recomenda-los para cruzamentos (CRUZ & CARNEIRO, 2003).

A representagdo grafica das distancias genéticas foi obtida a partir complemento aritmético dos dados

da matriz de similaridade, que foi utilizado para gerar um dendrograma pelo método UPGMA (Figura 1).
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Figura 1 - Dendrograma gerado pelas similaridades genéticas entre os 60 gendtipos de feijdo-caupi, utilizando o
indice de similaridade de Jaccard, e o método de agrupamento UPGMA.

Os marcadores ISSR possibilitaram a diferenciacdo genética e o dendrograma permitiu a separagdo em
dez grupos (dgm = 0,73). Houve variabilidade dos gendtipos dentro dos paises, ja que o feijdo-caupi é uma
cultura extremamente rica em diversidade, embora acessos do mesmo pais tenderam a ser agrupados. Acessos da
Africa do Sul e Costa Rica, com uma excegdo, pertenceram a grupos diferentes, indicando que estes gendtipos
tiveram origem distinta dentro dos seus paises de origem.

Os dados sugerem que é importante coletar acessos de paises distintos, ja que houve muita variabilidade
entre os paises e, em alguns casos, dentro dos paises. Estudos de diversidade genética tem sido de grande
importancia em programas de melhoramento, por fornecerem informagdes de identificacdo de genitores que

possibilitem grande efeito heterotico (SILVA et al. 2008).

Conclusbes
Os acessos de feijao caupi do BAG s@o divergentes e os marcadores ISSR sdo eficientes em detectar
este polimorfismo, sendo importante o intercambio internacional de germoplasma para aumentar a variabilidade

do BAG.
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