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RESUMO

No Brasil o feijao-caupi € produzido principalmente no Norte, Nordeste e Centro —
oeste, onde desempenha importancia socioeconémica. Os Bancos Ativos de
Germoplasmas (BAG) constituem uma excelente fonte de material genético para
programas de melhoramento. Portanto, para que todo o seu potencial seja explorado
€ necessario que se conheca a diversidade genética presente no BAG. Neste
contexto, os marcadores moleculares representam uma das ferramentas mais
adequadas para avaliar a diversidade genética. O presente estudo foi realizado com
0 objetivo de auxiliar na caracterizacdo da diversidade genética do BAG de feijao-
caupi do Instituto Agronémico de Pernambuco por meio de marcadores DAF (DNA
Amplification Fingerprinting) e ISSR (Inter Simple Sequence Repeat), visando
contribuir com o programa de melhoramento dessa Instituicdo. Foram realizadas
extracdes de DNA gendmico de 80 acessos, mediante a aplicacdo do protocolo de
CTAB 2%. Para as amplificagdes foram utilizados 12 primers, sendo nove de ISSR e
trés de DAF. A eficacia dos iniciadores na estimativa da diversidade genética foi
avaliada por meio dos indices de informatividade (Conteido de Informacédo
Polimérfica-PIC, indice do Marcador-Ml e o Poder de Resolucdo-RP). Também
foram levados em consideracdo o numero e a distribuicdo dos loci. A analise de
dissimilaridade entre os acessos estudados foi obtida por meio do programa
DARwin, mediante o coeficiente de Jaccard. A matriz gerada foi utilizada pelo
programa para a constru¢cdo de um fenograma empregando-se o método Weighted
Neighbor-Joining como método (bootstrap de 30.000 replicacdes). O numero total de
loci foi de 132 (média de 11 por primer), dos quais 78 % foram polimérficos. Foram
observados moderados a elevados valores de diversidade genética, com variacao
moderada de 30 % (827) a 100 % (885). O maior valor de PIC, Ml e RP foi obtido
para o primer OP-G06. JA4 a maior diversidade genética (Dg) foi obtida pelo
marcador ISSR-886. Para os indices de informatividade Dg, PIC e MI, o primer com
o0 menor valor foi o ISSR-827. Com relacdo aos acessos de feijao-caupi, observou-
se a formacédo de trés grupos (I, Il e Ill). Desses, o grupo Il compreendeu apenas
guatro acessos (Canapu verdadeiro, Canapu PE, Canapu BSF e Canapu Araripina),

0S quais apresentaram alta similaridade entre si. Ainda que seja observada uma



variedade de caracteres entre os acesos dos agrupamentos Il e lll, pode-se observar
semelhanca entre eles. Os marcadores DAF e ISSR mostraram—se eficientes para a
deteccdo da diversidade genética dos acessos, sendo também promissores para

uso em trabalhos de melhoramento da cultura.

Palavras-chave: ISSR. DAF. PIC. MI. RP.



ABSTRACT

In Brazil, cowpea is produced mainly in the North, Northeast and Midwest, where it
plays a socioeconomic importance. Active Germplasm Banks (BGA) constitute an
excellent source of genetic material for breeding programs. Therefore, in order to
fully exploit their potential, it is necessary to know the genetic diversity present in the
BAG. In this context, molecular marker represents one of most adequate tools for the
assessment of genetic diversity. The present study was carried out to assist in the
characterization of the genetic diversity of the cowpea BGA of the Pernambuco
Agronomic Institute using DNA Amplification Fingerprinting (DAF) and Inter Simple
Sequence Repeat (ISSR) markers to contribute to the breeding program. To identify
cowpea genetic diversity, genomic DNA was extracted from 80 accessions by
applying the 2 % CTAB protocol. For the amplifications, 12 primers were used, being
nine ISSR and three DAF. The effectiveness of the primers in the estimation of
genetic diversity was evaluated by the informativeness indices (Polymorphic
Information Content-PIC; Marker Index-MI and Resolution Power-RP). The number
and distribution of loci were also taken into account. In the dissimilarity analysis
between the accessions studied was obtained by the DARwin program, using the
Jaccard coefficient. The generated matrix was used by the program to construct a
phenogram using the Weighted Neighbor-Joining method as the method (bootstrap
of 30,000 replications). The total number of loci was 132 (average 11 per primer), of
which 78 % were polymorphic. Moderate to high genetic diversity values were
observed, with moderate variation from 30% (827) to 100 % (885). The highest value
of PIC, MI and RP was obtained for primer OP-G06. The highest genetic diversity
(Dg) was obtained by the marker ISSR-886. For the informative indices Dg, PIC and
MlI, the primer with the lowest value was ISSR-827. Regarding cowpea accessions,
three groups (I, Il and Ill) were formed. Of these, group Il comprised only four
accessions (true Canapu, Canapu PE, Canapu BSF and Canapu Araripina), which
showed high similarity to each other. Although a variety of characters is observed
between the group Il and Il lights, we can observe similarity between them. The
markers DAF and ISSR proved to be efficient for detecting the genetic diversity of

accessions, and are also promising for use in crop improvement works.



Key-words: ISSR. DAF. PIC. MI. RP.
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1 INTRODUCAO

O feijao-caupi (Vigna unguiculata (L.) Walp.) é uma leguminosa anual
herbacea, autbgama, de origem africana (NUNES et al.,, 2017). As sementes do
feijdo-caupi séo utilizadas na alimentacdo humana e na ragdo animal, mas as suas
folhas e flor também podem ser utilizadas para essa finalidade (ELMASRY et al.,
2019; JAYATHILAKE et al., 2018).

A producdo anual de feijdo-caupi € de cerca de 4,5 milhdes de toneladas,
sendo cultivado em todo o sudeste da Asia, Africa, Sul dos Estados Unidos, América
Latina e alguns paises da Europa (JAYATHILAKE et al., 2018). O Brasil € o terceiro
maior produtor mundial de feijdo-caupi, o qual é cultivado principalmente no Norte
(55,8 mil ha), Nordeste (1,2 milh&o ha) e no Centro — Oeste (20,1 mil ha) do pais,
cujo cultivo vem se expandindo desde 2006 (CONAB, 2019). O seu cultivo possui
grande relevancia socioecondmica, pois, além de gerar emprego e renda, supre a
necessidade nutricional da populacdo mais pobre, especialmente no semiarido
nordestino (COSTA et al., 2013).

Devido a baixa qualidade das sementes utilizadas pelos pequenos e médios
agricultores do Nordeste, dentre outros fatores, o cultivo de feijado-caupi tem tido uma
baixa produtividade. Esse fato pode estar relacionado ao pequeno numero de
cultivares melhoradas quando comparado com outras culturas, tornando necessario
o fortalecimento de programas de melhoramento genético para esta regido,
possibilitando ao pequeno agricultor o acesso a cultivares registradas, produtivas,
adaptaveis e estaveis para o cultivo.

O aumento da procura deste alimento desencadeou a busca de genétipos que
atendam a caracteristicas desejaveis, como alta produtividade (SANTOS et al.,
2016), a seca (RODRIGUES et al., 2016) e a fatores pragas (CARVALHO; LIMA, e
ALVES (2011). Consequentemente, a busca por cultivares com caracteristica de
interesse comercial tende a ocasionar a reducdo da diversidade genética, gerando
baixa adaptabilidade ou até mesmo a extingdo da espécie. Este fato reforca a
importancia da manutencdo da variabilidade genética mediante a construcdo de
Bancos Ativos de Germoplasma - BAG (CARLINI-GARCIA, PINTO e LANDELL,
2013), os quais representam ferramentas importantes na selegcdo de genadtipos que

melhor se adaptam aos sistemas de cultivo desejados (BERTINI, TEOFILO e DIAS,
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2009), constituindo excelentes fontes de diversidade genética. Neste sentido, o0s
marcadores moleculares podem contribuir para acelerar os estudos de diversidade
genética e na obtencdo de novas cultivares, funcionando como ferramenta
indispensavel ao melhoramento genético vegetal.

Marcadores moleculares baseados em DNA séo frequentemente utilizados
para investigar o genoma de plantas com diversas abordagens, tais como
caracterizacdo da variabilidade genética, mapeamento do genoma, localizacdo de
genes, analise de evolucdo do genoma, genética populacional, taxonomia,
melhoramento e diagnésticos (SHARMA, NAMDEO e MAHADIK, 2008). Dessa
forma, a caracterizacdo da diversidade genética do BAG do IPA pode ser refinada
mediante aplicacdo dos marcadores de DNA (WEISING et al., 2005).

Dentre as técnicas disponiveis, as analises da impressdo gendmica do DNA
(DNA fingerprinting) produzem, ao nivel de diferenciac@o de cultivares, uma série de
informacdes relevantes (TANYA et al., 2010). Neste contexto, marcadores DAF
(DNA Amplification Fingerprinting) e ISSR (Inter Simple Sequence Repeat) estdo
entre 0os mais utilizados nas analises de fingerprinting de DNA e caracterizacao
molecular (NYBOM, 2004).

1.1 OBJETIVOS
1.1.1 Objetivo Geral

Caracterizar, através de marcadores moleculares, a diversidade genética de
diferentes acessos de feijao-caupi do BAG/IPA, com vistas a selecdo de acessos

potenciais a serem incorporados a programas de melhoramento dessa cultura.

1.1.2 Objetivos Especificos

e Conduzir experimento de germinagdo de acessos de feijao-caupi pertencentes
ao BAG/IPA, bem como realizar a caracterizacdo fenotipica dos mesmos;

e Acessar, por meio dos marcadores moleculares DAF e ISSR, a diversidade
genética do banco e estimar com softwares apropriados a distancia genética
entre 0S acessos.

e Construir um banco de DNA para uso futuro em melhoramento e estudos

genéticos.
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e Contribuir para a conservacédo dos recursos genéticos do BAG/IPA, prevenindo e

evitando a perda desse importante recurso genético

2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 CLASSIFICACAO BOTANICA E ASPECTOS MORFOLOGICOS DO FEIJAO-
CAUPI

O feijdo-caupi [Vigna unguiculata (L.) Walp], também conhecido como feijao-
macassar, feijdo-fradinho ou feijdo-de-corda (CORREA et al., 2012), é uma planta
Dicotyledoneae, pertencente a ordem Fabales, familia Fabaceae, subfamilia
Faboideae, tribo Phaseoleae, subtribo Phaseolineae, género Vigna, subgénero
Vigna, sec¢do Catiang, espécie V. unguiculata (L.) Walp. e subespécie unguiculata
(PADULOSI e NG, 1997; FREIRE FILHO et al., 2005; VIJAYKUMAR; SAINI e
JAWALLI, 2010). A subsp. unguiculata foi dividida em quatro cultigrupos: Unguiculata,
Sesquipedalis, Biflora e Textilis (JAYATHILAKE et al., 2018; BOUKAR et al., 2018).
No Brasil, somente séo cultivados os cultigrupos Unguiculata (constituindo quase a
totalidade das cultivares locais e melhoradas) e Sesquipedalis, comumente
cultivados para producdo de vagem (FREIRE FILHO et al., 2005). Além do feijao-
caupi, diversas espécies do género Vigna apresentam importancia socioeconémica
a exemplo do amendoim bambara, (V. subterrdnea), feijdo-mungo (V. radiata),
feijdo-rajado (V. mungo), feijao traca feijao azuki (V. angularis) e feijdo-arroz (V.
umbellata. e V. aconitifolia) (AJIBADE; WEEDEN; CHITE, 2000).

O feijdo-caupi é uma planta herbacea, anual, que apresenta variacdo de
porte (ereto a prostrado) e habito de crescimento determinado e indeterminado.
Normalmente o tipo de ramificacdo encontrado no Brasil € do tipo indeterminado,
sendo caracterizada pelo crescimento continuo do caule e emitindo novas ramas
secundarias e gemas florais (MACHADO et al., 2007). As folhas podem ser
classificadas em quatro categorias, sendo: subglobosa, sub-hasteada, globosa e
haste/ lanceolada (CARVALHO et al.,, 2017). As flores apresentam os 0Orgdos
reprodutivos protegidos por cinco pétalas brancas, amarelas ou roxas (TEOFILO et

al., 2001). Segundo Carvalho et al. (2017), as vagens diferem em tamanho, forma,
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cor e textura. As sementes também apresentam variagdo de cor (branca, bege,
verde, cor de couro, vermelha, marrom ou preta), com forma arredondada, ovalada,
romboide, reniforme, comprimida, eliptica, quadrangular e losangular. E uma planta
autdgama, embora apresente uma taxa reduzida de reproducao cruzada (1 - 9,5 %),
constituindo, desta forma, um genoma estavel, o que impede a introgressdo de

caracteres ndo desejados (SOUSA et al., 2006).
2.2 ORIGEM E CENTRO DE DOMESTICAC}AO DO FEIJAO-CAUPI

Entre as formas silvestres do feijao-caupi, a var. spontanea (Schweinf.)
(referida por V. unguiculata subesp. dekindtiana), apresenta-se como parental mais
proximo. Apesar da sua ampla distribuicdo no continente africano, estudos
moleculares sugerem um Unico evento de domesticacdo (PASQUET, 2000).

Vérias hipéteses foram formuladas para explicar ndo s6 sua origem, mas a
origem da domesticacéo do feijdo-caupi. Com base em achados arqueol6gicos, uma
corrente de pesquisadores sustenta a hipotese de origem na Asia ou América do
Sul, com ampla distribuicdo na Asia (FREIRE FILHO, 1988; MAGLOIRE, 2005;
SIMON et al. 2007). Entretanto, a auséncia de espécies silvestres (como possiveis
genitores) no continente asiatico gerou questionamentos sobre tal afirmacéo (TIMKO
and SINGH, 2008) sendo, entédo, sugerido uma possivel origem Africana (XIONG et
al. 2016), tendo em vista que as formas silvestres sdo endémicas deste continente
(COULIBALY et al.,, 2002). O continente africano é considerado o cento de
domesticacdo do feijdo-caupi. No entanto, a localizacdo exata é incerta, tanto as
teorias de domesticacao ocidental quanto a leste séo atualmente aceitas (XIONG et
al., 2016). A Africa Ocidental como centro de domesticacéo foi proposto com base
no maior nivel de diversidade morfolégica, na existéncia de intermediarios de ervas
daninhas entre o feijdo-caupi silvestre e cultivado, e nas evidéncias arqueologicas
mais antigas para o feijio em Gana (Africa) (COULIBALY et al., 2002).

A ocorréncia de intermediario de feijdo-caupi doméstico encontrado no Oeste
e na Africa central também é utilizada como evidéncia de domesticac&o nesta regiéo
(XIONG et al., 2016). No entanto, a auséncia da espécie silvestre e o alto nivel de
diversidade morfolégica na Etiopia e Africa do Sul levantam duvidas com relagéo a
essa hipétese (COULIBALY et al., 2002). J4 a teoria de domesticagdo no Leste &

apoiada por Xiong et al. (2016) que também sugerem a india como sendo o centro
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de domesticacdo secundario. Por outro lado, Coulibaly et al. (2002) afirmam ser
improvavel a domesticacao nesta regiao.

A dificuldade na inferéncia do centro de domesticacdo do feijdo-caupi esta
relacionada com a existéncia de um fluxo génico, o qual dificulta a distingéo entre o
estado ancestral e a evolugcdo pos-domesticacdo. Segundo Huynh et al. (2013), os
processos de divergéncia foram importantes para a domesticacdo e formacédo de

fluxo génico.

2.3 INTRODUGAO DO FENAO-CAUPI NO BRASIL E ASPECTOS
SOCIOECONOMICOS

Tendo em vista o forte comércio entre o Oeste da Africa, de Guiné a Angola,
e o Brasil (BARRACLOUG, 1995), acredita-se o feijdo-caupi tenha sido introduzido
pelos colonizadores portugueses, por volta do século XVI, através da Bahia (a
capital administrativa do Brasil) (OLIVEIRA et al., 2015). A partir dai houve uma
intensa disseminagcdo da cultura por todo o pais, sobretudo nas regides Norte e
Nordeste (FREIRE FILHO et al., 2011).

Atualmente a maior parte da producdo do caupi encontra-se nas regides
Norte e Nordeste (particularmente Ceara, Piaui e Bahia), com grande expanséo na
regido Centro-Oeste, a qual destaca-se com o maior rendimento produtivo (CONAB,
2018). Essa leguminosa apresenta boa adaptacéo as condicbes semiaridas de calor
e seca (COLLADO et al., 2018). Devido a sua fixacéo eficiente de nitrogénio durante
o rodizio de culturas, essa planta também permite o aumento da fertilidade do solo e
reducdo de consumo de nitrogénio (CHEN et al., 2017), a qual, segundo Malviya et
al. (2011) chega a 80 %. A eficiéncia de fixagdo de nitrogénio esté relacionada com
a simbiose existente entre o feijdo-caupi e algumas bactérias (CHIDEBE; JAISWAL;
DAKORA, 2017).

Dentre as propriedades nutricionais, destaca-se o alto contetudo proteico
(aproximados 20 — 30 % do peso da semente), de carboidratos, minerais e vitaminas
(HALL et al., 2003). Com um dos maiores indices de &cido félico, o feijao-caupi
apresenta um papel fundamental na alimentagdo humana, principalmente para a
populacdo de baixa renda, em paises subdesenvolvidos, onde a desnutricdo é fator
de risco de mortalidade infantil (JAYATHILAKE et al., 2018). O consumo na
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alimentacdo humana se da, principalmente, em forma de grdo seco, embora suas
folhas, sementes e vagens imaturas também sao utilizadas para essa finalidade
(COLLADO et al., 2018). Além da alimentacdo humana, esta planta desempenha um
papel fundamental na alimentacdo de animais em periodo de seca em diversos
paises (CHEN et al., 2017).

O cultivo do feijdio-caupi se estende por todo o sudoeste da Asia, Africa, sul
dos Estados Unidos e na América Latina, além de alguns paises do mediterraneo,
tais como a Croécia, Hungria, Sérvia e a Eslovénia (JAYATHILAKE et al., 2018). Em
2016, o Brasil figurou como o quarto maior produtor de feijao-caupi no mundo,
ficando atras apenas da Nigéria, Niger e Burkina Faso (BONFIM-SILVA et al., 2018).
Segundo Oliveira et al. (2018), o Brasil tornou-se o terceiro maior produtor do
mundo, demonstrando que o cultivo de feijdo caupi esta se expandindo no pais.

Embora sejam cultivadas vérias espécies de feijao no Brasil, somente as
espécies Phaseolus vulgaris (L.) e Vigna unguiculata (L.) Walp. séo referidas como
“feijao” pelo Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA, BRASIL,
2008) e, portanto, as mais importantes social e economicamente no Pais. Segundo
dados da Companhia Nacional de Abastecimento (CONAB), nas safras 2018/ 2019
foram produzidas 755,2 mil toneladas de feijdo-caupi no pais, correspondendo a
mais de 10 % da producdo mundial no ano de 2017.

O cultivo no semiarido nordestino e pequenas areas da Amazbnia é
caracterizado como agricultura familiar, onde pouca ou nenhuma tecnologia €
utilizada, resultando em baixo rendimento. Nessas regides, o feijdo-caupi também
constitui alimentacao basica da populacéo de baixa renda, sendo uma das principais
fontes de renda e emprego dessa regido (COSTA et al., 2013). Nos ultimos anos, tal
senério tem sido modificado, tendo em vista 0 aumento da producéo de feijao-caupi
no Centro-Oeste do Brasil, principalmente pelo aumento de area de cultivo, emprego
de tecnologias e desenvolvimento de cultivares mais adaptadas para essa regiao
(FREIRE FILHO et al., 2011).

As regibes Norte e Nordeste apresentam a maior area de producédo e a
regidao Centro-Sul com a maior produtividade (safras 2018/ 2019), com excec¢ao da
terceira safra, onde néo teve producéo deste grdo. Durante a segunda safra 2018/
2019 esta regiao produziu o corresponde a 45,6 % da producdo brasileira, com
apenas 22,3 % da area plantada no pais (CONAB, 2019).
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2.4. DIVERSIDADE GENETICA

A diversidade genética (DG) refere-se a variabilidade fenotipica de um grupo
de individuos, sendo fundamental na habilidade adaptativa das espécies
(TURCHETTO-ZOLET et al, 2017). Apresenta implicagdbes na evolucao e
conservacdo das espécies, sendo uma condicdo para a manutencdo da
biodiversidade (ELLEGREN e GALTIER, 2016). Portanto, a DG é a base dos
programas de melhoramento genético, uma vez que representa a fonte de genes a
ser utilizada no desenvolvimento/ melhoria de cultivares (SANTANA et al., 2011).

Os estudos da variabilidade genética permitem a determinacdo da relacéo
entre caracteres, na sugestao de cruzamento entre acessos, auxiliam na elaboracéo
de uma cole¢cdo nuclear (MARIM et al., 2009), como também sdo Uteis na
elaboracdo de estratégias de conservagdo de recursos genéticos (SILVA et al.,
2018).

Tendo em vista os constantes desafios em seus ambientes naturais, ao
longo de milhares de anos, as espécies silvestres apresentam diversidade genética
maior em relacdo as espécies domesticadas (melhoradas), representando um
recurso genético potencial para uso em programas de melhoramento genético de
plantas cultivadas (ZHANG et al., 2016; MUNOZ et al., 2017). Entretanto, para
muitas espécies, essa ‘“riqueza” genética é ainda pouco conhecida e, portanto,
pouco representada em bancos de germoplasma (CASTANEDA-ALVAREZ, et al.,
2016).

A variabilidade genética do feijdo-caupi esta associada aos processos de
segregacao e eventos de mutacdo disseminados ao longo do tempo, desde sua
primeira introdugédo no Brasil (CORREA et al. 2012). Durante sua introdugdo em
diferentes regides brasileiras, os escravos africanos trouxeram com eles muito de
sua cultura, inclusive sementes de plantas (e com elas o feijdo-caupi) que eram
utilizadas em pratos tipicos ou em rituais (SIMON et al., 2007). Assim, sob efeito da
selecdo natural para adaptabilidade e/ou selecéo artificial para caracteristicas de
interesse agrondmico, as variedades tradicionais (cultivares crioulas ou locais)
tornaram-se uma valiosa fonte de variabilidade genética (FREIRE FILHO et al.,
1981; FREIRE FILHO et al., 2005).
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Portanto, tdo importante quanto a utilizacdo dos recursos genéticos em
programas de melhoramento genético (visando obter cultivares cada vez mais
adaptadas e com elevado potencial produtivo) € a conservagcao destes para que o
processo de erosdo genética ndo venha causar a perda da capacidade adaptativa,
tornando as espécies de importancia socioeconémica susceptiveis aos fatores de
estresse tanto abiético como biético (MILOSEVIC et al., 2010).

Dentre as inumeras formas de mensurar a diversidade genética de um
germoplasma, os métodos baseados em marcadores moleculares apresentam seu
lugar de destaque (AVISE, 2004).

2.5. MARCADORES MOLECULARES

O melhoramento genético tem sido um dos grandes responsaveis pelos
avancos na agricultura, com o desenvolvimento de cultivares superiores, quer pela
maior produtividade, quer pela melhor adaptacdo aos ambientes adversos.
Consequentemente, o sucesso de um programa de melhoramento genético vegetal
depende, fundamentalmente, da escolha dos genitores e da selecdo de gendétipos
superiores (GUIMARAES et al., 2009). Segundo Fang et al. (2016), marcadores
moleculares auxiliam na identificacdo e na analise de cultivares, na pureza de
sementes; fornece suporte técnico para avaliagdo, preservacado e inovacdo de
recursos do germoplasma vegetal; na previsdo de heterose; construcdo de mapa
genético; no mapeamento genético, clonagem e na reproducdo assistida por
marcadores.

Um marcador genético pode ser definido por qualquer caracteristica que
evidencie diferenca entre individuos (variacdo ou polimorfismo), que em uma
populagdo segregante se comporte de acordo com as leis mendelianas, e que possa
ser associado a outras caracteristicas de interesse (BOREM, 1997; FERREIRA e
GRATTAPAGLIA, 1998). Basicamente, os marcadores genéticos utilizados em
plantas séo classificados em: morfologicos, bioquimicos e moleculares (TOPPA e
JADOSKI, 2013).

Até meados da década de 60, os marcadores utilizados em estudos de
genética e melhoramento eram controlados por genes associados a caracteres
morfologicos/ fendtipos de facil identificacdo visual (FERREIRA e GRATTAPAGLIA,
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1998). Apesar de ainda serem a base do melhoramento genético convencional
(TURCHETTO-ZOLET et al., 2017), ha algumas limitacées como o namero reduzido
de marcas fenotipicas e a influéncia ambiental, os marcadores morfolégicos tém sido
gradativamente substituidos por outros marcadores (GUIMARAES e MOREIRA,
1999). Ainda na década de 60, o uso de isoenzimas (diferentes formas moleculares
de uma mesma enzima, codificadas por diferentes alelos) como marcadores
bioguimicos permitiram a construgcdo de mapas genéticos em diversas espécies de
plantas (FERREIRA e GRATTAPAGLIA, 1998).

A partir da década de 80, com o advento das técnicas de biologia molecular,
tornou-se possivel a manipulagdo do DNA, culminando com o surgimento dos
marcadores moleculares. Marcadores moleculares permitem a avaliacdo, em curto
prazo, de um numero elevado de gendtipos, além de nao sofrerem influéncia
ambiental como ocorre com marcadores morfologicos (GUIMARAES et al., 2009).
No entanto, os marcadores morfolégicos ainda séo utilizados no melhoramento
convencional de plantas, no qual as caracteristicas desejaveis sao selecionadas nos
genitores para os cruzamentos (TURCHETTO-ZOLET et al., 2017).

Marcadores moleculares podem ser definidos como loci génico, facilmente
detectados e quantificados em uma populacdo, podendo ou ndo estar associados a
um determinado gene ou traco de interesse. Os polimorfismos surgem de varios
tipos de mutacbes (a base da identificacdo dos marcadores), principalmente
substituicbes/ dele¢cbes/ insercdes. Devido a sua heranca mendeliana, é possivel
acompanhar sua transmissdo de geracdo a geracdo. Como é muito grande a
variacdo no numero e no tipo de mutacdes estaveis do DNA, é possivel identificar
um individuo com base no seu padrdo de polimorfismo (KUMAR et al., 2009,
HAYWARD et al., 2015).

O uso de marcadores eficientes permite uma maior eficacia na organizacéo
do germoplasma, na escolha do genoétipo adequado e dos métodos de selecdo a
serem utilizados. Portanto, a escolha do melhor marcador ird depender dos recursos
disponiveis e da distancia genética entre os gendtipos a serem recombinados
(CARVALHO et al., 2011).

Os marcadores moleculares diferem em relagdo a propriedades importantes,
tais como: abundancia genémica, nivel de polimorfismo detectado, especificidade de

locus, reprodutibilidade, além de necessidades técnicas e de recursos. Com base
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nisso, os principais tipos de marcadores moleculares baseados em DNA podem ser
classificados em duas grandes categorias (de acordo com a metodologia utilizada
para identifica-los): (1) Os marcadores baseados em hibridacdo do DNA (ex. RFLP-
Restriction Fragment Length Polymorphism); e (2) Os marcadores baseados na
PCR (ex. DAF - DNA amplification fingerprinting; ISSR - Inter Simple Sequence
Repeat e SSR - Simple Sequence Repeat) (KUMAR et al., 2009). Além desses, um
terceiro grupo de marcadores: (3) os marcadores baseados na variagcdo entre
sequéncias e na utilizacdo de chips de DNA (ex. marcadores indel e os SNPs -
Single Nucleotide Polymorphism) (GUPTA; ROY e PRASAD, 2001)

Segundo Guimaraes et al. (2009), os marcadores mais utilizados nas décadas
80 e 90 foram do tipo RFLP, RAPD (Radom Amplified Polymorphic DNA) e AFLP
(Amplified Fragment Length Polymotphism), embora ainda continuam sendo
aplicados para alguns estudos genéticos. Estes marcadores permitiram a construcéo
dos primeiros mapas genéticos de muitas espécies cultivadas, a descoberta de
genes importantes e inumeros estudos de diversidade genética.

Os marcadores AFLP apresentam numeros significativos de bandas
polimérficas, sdo reprodutiveis e permitem a identificacdo de individuos com base na
diferenca de apenas um nucleotideo. Este tipo de marcador continua sendo utilizado
por varios grupos de pesquisa, principalmente quando a quantidade de individuos
analisados ndo é grande e a disponibilidade de recursos financeiros é limitada
(TURCHETTO-ZOLET et al., 2017).

Os microssatélites foram rapidamente implementados em diversas espécies
vegetais, sendo utilizados ainda hoje na construgcdo de mapas genéticos, nos
estudos de diversidade e no melhoramento assistido (GUIMARAES et al., 2009).
Representam uma das classes mais polimoérficas de marcadores moleculares
presentes nos genomas (MISHRA e TOMAR, 2014).

Os Marcadores do tipo ISSR surgiram com a dificuldade de gerar primers
especificos para amplificacdo com SSR, sendo também muito usados na
caracterizacdo de plantas e fungos (GUIMARAES et al., 2009) e em andlises de
diversidade genética (TURCHETTO-ZOLET et al., 2017).

Tendo em vista a alta produtividade, velocidade e qualidade dos dados

gerados, o uso dos marcadores moleculares tem sido cada vez mais frequente no
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melhoramento genético de plantas como uma ferramenta na avaliacdo e
caracterizacdo de germoplasmas (FREIRE FILHO et al., 2011).

Diversos marcadores como RFLP (FATOKUN et al., 1993), AFLP (FANG
et al. 2007), DAF (SIMON et al., 2007), e RAPD (ZANNOUOU et al., 2008; KHAN, T,
et al., 2015)) foram amplamente usados para estudos de diversidade genética e para
construcdo de mapas de ligacdo do feijdo-caupi. A utilizacdo de marcadores
moleculares tem sido ampliada, principalmente em funcdo dos avancos nas
tecnologias de sequenciamento de alto rendimento (NGS, Next Generation
Sequencing), onde um genoma inteiro pode ser sequenciado em curto espaco de
tempo, a custos cada vez mais baixos (VAN EMON, 2015). Apds a primeira tentativa
de sequenciamento do genoma do feijao-caupi (TIMKO et al., 2008), marcadores
como SNP (XU et al., 2011; MUCHERO et al., 2009) e SSR (KONGJAIMUM et al.,
2012) foram usados no enriquecimento de mapas moleculares do género Vigna.

2.5.1. Marcadores ISSR (Inter Simple Sequence Repeats)

Os marcadores ISSR foram desenvolvidos a partir dos microssatélites (SSR),
cujas amplificacdes sdo realizadas com um unico primer sintetizado com base em
varias repeticbes (motivos de SSR) e ancorado com 2 a 4 nucleotideos arbitrarios
(TURCHETTO-ZOLET et al., 2017). E um método simples e rapido, que combina a
maioria das vantagens dos SSRs, do AFLP e a universalidade do RAPD
(GUIMARAES et al., 2009). No entanto, esse marcador apresenta algumas
desvantagens, principalmente com relacdo a analise das informacdes geradas,
devido ao seu carater dominante.

Portanto, o ISSR é utilizado em estudo de diversidade genética que requer
um grau de confianca superior aos resultados fornecidos pelo RAPD, mas que tenha
um custo inferior aos trabalhos desenvolvidos com SSR (SEMAGN; BJGRNSTAD e
NDJIONDJOP, 2006).

Dentre suas aplicacdes destacam-se: estudos de identidade genética, de
parentesco, identificacdo e clonagem da estirpe, estudos taxondmicos de espécies
estreitamente relacionadas, estudos de mapeamento genético, entre outros
(KUMMAR et. al., 2009).
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Descrita por Meyer et al. (1993) e, devido ao fato de ndo necessitar
informacéo prévia da sequéncia, além do baixo custo associado a técnica (SILVA et
al., 2016), ISSR continua sendo um dos marcadores moleculares mais utilizados em
estudos de diversidade e variabilidade genética, em diversas espécies, a exemplo
de milho (MUHAMMAD et al., 2017), banana (SILVA et al., 2017), Campomanesia
phaea, espécie nativa da floresta Atlantica (SANTOS et al., 2016) e em feijdo-caupi
(NOVA et al., 2014; DIAS et al., 2015, IGWE et al., 2017), contribuindo, assim, para

conservacao do recurso genético da espécie.

2.5.2. Marcadores DAF (DNA Amplification Fingerprinting)

O marcador molecular DAF é uma variacdo da técnica de RAPD, o qual
consiste na utilizacdo de primers arbitrarios para amplificagdo mediada pela DNA
polimerase na PCR (AP-PCR). Esta técnica se diferencia do RAPD por utilizar
iniciadores com fragmentos maiores para gerar um numero superior de polimorfismo
com alta reprodutibilidade (KUMAR et al., 2009).

O polimorfismo genético ocorre devido a diferencas no DNA
(delecdes/insercdes de nucleotideos), nos sitios de anelamento, ou entre eles. Por
sua natureza binéaria (presenca ou auséncia do segmento amplificado), marcadores
DAF néo distinguem individuo homozigoto dominante de heterozigoto para um
determinado locus. Apresenta baixo custo e ndo exige conhecimento prévio do
genoma, assim, um mesmo conjunto de primers pode ser usado para amplificar o
DNA dos mais diversos tipos de plantas.

A técnica de DAF tem sido utilizada com eficiéncia em trabalhos envolvendo
estudo de diversidade genética de feijdo-caupi, a exemplo de Simon et al. (2007),
Spiaggia; Carvalho e Benko-iseppon (2009), Onofre (2012) e Amorim (2013),

demonstrando ser adequado na avaliacdo de variabilidade genética desta cultura.
2.6 MAPEAMENTO GENETICO
Um mapa genético (ou mapa de ligacdo) € um mapa das frequéncias de

recombinacdo entre os marcadores testados nos cromossomos homélogos durante

a meiose. A frequéncia de recombinacdo entre dois marcadores € proporcional a
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distancia que os separa, portanto, quanto maior a frequéncia de recombinacao,
maior a distancia entre os dois marcadores genéticos. Assim, um mapa genético é
uma representacdo de eventos e frequéncias de recombinacdo (SAHU; DHOLE;
MONDAL, 2019). O principio do mapeamento genético molecular esta baseado na
premissa de que marcadores (semelhantemente aos genes), podem ser mapeados
nos cromossomos usando a segunda lei de Mendel e analise da frequéncia dos
fendtipos recombinantes (KUMAR; PRATAP; SOLANKI, 2009).

De forma geral, a constru¢cdo de um mapa de ligagéo se inicia com a escolha
dos genitores a serem cruzados e com o desenvolvimento de uma progénie
segregante, de forma que maximize o polimorfismo genético (GRATAPAGLIA e
SEDEROFF,1994; VERHAEGEN et al., 1997). A proxima etapa envolve a obtencao
de marcas contrastantes entre 0s genitores (que apresentem segregacao
mendeliana) na populacdo de mapeamento. A abordagem na localizagdo das
marcas polimorficas vai depender do tipo de marcadores utilizados e da diversidade
genética da espécie estudada. E nesta etapa que a utilizacdo de marcadores
moleculares auxilia ha constru¢do dos mapas genéticos. Em seguida € realizada a
andlise do padrao de amplificacdo dos individuos do restante da populacdo de
mapeamento e a obtencdo das estimativas de recombinacdo (ROCHA et al., 2003;
SAHU; DHOLE; MONDAL, 2019).

2.7 BANCOS ATIVOS DE GERMOPLASMA DE CAUPI

Bancos de germoplasma sdo colegcbes onde ficam armazenados
germoplasmas de uma ou de varias espécies, podendo estar localizados em centros
de pesquisa ou instituicbes publicas e privadas (FERREIRA, 2011). Estes bancos
contribuem para a conservacado das espécies e na preservacao da sua diversidade
genética, constituindo fontes de alelos raros Uteis para o melhoramento genético
(REYES-VALDES et al., 2018). Desta forma, pode-se dizer que os bancos de
germoplasma séo ferramentas Gteis tanto para conservacdo de uma espécie como
para o melhoramento de culturas de interesse agronémico (MACHADO et al., 2016).

O germoplasma vegetal pode ser conservado tanto in situ como ex situ. A
conservagao in situ é caracterizada pela conservacao de espécies viaveis nos seus

habitats naturais como, por exemplo, a conservacdo de reservas naturais. Ja a
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conservacgao ex situ trata-se da protecdo dos componentes da diversidade biologica
fora do ambiente natural, como € o caso do banco de genes (FAO, 2018).

A conservacdo de germoplasma de plantas em banco de sementes sobre
condicdes que maximizem sua expectativa de vida pés-colheita € a forma mais
conveniente de conservacao ex situ, por se tratar da unidade de propagagcéo comum
para a maioria das plantas superiores (BERJAK E PAMMENTER, 2014). No entanto,
este método é inadequado para os vegetais que produzem sementes recalcitrantes
e intermediarias, como € o caso da maioria das espécies frutiferas (FERREIRA,
2011). Um exemplo de banco de sementes é o banco de germoplasma de alface da
Universidade Federal de Larvas (UFLA) (GUIMARAES; MANDELLI e SILVA, 2011).
Outra forma de conservacdo do germoplasma é por meio dos bancos de campo.
Este tipo de banco permite a manutencdo do germoplasma de vegetais que
possuem sementes recalcitrantes, intermediaria e os que se reproduzem por
propagacao vegetativa (FERREIRA, 2011).

Segundo Freire Filho et al. (2009), os recursos genéticos de feijao-caupi
disponiveis para programas de melhoramento genético estédo disponiveis em quatro
tipos de colecédo de germoplasma: a colecao de base internacional, colecdo de base
nacional, a colecao ativa e a colegéo de trabalho.

A colecéo de base internacional esta localizada em um instituo internacional
de pesquisa, e possui a finalidade de assegurar o material genético para as
demandas atuais e futuras de diversos programas de melhoramento genético de
todos os paises interessados. A principal colecdo de germoplasma internacional de
feijdo-caupi esta localizada na Nigéria, no Instituto Internacional de Agricultura
Tropical (International Institute of Tropical Agriculture - IITA), fundada em 1975 para
liderar o desenvolvimento de estratégias de conservacao global dos recursos
genéticos do feijdo-caupi e dos seus parentes silvestres, principalmente no
continente africano. Atualmente, esta cole¢do conta com 15.933 cultivares de caupi,
coletados em mais de 88 paises (lITA, 2019). Outra colecédo encontra-se localizada
na Estacdo Regional da Geodrgia de Introducdo de Plantas, com cerca de 7.400
acessos, da Universidade da Califérnia, em Riverside, com 5.275 cultivares e 50
acessos selvagens (EHLERS e HALL, 1997).

Com relacdo as cole¢cbes nacionais, elas estdo localizadas em um lugar

estratégico, pertencente a instituicbes nacionais, como é o caso da colecdo de
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feijdo-caupi, no Centro Nacional de Recursos Genéticos e Biotecnologia —
CENARGEN, em Brasilia, o qual conta com, cerca de 4.845 acessos de Vigna
(WETZEL et. al., 2005).

Ja4 as colegBes ativas sdo destinadas a atender as necessidades de
germoplasma da instituicdo que a detém. No Brasil pode-se citar duas cole¢fes: a
da Embrapa Meio-Norte (em Terezina, Pl), com cerca de 3.500 acessos, e a do
Centro de Ciéncias Agrarias (da Universidade Federal do Ceara), com quase 1.000
acessos (WETZEL et al., 2005). As cole¢gbes de trabalho compdem o material
genético manuseado pelo melhorista e, portanto, apresentam uma variabilidade
restrita. S&o o caso da colecdo de feijado-caupi da Embrapa Meio-Norte, do Instituto
Agronémico de Pernambuco — IPA (em Recife, PE) e da Embrapa Semiarido (em
Petrolina, PE) (FREIRE FILHO et al., 2009).

O Banco de Germoplasma de feijao-caupi do IPA é constituido, em sua maior
parte, por cultivares oriundas de comunidades locais e de centros de pesquisa,
nacionais e internacionais. O programa de melhoramento do IPA é responsavel pela
criagdo de cultivares mundialmente conhecidos, a exemplo do cultivar “Miranda IPA
207”.

No entanto, muitos acessos pertencentes a essa cole¢ao ainda precisam ser
estudados, principalmente quanto a sua diversidade genética. Atualmente, a
Embrapa Meio-Norte é a principal instituicdo responsavel pelo melhoramento
genético do feijao-caupi no pais, a qual tem sua colecéo de trabalho proveniente de
coletas nacionais, acessos internacionais introduzidos pelo [ITA e dos Estados
Unidos (WETZEL et al., 2005).

2.8 MELHORAMENTO GENETICO DO FEIJAO-CAUPI

No Brasil, os programas de melhoramento genético do feijdo-caupi foram
iniciados em 1925, quando Henrique Lobbe publicou um estudo avaliando 12
cultivares. Neste periodo os trabalhos eram realizados de forma independente e
descontinuos.

Na década de 70 a criacdo da Empresa Brasileira de pesquisa Agropecuaria
(EMBRAPA) assumiu as funcdes do Departamento Nacional de Pesquisa e

Experimentacdo Agropecuaria (DNPEA), cujas unidades descentralizadas



30

absorveram as funcgdes de institutos regionais. Neste periodo, as pesquisas de
melhoramento nacional de feijao funcionavam da seguinte forma: o Centro Nacional
de Pesquisa de Arroz e Feijdo (CNPAF) ficava responsavel pelos trabalhos de
selecdo de parentais, cruzamentos, avancos de geracao e ensaios preliminares. Os
ensaios preliminares também eram realizados na entdo Empresa Pernambucana de
Pesquisa Agropecuaria — (IPA), na Empresa de Pesquisa Agropecuaria do Ceara
(EPACE) e na Unidade de Execucao de Pesquisa de Teresina (UEPAE). Os ensaios
avancados eram executados por todas as instituicbes componentes da rede de
pesquisa. Em 1977 foi iniciado o convenio entre a Embrapa e o IITA, localizado em
Ibadan, Nigéria, que vigorou até 1986. De 1991 até os dias atuais a coordenacao do
Programa Nacional de feijao-caupi passou para Embrapa Meio-Norte (FREIRE
FILHO et al., 2011). No Norte e Nordeste do Brasil véarias cultivares de feijao-caupi
tém sido desenvolvidas (FREIRE FILHO, 1988). A cultivar Seridé (Ceara,
Universidade Federal do Ceara - UFC) e a cultivar IPEAN-V-69 (Para, Instituto de
Pesquisa e Experimentacdo Agropecuarias do Norte - IPEAN) foram as primeiras
cultivares melhoradas de feijdo-caupi produzidas nestas regides. No entanto, a
cultivar Seridé6 mostrou suscetibilidade a virus e a Universidade do Ceara (UFC)
passou a recomendar a cultivar “Pitiuba” (MEDINA, 1972).

Da década de 70 até a metade da década de 90, o IPA trabalhou ativamente
no melhoramento de feijao-caupi independente da Embrapa. Foi nesse periodo que
a instituicdo coordenou o langamento das cultivares: IPA — 201 (1981), IPA — 202
(1981), IPA — 203 (1981), IPA — 204 (1987), IPA — 205 (1988) e IPA — 206 (1989)
(FREIRE FILHO et al., 2011).

Com a ampliacdo das éareas de producdo (principalmente com a
incorporacdo de lavouras mecanizadas nas regibes Centro-Oeste e Sudeste),
associada as novas exigéncias do mercado, novas demandas tém surgido junto aos
programas de melhoramento do feijdo-caupi. Dentre os principais desafios esta a
necessidade de ampliar a rede de melhoramento desta cultura para todas as
regides, de modo que os outros produtores possam ter cultivares disponiveis para o
cultivo. Além disso, existe a necessidade de desenvolvimento de graos de ampla
aceitacdo comercial inter-regional e internacional. Neste sentido, as ferramentas
moleculares apresentam-se como um grande potencial a ser incorporado nos

programas de melhoramento convencional (FREIRE FILHO et al., 2011).



31

2.8.1 Objetivos do Programa de Melhoramento Genético do feijdo no Brasil

De acordo com Publio Junior et al. (2017), no Brasil, o potencial genético do
feijdo-caupi foi pouco explorado, refletindo, desta forma, numa baixa produtividade
média (366 kg ha-1), em funcdo do baixo nivel tecnolégico empregado no cultivo
(AGEITEC, 2019). Por exemplo, a produtividade média na regido Centro-Oeste
chega a aproximados 1.000 kg ha-1, enquanto a na regido Nordeste ndo ultrapassa
0s 276 kg ha-1 (PUBLIO JUNIOR et al., 2017). No entanto, o uso de semente
certificada no Norte e Nordeste do pais corresponde a apenas 10 % da éarea
plantada (FREIRE FILHO, ROCHA; SILVA, 2017), ndo refletindo o potencial
produtivo do feijao-caupi.

Apesar do potencial para o aumento da produtividade desta cultura, a sua
producdo enfrenta varios problemas, tanto bidtico (ataques por insetos, doencas e
parasita) como estresse abiotico (calor e seca) (KAMARA et al., 2011). No entanto, o
[ITA fez progressos na criacdo de uma variedade de cultivares de feijdo-caupi de
alto rendimento, com resisténcia combinada as principais doencas, pragas de
insetos e ervas daninhas parasitas e tolerancia a seca (KAMARA et al. (2011).

O feijdo-caupi tem a capacidade de crescer em solo de baixa fertilidade e
possui adaptacdes a altas temperaturas e a seca (CARVALHO et al., 2017). Para o
bom desenvolvimento desta cultura é necessario um minimo de 300 mm de chuva e
uma temperatura de 18 a 34°C (AGEITEC, 2019). Segundo Paiva et al. (2018), os
estresses abidticos sdo um dos principais fatores limitantes de sua producéao,
sobretudo o déficit hidrico, o qual induz o fechamento estomatico (SOUZA et al.,
2017), causando reducao da transpiracado e fotossintese e, na producdo de matéria
seca (SOUZA et al., 2019).

Os danos causados pela deficiéncia hidrica no feijao-caupi dependem do
estado do desenvolvimento da cultura. A falta da agua no periodo inicial do
desenvolvimento pode reduzir o crescimento vegetativo, e no estagio final de
desenvolvimento reduzir a produtividade em até 80 % (AGEITEC, 2019). Cabe
ressaltar que a resposta do feijdo-caupi as condi¢cdes de déficit hidrico varia
conforme a cultivar, o tempo de exposicdo e a regiao de estudo (NASCIMENTO et
al., 2011).
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Outro fator que contribui para a reducéo da sua producéo sdo os ataques de
insetos e doencas (KAMARA et al.,, 2011). Os ataques por insetos ocorrem de
acordo com a fenologia da planta. As pragas desta cultura também podem ser
classificadas de acordo com o local de ataque da planta, podendo ser agrupadas,
em trés grupos: pragas subterrdneas, pragas da parte areas e pragas dos graos
armazenados (EMBRAPA, 2019). O Caruncho-do-feijao-caupi € uma das principais
pragas de armazenamento. Entre as principais doencas desta cultura séao:
Tombamento (Damping off), Podridao-das-raizes, Podriddo-do-colo, Podridao-
cinzenta-do-caule, Murcha-de-fusarium, Murcha/podriddo-de-esclerdcio, Carvao,
Mancha-café, Mancha de cercospora, Oidio ou cinza, Mosaico-severo-do-caupi,
Mosaico-dourado-do-caupi, Mosaico do feijao-caupi transmitido por pulgéo
(EMBRAPA, 2019),

O programa de melhoramento genético brasileiro para feijao-caupi tem como
seus principais objetivos de mediato: a criacdo de cultivares de porte semiprostado,
adequada para agricultura familiar; criacdo de portes ereto e semiereto com
arquitetura moderna, adequado para industria empresarial; aumentar a
produtividade, a adaptabilidade e a estabilidade da producdo; aumentar a resisténcia
a pragas e doengas; aumentar a resisténcia a altas temperaturas e estresses
hidricos; aumentar o valor nutritivo; melhorar a qualidade visual e culinaria dos
graos; desenvolver cultivares adaptadas a todas as regides do Pais (FREIRE FILHO
et al., 2011). Segundo Publio Janior et al. (2017), caracteristica arquitetura de planta,
precocidade e qualidade de grdos tém grande importancia nos programas de
melhoramento, primeiro por conta da necessidade de plantas mais eretas, devido ao
crescimento da mecanizacdo; segundo por conta do aumento do cultivo em areas
irrigadas e, ainda, pela exigéncia do mercado consumidor, que prefere grdos com
melhor aparéncia. Vagens menores e com menor numero de graos,
(consequentemente mais leves) sdo também apreciadas pelo mercado mecanizado,
e também reduz a possibilidade de apodrecimento por encostamento em solos
irrigados (SILVA e NEVES, 2011). No entanto, para a colheita manual séao
apreciadas vagens maiores e com um numero maior de grdos, aumentando o
rendimento deste tipo de produgdo (PUBLIO JUNIOR et al., 2017)

A tendéncia do mercado é o desenvolvimento de cultivares com alto

potencial de producdo de grdos e boa arquitetura de plantas, adaptando culturas
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mais densas, facilitando a colheita mecanizada, atendendo aos requisitos do cultivo
tenrificado, e viabilizando grandes areas no Centro-Oeste, Norte e Nordeste, que
vém aumentando a cada ano (COSTA et al., 2017).

O mercado do feijdo-caupi ainda € restrito a grdos secos, grdos verdes
(hidratados) e sementes. No entanto, sdo observadas algumas iniciativas para o
processamento industrial de feijdo-caupi para producédo de farinha e produtos preé-
cozidos e congelados (FREIRE FILHO et al., 2017). Outro objetivo do programa de
melhoramento genético é o desenvolvimento de cultivares com caracteristicas para
miniprocessamento, como resfriamento e congelamento, e para processamento
industrial, como producédo de farinha, produtos pré-cozidos e enlatamento (FREIRE
FILHO et al., 2011).

A médio prazo, os programas de melhoramento de feijdo-caupi brasileiro
objetivam o desenvolvimento de cultivares com grados que atenda a caracteristicas
morfologicas dos mercados asiaticos, europeus e africanos (FREIRE FILHO et al.,
2011). Em 2007, o Brasil comecou a exportacdo desse grdo, inicialmente para o
Canada, Portugal, Israel, Turquia e india, embora exista um mercado muito maior
para este feijdo. Entretanto, sabe-se quase nada sobre a preferéncia comercial
deste mercado, principalmente em relagéo os paises asiaticos (EMBRAPA, 2019).

O aumento da disponibilidade de nitrogénio do solo esta relacionado com
aumento da produtividade. Este aumento de produtividade pode ser alcancado
mediante o0 uso de sementes de feijdo-caupi com capacidade de realizar simbiose
com bactérias fixadoras e pelo o uso de inoculacéo de rizébios eficientes, suprindo
as necessidades de nitrogénio da planta (GUIMARAES et al. 2019). Estima-se que 0
feijdo-caupi pode obter ganhos de produtividade na ordem de 30 % quando em
associacdo com o rizébio, baixando os custos de producao e elevando a renda do
produtor (MARTINS et al., 2003). Segundo Freire Filho et al. (2011), aumentar o
potencial simbi6tico com bactérias fixadoras de nitrogénio também é uma das metas

do programa de melhoramento.
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Artigo a ser submetido a Brazilian Journal of Agricultural Research (PAB)

Utilizacdo de marcadores moleculares do tipo ISSR e DAF na caracterizacdo da

diversidade genética do feijao-caupi
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Iseppon @ and Valesca Pandolfi ?*

Y Instituto Agrondmico de Pernambuco, Recife-PE 50761000, Brasil
2 Universidade Federal de Pernambuco, Centro de Biociéncias, Departamento de Genética, Recife-PE

50732970, Brasil *E-mail: valescapandolfi@gmail.com

Resumo - O conhecimento da diversidade genética é fundamental para exploracdo e
manutencdo do germoplasma e para a criagdo de novas cultivares. O presente estudo buscou
avaliar a diversidade genética de 80 acessos de feijdo-caupi do banco ativo de germoplasma
do Instituto Agronémico de Pernambuco, por meio de marcadores moleculares DAF (DNA
Amplification Fingerprinting) e ISSR (Inter Simple Sequence Repeat). O conjunto de 12
primers (mais informativos) gerou um total de 132 loci (média de 11 por primer), com
aproximadamente 80 % de polimorfismo. Os 80 acessos foram agrupados (método Weighted
Neighbor-Joining) em trés grupos. O grupo | (44 acessos), representado pelos acessos Casa
Amarela, Cavaleiro, Arcoverde, além dos acessos Canapu e Canapuzinho. O grupo Il (34
acessos), representado pelos acessos Manteiga, Cabecudo, Coruja, Paulistinha, além dos
acessos de Juazeiro, Tucurui, Taipu e Sempre Verde. O Grupo Il foi representado pelos
acessos BR-14 Mulato e BR-17 Gurguéia. Os acessos Cavaleiro 8 e 10 foram o0s mais

similares, sendo Encruzilhada 1 e IT82D-106G o0s acessos mais dissimilares. Os indices de
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informatividade utilizados (PIC, Ml e RP) e a diversidade genética global revelaram
correlagdo positiva, considerados eficientes na avaliagdo dos iniciadores. Com relagdo aos
acessos de feijao-caupi, observou-se a formagéo de trés grupos (I, 1l e Il1). Ainda que seja
observada uma variedade de caracteres entre os acessos dos agrupamentos Il e Ill, verifica-se
semelhangas entre eles. Os marcadores DAF e ISSR foram eficientes na deteccdo da
diversidade genética dos acessos do banco de germoplasma de feijdo-caupi, sendo
promissores para uso em trabalhos de melhoramento da cultura.

Index terms: Feijdo-caupi, melhoramento, PIC, Ml, RP.

Introducéo

O feijdo-caupi (Vigna unguiculata (L.) Walp.) apresenta grande relevancia
socioecondmica pois, além de gerar emprego e renda, supre a necessidade nutricional da
populacdo mais pobre, especialmente no semiarido do Brasil (Marinho et al., 2017).
Possivelmente pela sua producdo concentrada em areas de constantes periodos de baixa
pluviosidade, a produtividade associada a adaptabilidade e a estabilidade de rendimento tem
recebido muita atencdo por parte dos melhoristas. Entretanto, a busca por cultivares com
caracteristica de interesse comercial tende a reducdo da diversidade genética, gerando baixa
adaptabilidade ou até mesmo a extin¢do das espécies. Neste sentido, a construcdao de Bancos
Ativos de Germoplasma-BAG representa uma importante fonte de diversidade genética
(Carlini-Garcia, Pinto e Landell, 2013) a ser disponibilizada nos programas de melhoramento

genético, para o desenvolvimento e/ou melhoria de cultivares (Bertini; Teofilo e Dias, 2009).
Estudos da diversidade genética também sdo importantes na elaboracéo de estratégias
de conservacdo de recursos genéticos (Silva et al., 2018). Diversas técnicas moleculares
permitem a deteccdo do polimorfismo de DNA, podendo gerar um numero ilimitado de

marcas moleculares ao longo de todo o genoma de um organismo (Ferreira e Grattapaglia,
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1998). Marcadores moleculares auxiliam na identificacdo e na analise de cultivares, na pureza
de sementes; fornecem suporte técnico para avaliacdo, preservacdo e inovacdo de recursos do
germoplasma vegetal; na previsdo de heterose; na construcdo de mapa genético, clonagem e
reproducéo assistida por marcadores (Fang et al. 2016). Marcadores baseados na amplificagdo
do DNA estdo entre os métodos mais adequados na caracterizacdo molecular, uma vez que 0
DNA ndo sofre influéncia ambiental em curto periodos, proporcionado, assim, maior
confiabilidade dos resultados. Analises da impressdo genémica do DNA (conhecido por DNA
fingerprinting) apresentam uma série de informagGes relevantes ao nivel de diferenciacdo de
cultivares (Tanya et al., 2010). Nesse contexto, marcadores DAF (DNA Amplification
Fingerprinting) e ISSR (Inter Simple Sequence Repeat) estdo entre os mais utilizados nas
anélises de fingerprinting de DNA e caracterizacdo molecular (Nybom, 2004). Devido a
reprodutibilidade dos padrdes de bandas (polimorfismo) e simplicidade da técnica,
marcadores do tipo ISSR destaca-se entre 0s mais aplicados em estudos de diversidade
genética, fingerprinting e selecdo assistida (Costa, 2010).

O presente estudo teve como objetivo avaliar a variabilidade genética entre acessos de
feijdo-caupi provenientes do Banco Ativo de Germoplasma (BAG) do Instituto Agronémico
de Pernambuco (IPA), por meio de marcadores moleculares ISSR e DAF, com vistas a

selecdo de candidatos a serem incorporados ao programa de melhoramento dessa cultura.

Material e Métodos
Material vegetal e extracdo do DNA
Sementes de 80 acessos de feijdo-caupi (Tabela 1) foram fornecidas pelo Instituto
Agrondmico de Pernambuco (IPA), Recife, PE. As plantas foram mantidas em telado, por

aproximadamente 30 dias.
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O DNA total foi isolado de folhas frescas, segundo metodologia descrita por Doyle &
Doyle (1990), com pequenas modifica¢fes. Foram utilizadas dez folhas jovens de individuos
diferentes, para cada acesso, constituindo um bulk. As amostras de DNA foram purificadas de
acordo com o protocolo para precipitacdo de polissacarideos, descrito por Michaels et al.
(1994), com posterior tratamento com RNase (10 mg/mL) por 2 h a 37°C.

A quantificacdo das amostras de DNA foi realizada pelo método comparativo, em gel de
agarose a 0,8 %, utilizando-se diferentes concentracbes do DNA Fago-A como referéncia.
Apb6s a quantificacdo, uma aliquota do DNA de cada amostra foi preparada a uma

concentracdo de 5 ng/ pL, para uso nas reacOes de amplificacdes por PCR.

Reac0Oes de amplificacdo dos marcadores ISSR e DAF

Inicialmente, uma reagcdo de amplificacdo foi realizada com 29 primers (24 ISSR e
cinco DAF) em 10 acessos de feijao-caupi (Arcoverde 1, Arcoverde 2, Arcoverde 4,
Arcoverde 5, Arcoverde 6, Arcoverde 7, Arcoverde 8, Canapu Verdadeiro, Canapu PE,
Canapuzinho). Destes, os 12 primers mais informativos (nove primers ISSR e trés DAF)
foram utilizados para as amplificagdes nas amostras de DNA dos 80 acessos de feijdo-caupi
(Tabela 2).

As reacOes ISSR foram conduzidas conforme protocolo descrito por Bornet e Branchard
(2001). As reagdes foram preparadas em um volume final de 10 uL, contendo 1,5 U de Taq
polimerase (invitrogen), tampéo da enzima (1X), 5 mM de MgCl,; 1 mM de dNTPs, 50 mM
de primer e 5 ng de DNA. A programacdo da PCR foi programada para uma desnaturacdo
inicial a 94°C por 4 min, seguida por 35 ciclos de: 94°C por 30 s (desnaturacao), 50 - 54°C
por 45 s (anelamento, conforme o primer utilizado), 72°C por 2 min (extensao), acrescido de

uma extensdo final de 72°C por 7 min.
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As reacdes de DAF foram conduzidas seguindo-se a metodologia de Simon et al.
(2007), sendo preparadas com 1 ng de DNA, tampdo buffer 1X, 2,5 mM de MgCl;, 2.5 mM
of dNTP, 50 pmol de primer e 0,7 U de Taq polymerase (invitrogen), num volume final de 15
uL. A ciclagem da PCR foi estabelecida para uma desnaturacdo inicial de 95°C por 2 min,
seguido de 40 ciclos de: 95°C por 15 s (desnaturacdo), 35°C por 2 min (anelamento) e 72°C
por 2 min (extensdo), com uma extensao final de 72°C por 2 min.

Todas as amplificagcbes de PCR (ISSR e DAF) foram realizadas no termociclador
(Applied Biosystems). Os produtos das reacdes foram submetidos a eletroforese em gel de
agarose 2,0 %, corados com SYBER Green (1,2 pl/ amostra) e visualizados sob luz

ultravioleta e fotografados com fotodocumentador L-Pix (Loccus Biotecnologia).

Analise dos dados

O tamanho dos fragmentos amplificados de DNA foi estimado pela comparagdo com o
marcador molecular Ladder 1kb (Invitrogen). A partir dos resultados de ISSR e DAF foram
realizadas comparacdes entre as amostras, com base no critério visual de auséncia (0) ou
presenca (1) dos fragmentos (bandas) gerando uma matriz de dados.

A capacidade informativa dos primers ISSR foi medida utilizando-se trés parametros
polimoérficos: i) PIC - Polymorphic Information Content (conteddo da informagdo de
polimorfismo), calculado conforme Gravitol et al. (2010); ii) MI - Marker Index (indice do
marcador), segundo Varshney et al. (2007) e iii) RP - Resolving Power (poder de resolucao),
de acordo com Prevost and Wilkinson (1999).

A analise de dissimilaridade entre os individuos e populacGes (distancia genética) foi
estimada de acordo com o coeficiente de Jaccard (Perrier et al., 2003) por meio do programa

DARwin 6.0.20 (Perrier and Jacquemoud-Collet, 2010). A matriz gerada foi utilizada pelo
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programa para a construcdao de um fenograma, empregando-se o0 método Weighted Neighbor-

Joining (bootstrap de 30.000 replicagdes).

Resultados e Discussao

Individuos de uma dada espécie ndo sdo geneticamente idénticos, uma vez que suas
sequencias de DNA apresentam diferencas, caracterizando a diversidade genética
(polimorfismo) de um individuo ou populacdo. Essa diversidade genética pode ser mensurada
por meio de diferentes tipos de marcadores moleculares, os quais sdo escolhidos com base na
quantidade de polimorfismo que pode ser detectado de forma confidvel (Roldan-Ruiz et al.,
2000; Gravitol et al., 2010).

No presente trabalho foi avaliada a eficiéncia de marcadores ISSR e DAF na detecgéo
da diversidade genética de 80 acessos do Banco de Germoplasma de feijdo-caupi do IPA. O
sistema representado pelos 12 primers mais informativos (nove ISSR e trés DAF) gerou um
total de 5.155 fragmentos, com uma média de 64,44 fragmentos por acesso (Tabela 2).

O nuamero total de loci (NTL) foi de 132 (media de 11 por primer), valor este, superior
ao obtido com marcador ISSR realizados por Araujo et al. (2019) (80 NTL, média de 5,71 por
primer), Dias et al. (2015) (62 NTL, média de 7,75 por primer) e Anatala et al. (2014) (103
NTL, média de 5,72 por primer) com ISSR. No entanto, os primers utilizados nesses trabalhos
foram selecionados através do estudo de selecdo de primers (Tabela 2)

Apesar das plantas cultivadas geralmente apresentarem baixa diversidade, tanto os
primers de ISSR quanto os primers de DAF utilizados neste estudo revelaram altos valores de
diversidade genética. A diversidade genética global (Dg) obtida foi de 78,03 % (Tabela 2),
sendo também superior ao observado por Spiaggia; Carvalho & Benko-iseppon (2009) (72,34

%), Anatala et al. (2014) (49,63 %), Dias et al. (2015) (74,85 %), Igwe et al. (2017) (69,90 %)
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e Aradjo et al. (2019) (75,94%), também em feijao-caupi. Quando comparado o desempenho
dos primers DAF e ISSR, separadamente, observam-se resultados semelhantes de Dg.

No presente estudo foram obtidos altos valores de RP (Poder de Resolucdo), com
destaque para o primer OP-G06 (DAF) (RP=16,00) e o primer SSR-841 (ISSR) (8,00)
(Tabela 2). O RP indica o potencial discriminatdrio dos primers escolhidos e apresenta maior
capacidade informativa, sendo, portanto, o indicado na avaliagéo da eficiéncia de marcadores
(Tatikonda et al., 2009). No entanto, este parametro sofre influéncia direta do nimero de
individuos, reduzindo sua importancia na etapa de selecao de primers.

O Contetdo de Informacdo Polimorfica (PIC, Polymorphism Information Content) e
indice do Marcador (MI, Marker Index) sdo reconhecidamente mais eficientes na etapa de
selecdo de primers, por apresentarem relagdo direta com a diversidade genética (Dg) (Prevost
& Wilkinson, 1999). Entretanto esse fato ndo diminui a sua importancia na analise do poder
discriminatorio dos marcadores. Segundo Gravitol et al. (2010), o uso do PIC na avaliagdo no
potencial informativo de marcadores ISSR tem sido cada vez mais frequente.

O intervalo de valores de PIC dos primers ISSR variou de 0.1292 (ISSR-827) a 0.3476
(ISSR-826), com uma média de 0.2626 (Tabela 2). Os primers SSR-826, SSR-817, SSR-885
e SSR-841 revelaram os maiores valores de PIC com 0,3476; 0,3241; 0,3188 e 0,3181,
respectivamente. Esses valores de PIC foram menores que os previamente relatados por
Anatala et al. (2014); Dias et al. (2015) e Igwe et al. (2017) e semelhantes aos observados por
Muthusamy et a. (2008), Tantasawat et al. (2010) e Aradjo et al. (2019), os quais também
utilizaram marcadores de ISSR em feijao-caupi. Valores de PIC baixos estdo associados as
relacbes entre 0s acessos, como observado por Tantasawat et al. (2010), em Vigna radiata
(L.) e Vigna mungo (L.), refletindo também uma base genética estreita.

A correlagéo dos valores de PIC dos primers DAF foi de 0,2738 (OP- J20), 0,3684 (OP-

B07) e 0,4447 (OP-G06), com uma média de 0,3623 (Tabela 2), ou seja, superior ao
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observado com os marcadores ISSR. Também utilizando marcadores DAF, Onofre (2012)
obteve valores de PIC no género Vigna variando de 0,00 a 0,295, com uma média de 0,121,
sendo inferior ao encontrado no presente estudo. Os valores de MI dos primers de ISSR
oscilaram de 0.4374 (ISSR-827) a 3.2924 (ISSR - 817 e ISSR - 885), e para os de DAF
variaram de 0,6880 (OP- J20) a 5,6477 (OP - G06) (Tabela 2), sendo menores do que o0s
encontrados por Gravitol et al. (2010) para Jatropha curcas L., quando utilizados marcadores
ISSR. De forma geral, os valores de RP encontrados nesse trabalho também foram inferiores
aos encontrados por Gravitol et al. (2010), com excecdo ao primer OP - G06 (DAF), cujo
valor coincidiu com os valores de J. curcas.

Na Tabela 3 encontram-se os valores apresentados pelo o teste de correlagdo de Pearson
(p) dos primers avaliados, ordenados de forma decrescente tomando por base a Dg. Esse teste
é utilizado para medir as relacdes lineares entre as variaveis, cujos valores variam de -1 a 1
(Figueiredo Filho & Silva Janior, 2009).

Para Dancey & Reidy (2005) valores entre 0,10 e 0,30 sdo considerados baixos, entre
0,40 e 0,6 valores moderados e de 0,70 a 1, valores altos. Por sua vez, o teste de correlacdo de
Pearson (p) apresentou forte correlagdo entre os valores de Dg e PIC, de Dg e MI, de PIC e
Ml, e Ml e RP. Os valores de RP tiveram uma correlacdo média com os valores de DG e PIC.
De certa forma, correlacdo alta entre PIC e MI é esperada, levando-se em conta a utilizacéo
dos valores de PIC para o célculo do MI.

A correlacdo positiva entre PIC e Ml com RP foi também observada em estudos de
diversidade genética com outras espécies, a exemplo de mamona e pinhdo manso, como
relatado por Vasconcelos (2011) e Tatikonda et al., (2009), respectivamente. Vale ressaltar
que a auséncia de correlacdo entre os trés indices supracitados também ja foi registrada na
literatura (Prevost & Wilkinson, 1999; Fernandez et al., 2002; Laurentin & Karlovsky, 2007;

Gravitol et al., 2010).
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O dendrograma gerado pela andlise de dissimilaridade entre os 80 acessos, de feijao-
caupi resultou na formac&o de trés grupos: grupo I, com 44 acessos, grupo Il, com 34 acessos
e grupo 111, com apenas 2 acessos (Figura 1). Destes, o grupo Il compreendeu apenas quatro
acessos, com alta similaridade entre si. Todos apresentam folhas com intensidade de cor verde
escura, botéo floral de coloragdo esverdeada, cor primaria do célice verde, e coloracdo roxa
para o estandarte primario e a cor primaria da asa. Os tamanhos das folhas também séo
similares, no entanto, o porte dessas cultivares variou de prostrado a semiereto. O grupo | foi
0 maior, representado pelo agrupamento de todos 0s acessos com porte semiprostrado ou
prostrado e sementes, flores e folhas com caracteristica bem variadas. Por sua vez, o grupo Il
foi representado por 33 acesos. Embora esse grupo seja o mais diversificado, nele esta
presente a maioria das cultivares que se destacaram em Belém de Sdo Francisco, Itapirema e
Caruaru, em ensaios de competicdo de cultivares.

A associagdo de acessos com tolerancia a salinidade (Pititba e Epace 10) no mesmo
cluster foi apoiada pelos escores de bootstrap (64 %), semelhante ao observado por Onofre
(2012). No entanto, o acesso sensivel a salinidade (IPA 206) também faz parte desse cluster.
Esses resultados podem ser suportados pelo fato de a tolerancia tende a ser relativa, visto que
a expressao genética pode variar de acordo com a situacdo, ou seja, uma planta pode
manifestar tolerdncia a determinada espécie de inseto, em certas condi¢es, a0 mesmo tempo
que pode manter ou ndo esse carater quando sob outras condi¢fes (Lara, 1991)

Considerando os acessos sensiveis a salinidade, foram formados dois grupos, o primeiro
contendo trés acessos (IPA 204, IPA 205 e IPA 206) e o segundo com dois acessos. Outros
estudos relatam que as variagfes genéticas identificadas pelos marcadores de microssatélites
sdo Uteis na avaliacdo de acessos de terras altas para morfologia relacionada a tolerancia a

seca (Zeng et al. 2004; Manavalan et al. 2009; Vanniarajan et al. 2012).
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Ainda que seja observada uma variedade de caracteres entre 0s acessos dos
agrupamentos Il e Ill, é evidente a semelhanca entre eles. De maneira geral, também se
observa altos niveis de polimorfismo e valores de escore de bootstrap médios (41 %) a altos
(100 %) para os clusters formados. Dessa forma, os marcadores DAF e ISSR mostraram-se
significativamente informativos para analisar a diversidade genética dos acessos, 0 que 0s
caracteriza como potencialmente Gteis para a geracdo de populagdes segregantes adequadas ao

mapeamento, sendo também promissores para uso em trabalhos de melhoramento da cultura.

Conclusoes
1) Cavaleiro 8 e Cavaleiro 10 sdo os acessos de maior similaridade, ao passo que 0S acessos
Encruzilhada 1 e 1T82D-106G sdo os mais dissimilares; 2) Os indices de informatividade
utilizados (PIC, Ml e RP) e a diversidade genética global apresentaram correlacdo positiva,
sendo eficientes na avaliacdo dos iniciadores na populacdo estudada; 3) os marcadores
utilizados neste estudo mostraram-se eficientes para a deteccdo da diversidade genética dos
acessos de feijao-caupi, 0 que o0s caracteriza como marcas potencialmente Uteis na geracao de
populacdes segregantes adequadas ao mapeamento, sendo também promissores para uso em
trabalhos de melhoramento da cultura, 4) o marcador Op-G06 apresenta-se como um
excelente candidato na caracterizacdo e de acessos de feijdo-caupi, visando o0 enriquecimento

do mapeamento genético desta cultura.
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Tabela 1 - Acessos de feijao-caupi do BAG do Instituto Agronémico de Pernambuco — IPA

utilizados na caracterizagdo genética por meio de marcadores ISSR e DAF.

N° do acesso

Identificacéo

No. do acesso

Identificacéo

0O ~NOoO O1Th WN -

B WWWWWWWWWWPNDNNDNMNDNNMNMNNNNNDNNNNRPRPRPRPEPRPERPERPERRPRERERO
QO OWOUO~NOUITAARWNPFPODOO~NOOPRRWNPOOOLONOOOUOUIE WONPEFE O

BR 9 - Longa
IT81D-1045
IT81D-1053
IT82D-1069

IPA 206
Macaibo
Rasga Letra
BR10 — Piaui
Pitiuba
EPACE 10
Sopinha
Maravilha
Cavaleiro 3
Cavaleiro 4
Cavaleiro 5
Cavaleiro 7
Cavaleiro 8
Cavaleiro 9
Cavaleiro 10
Cavaleiro 11
Cavaleiro 13
Cavaleiro 18
Cavaleiro 21
Cavaleiro 1
Cavaleiro 2

Casa Amarela 2
Casa Amarela 3
Casa Amarela 5
Casa Amarela 6
Casa Amarela 7

Arcoverde 1
Arcoverde 2
Arcoverde 4
Arcoverde 5
Arcoverde 6
Arcoverde 7
Arcoverde 8

Costela de Vaca

Canapu Pe
Canapu PF

41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69
70
71
72
73
74
75
76
77
78
79
80

Rabo de Tatu

Canapu Mossoré
Canapu BSF

Canapu Verdadeiro
Canapuzinho

BR 14 Mulato

BR 17 Gurgueia
Sempre Verde Baiano
Sempre Verde Ibimirim
Sempre Verde Salgueiro
Sempre Verde Petrolina
Sempre Verde L. E.M.
Salgueiro

Paulistinha

Coruja

Cabecudo

Manteiga

Taipu 1

Taipu 2

Taipu 3

Taipu 4

Juazeiro 1

Juazeiro 3

Juazeiro 4

Juazeiro 6

Juazeiro 10

Juazeiro 11

Juazeiro 2

Juazeiro 7

Juazeiro 8

Juazeiro 1

Tucurui 4

Tucurui 1

Tucurui 2

Tucurui 3
Encruzilhada 1
Encruzilhada 2
Encruzilhada 3
Encruzilhada 4
Ibimirim Moxot6
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Tabela 2 - Caracteristicas dos marcadores ISSR e DAF selecionados no estudo da diversidade genética de 80 acessos do BAG de feijdo-caupi do
IPA, Recife, PE.

Tipo primer Sequén(csiia (113(\))primer Ta('C) | NTL|NLM | NLP | Dg (%) PIC Ml RP
ISSR-886 5'BDB CAC ACA CAC ACACA 52.0 13 5 8 61,54 0,2560 0,9163 4.2000
ISSR-827 - 52.8 10 7 3 30 0,1292 0,4374 1,7306
ISSR-887 5 DVD TCTCTCTCT CTCTC 52.0 10 1 9 90 0,2881 2,9267 3,9636
ISSR-826 5" ACA CAC ACACACACACC 52.0 9 2 7 77,78 0,3476 3,0510 4,7907
ISSR-817 - 50.4 10 1 9 90 0,3241 3,2924 3,5556
ISSR-885 5'BHB GAG AGA GAG AGA GA 52.0 9 0 9 100 0,3188 3,2924 0,4824
ISSR-841 5' GAG AGA GAG AGA GAG AYC 52.8 17 2 15 88,24 0,3181 3,1681 8,0000
ISSR-889 - 52.0 12 5 7 58,33 0,2250 1,4811 4,1207
ISSR-851 - 54.0 6 3 3 50 0,1569 0,8851 1,4915
DAF- OP - G06 5'GTG CCT AACC 35.0 23 1 22 95,83 0,4447 5,6477 16,000
DAF- OP - BO7 5 GGT GAC GCA G 35.0 8 1 7 88,89 0,3684 2,6790 4,2750
DAF-OP- J20 - 35.0 5 1 4 83,33 0,2738 0,6880 2,7100
Total * 132 29 103 78.03 * * *

NTL: Numero total de loci amplificados; NLM: Numero de loci monomérficos; NLP: Numero de loci polimorficos; Dg: Diversidade genética
global; PIC: Polymorphism Information Content (Contetdo de Informacéo Polimdrfica); MI: Marker Index (Indice do Marcador); RP: Resolution
Power (Poder de Resolucéo).



Tabela 3 - Valores de correlagdo de Pearson (p) entre os indices utilizados.

DG PIC Ml RP
DG 1,000
PIC 0,870 1,000
Ml 0,764 0,874 1,000
RP 0,370 0,671 0,722 1,000
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Figura 1 - Dendrograma gerado pela analise de dissimilaridade entre os 80 acessos de feijdo-caupi, estimada pelo coeficiente de Jaccard, por meio do programa
DARwin 6.0.20 empregando-se 0 método Weighted Neighbor-Joining (bootstrap 30.000 replicacdes)
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4 CONCLUSOES

Cavaleiro 8 e Cavaleiro 10 sdo os acessos de maior similaridade, ao passo
que Encruzilhada 1 e IT82D-106G s&o os acessos mais dissimilares;

Os indices de informatividade utilizados (PIC, Ml e RP) e a diversidade
genética global demonstram correlacdo positiva, sendo eficientes na avaliacdo dos
iniciadores na populacao estudada,;

De forma geral, os marcadores utilizados neste estudo mostraram-se
eficientes para a deteccdo da diversidade genética dos acessos de feijdo-caupi, 0
gue o0s caracteriza como marcas potencialmente Uteis na geracdo de populacoes
segregantes adequadas ao mapeamento, sendo também promissores para uso em
trabalhos de melhoramento da cultura.

Tendo em vista o melhor resultado para a maioria dos paramentos
analisados, o marcador Op-G06 destacou-se como um excelente candidato na
caracterizacdo e selecdo de acessos de feijao-caupi, para enriquecimento do

mapeamento genético desta cultura.
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studied.

They must be normalized according to the ABNT current guidelines.

They must be presented in alphabetical order of authors' names, divided by semicolon,
and unnumbered.

All authors of each work must be listed in the references.

Titles of periodicals must be written in bold.

All references must record a publication date, even if not precise.
There should not be more than thirty references.

Examples:

Events (only complete works are accepted)

SOUSA, A.B.O. de; SOUZA NETO, O.N. de; SOUZA, A.C.M. de; SAMPAIO, P.R.F.;
DUARTE, S.N. Trocas gasosas e desenvolvimento inicial de mini melancia sob estresse
salino. In: INOVAGRI INTERNATIONAL MEETING, 2., Fortaleza, 2014. Anais. Fortaleza:
Inovagri, 2014. p.3813-3819. DOI: 10.12702/ii.inovagri.2014-a510.

Periodical articles

SILVA, T. P. da; VIDAL NETO, F. das C.; DOVALE, 1.C. Prediction of genetic gains with
selection between and within S2 progenies of papaya using the REML/Blup

analysis. Pesquisa Agropecuaria Brasileira, v.52, p.1167-1177, 2017. DOI:
10.1590/s0100-204x2017001200005

Book chapters

SHAHZAD, A.; PARVEEN, S.; SHARMA, S.; SHAHEEN, A.; SAEED, T.; YADAV, V.;
AKHTAR, R.; AHMAD, Z.; UPADHYAY, A. Plant tissue culture: applications in plant
improvement and conservation. In: ABDIN, M.Z.; KIRAN, U.; KAMALUDDIN, ALI, A.
(Ed.). Plant Biotechnology: principles and applications. Singapore: Springer, 2017.
p.37-72. DOI: 10.1007/978-981-10-2961-5_2.

Books

SANTOS, H.G. dos; JACOMINE, P.K.T.; ANJOS, L.H.C. dos; OLIVEIRA, V.A. de;
LUMBRERAS, J].F.; COELHO, M.R.; ALMEIDA, J].A. de; CUNHA, T.J.F.; OLIVEIRA, ].B.
de. Sistema brasileiro de classificacdao de solos. 3.ed. rev. e ampl. Brasilia:
Embrapa, 2013. 353p.

Thesis

SAMUEL-ROSA, A. Analise de fontes de incerteza na modelagem espacial do solo.
2016. 278p. Tese (Doutorado) - Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro,
Seropédica.
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Electronic Sources

EMBRAPA. Zoneamento agroecolégico. Available at: <https://www.embrapa.br/tema-
zoneamento-agroecologico>. Accessed on: Apr. 10 2018.

Citations
References of summaries, documents in the press, or of any other source, whose data
have not been published yet will nhot be accepted.

Self-quotations should be avoided.
They must be normalized according to the ABNT current guidelines.
Citations written in brackets

With just one author: surname written with the first letter capitalized, followed by a
comma and the year of publication.

Two authors: surnames written with the first letter capitalized, divided by an ampersand
(&), followed by comma and year of publication.

More than two authors: surname of the first author written in upper and lowercase,
followed by the expression et al., in a normal font, comma and year of publication.

More than one work: they must follow a chronological order, and, after that, an
alphabetical order of authors, and must be divided by semicolon.

More than one work by the same authors: do not repeat the name of the authors;
commas divide the years of publication.

Citation of citation: surname of the author and year of publication of the original
document, followed by the expression "cited by", as well as the citation of the work
regarded.

Citation of citation must be avoided because there is a chance of misinterpretation; if it is
essential, only the regarded work must comprise the references.

Citations out of brackets

With name of authors included in the sentence: they follow the previous guidelines, with
the years of publication in brackets; they are divided by commas.

Formulas, expressions, and mathematical expressions
They must begin on the left margin of the page in a standard size of Times New Roman
font.

They must not be in italics or in bold. Exceptions to the use of italics would be formula
symbols conventionally written in italics.

Tables
Tables must be sequentially numbered, with Arabic humerals, and presented in separated
sheets,

at the end of the text, after the references.

Tables should be self-explanatory, without the necessity to return to the text to
understand them.

Essential elements: titles, headings, grid (columns and rows/lines) and column indicating
treatments and variables.

Complementary elements: footnotes and bibliographical source.

The title, followed by a period, must come after the word Table, in bold, numbered
sequentially in Arabic numerals. It must be clear, brief and comprehensive; it must
include the species name (general or scientific) as well as the dependent variables.
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In the headings, the names of the variables must be written in full; if this is not possible,
explain the meaning of the abbreviations in the title or footnotes of the table.

Measure units of all variables must be presented using the International System of Units.
The columns of the data, numerical values must be aligned by the last numeral.

No table cell (crossings between lines and columns) may be empty. The lack of humerical
data should be represented by a hyphen (-), followed by an explanation footnote. To
indicate the minimum significant difference, lowercase or uppercase letters are used in
the columns or in the lines, at the right of the data, with indication in the footnote of the
test and probability used.

In order to separate headings from titles and from the table, use horizontal borders; use
them also on the base of the table to separate the content from the complementary
elements. Additional horizontal borders may be used inside the headings and tables; do
not use vertical borders.

Tables should be assembled in Word files, using the menu Table; do not introduce spaces
using the space bar of the keyboard, but the indentation on the menu format paragraph.

Table footnotes

Source notes: they indicate the origin of data on the table; sources must be in the
references.

Indication notes: specific pieces of information about parts of the table, in order to form
an opinion about the data. They are indicated in Arabic numerals, superscripted, in
brackets, on the right of the word or number, on the title, on the headings, on the table,
or on the column. They are continuous, without changing lines, separated by a period.

To indicate significance, the indications ns (nonsignificant); * and ** (significant at 5 and
1% probability, respectively) will be used.

Figures
Charts, graphs, drawings, maps and photographs will be considered figures to illustrate
the texts.

They should only accompany the text when necessary to explain the described facts.

The title of the figure, without bold, must come after the word Figure, the number in
Arabic numerals, and the period, in bold.

Figures should be self-explanatory, without the necessity to return to the text to
understand them.

Legends (key to the adopted conventions) must be included in the figure, in the title, or
between the figure and the title.

On the graphs, the indications of the axes X and Y must have initials in uppercase, and
must be followed by the units in brackets.

After the figure title, non-original figures must include the source from which they were
taken; sources must be in the references.

Copyright to the author of photographs is mandatory, as well as the copyright to the
authors of drawings and graphs, which have required creative action in their
construction.

To standardize units, font (Times New Roman) and size of letters in all figures.

Dots of curves must be represented by contrasting markers, such as: circles, squares,
triangles or diamonds (full or empty).

Numbers that stand for the measures and respective signs must be out of the quadrant.
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Curves must be identified in the figure, avoiding excess information that interferes with
the understanding of the graphs.

Figures can not present data included in tables.

They must be organized in such a way as to present the necessary quality for good
reproduction and measure 8.5 or 17.5 cm width.

The figures must be saved in Word, Excel, or Corel Draw, in order to make editing and
corrections possible.

Use borders with, at least, 34 width.

In the case of a graph of bars and columns, use a scale of proportional gray (e.g.: 0%,
25%, 50%, 75% and 100% for five variables).

Do not use bold in figures.

Photographs must have a resolution of, at least, 300 dpi and be saved in TIF files,
separated from text files.

Avoid using colours in the figures; photographs, however, may be coloured.

Scientific Notes

Scientific notes are brief communications, which justify immediate publication, due to the
fact that the finding is original and important, but the content is still not enough to
constitute a complete scientific article.

Presentation of Scientific Notes

The organization of a scientific note must be the following: Title, authorship (with
respective indication to authors' address), Abstract, Index terms, the text itself (including
introduction, materials and methods, results and discussion, as well as conclusion,
without division), references, tables and figures.

The guidelines to the presentation of a scientific note are the same as for a scientific
article, except in the following items:

The abstract must not exceed 100 words.

The note must not be longer than eight pages, including tables and figures.
It may have up to 15 references.

It may have, at most, two illustrations (tables and figures).

Further information
There are no charges for publication.

Manuscripts accepted for publication are double reviewed by experts.

The editor and the referees have the right to request changes in the articles and to
decide about their publication.

Opinions and concepts developed in the manuscript are of the authors' exclusive
responsibility.

The accepted articles cannot be reproduced, even partially, without the expressed
consent of the editor of PAB.

Contacts can be made by phone: 55 61 3448-2461; and e-mail: sct.pab@embrapa.br

Embrapa - Secretaria de Pesquisa e Desenvolvimento
Pesquisa Agropecuaria Brasileira - PAB

Caixa Postal 040315

CEP 70770-901 Brasilia, DF, Brazil
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