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RESUMO

O Estado do Acre € um importante celeiro da diversidade de feijdo-cupi, Vigna unguiculata
(L.) Walp., sendo os pequenos agricultores os principais responsaveis pela manutencéo e
conservacdo desta cultura. Embora seja de grande importancia para o melhoramento, a
diversidade genética do feijdo-caupi ainda ndo foi devidamente determinada e explorada. Os
marcadores moleculares sdo ferramentas eficientes para estimar com confiabilidade as
diferencas entre gendtipos de uma mesma espécie. O objetivo desse estudo, foi determinar por
meio de marcadores microssatélites a variabilidade genética de variedades tradicionais de
feijdo-caupi cultivadas no Acre. Foram coletadas sementes de 53 genOtipos nas principais
regides produtoras desta cultura. Os genotipos coletados foram semeados e cultivados em vasos
até a producdo de folhas totalmente expandidas para extracdo de DNA. Foram utilizados cinco
locos microssatélites. Os dados de presenca e auséncia das bandas de cada marcador foram
utilizados para calcular o indice de jaccard. Foram realizadas analises multivariadas para
verificar o agrupamento dos genétipos pelos métodos UPGMA, Otimizacao de Tocher, Tocher
modificado e coordenadas principais. As distancias genéticas variaram 0,00 a 0,81. Verificou-
se alta variabilidade entre os 53 genotipos, os quais foram separados em 44 grupos distintos.
Um par de genotipo foi identificado como duplicata. A variabilidade entre os gendtipos de
feijdo-caupi é alta. Os gendtipos divergentes identificados nesse estudo podem ser indicados
para compor programas de melhoramento genético do feijdo-caupi.

Palavras-chave: Vigna unguiculata. Microssatélites. Genotipos. Analise de agrupamento.
Polimorfismo. Recursos genéticos.



ABSTRACT

The State of Acre is an important source of diversity of cupi bean, Vigna unguiculata (L.)
Walp., with small farmers being the main responsible for the maintenance and conservation of
this crop. Although it is of great importance for improvement, the genetic diversity of cowpea
has not yet been properly determined and explored. Molecular markers are efficient tools to
reliably estimate the differences between genotypes of the same species. The objective of this
study was to determine, through microsatellite markers, the genetic variability of traditional
varieties of cowpea cultivated in Acre. Seeds of 53 genotypes were collected in the main
producing regions of this culture. The collected genotypes were seeded and cultivated in pots
until the production of fully expanded leaves for DNA extraction. Five microsatellite loci were
used. The data on the presence and absence of the bands of each marker were used to calculate
the jaccard index. Multivariate analyzes were performed to verify the grouping of genotypes by
the UPGMA, Tocher Optimization, modified Tocher and principal coordinates methods.
Genetic distances ranged from 0.00 to 0.81. There was high variability among the 53 genotypes,
which were separated into 44 distinct groups. One genotype pair was identified as a duplicate.
The variability among cowpea genotypes is high. The divergent genotypes identified in this
study can be indicated to compose cowpea genetic improvement programs.

Keywords: Vigna unguiculata. Microsatellites. genotypes. Cluster analysis. Polymorphism.
Genetic resources.
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1 INTRODUCAO

Dentre as angiospermas dicotiledoneas tem-se o feijdo-caupi, Vigna unguiculata (L.)
Walp., leguminosa de grande importancia entre as espécies cultivadas, que além de contribuir
com a alimentacdo humana auxilia na fertilidade do solo por meio da fixacdo bioldgica de
nitrogénio (MUSVOSVI, 2009). As variedades desta cultura possuem plasticidade fenotipica e
alta variabilidade genética, o que lhes conferem alta capacidade adaptativa a diferentes
condicGes edafocliméaticas (BARROS et al., 2011).

A producdo nacional de feijdo-caupi na safra 2020/2021 foi estimada em 712,6 mil
toneladas. As regides Nordeste (1,3 milhdo de hectares) e Norte (321,14 mil hectares) sdo as
gue concentram maior area plantada (CONAB, 2021). Portanto, o feijao-caupi se destaca
socioeconomicamente no cendrio agricola da Amazonia brasileira, pois seu cultivo é praticado
por pequenos e médios produtores, os quais desempenham a agricultura extensiva e de
subsisténcia (CORREA et al., 2015).

O modelo agricola supramencionado contribui com a conservacdo de gendtipos pouco
estudados, que poderiam ser utilizados em programas de melhoramento genético para selecdo
ou melhoramento de caracteristicas especificas, como qualidade de grdos e resisténcia a
estresses bidticos e abidticos (DIAS et al., 2015). Um dos pré-requisitos necessarios em
programas de melhoramento é o conhecimento da diversidade genética disponivel, o que
permite avaliar os genitores quanto a semelhanca ou divergéncia entre eles. Isso contribui para
determinar as combinacdes hibridas com maior efeito heterdtico e alta heterozigosidade e,
consequentemente, maior potencial para gerar populagdes segregantes promissoras para
obtencdo de cultivares superiores (CRUZ et al., 2011). Esse conhecimento pode ser obtido
aplicando métodos de agrupamento como Tocher e UPGMA, baseados em medidas de
dissimilaridade ou similaridade (CRUZ et al., 2011).

A variabilidade genética entre gendtipos de feijao-caupi ja foi relatada anteriormente
com base em caracteres morfolégicos e agrondmicos (SANTOS et al., 2014; SOUSA et al.,
2017; GERRANO et al., 2015). O Estado do Acre é um dos celeiros da variabilidade genética
desta cultura (MIQUELONI et al., 2018). Contudo, apenas trabalhos de caracterizacdo
morfoagrondmica foram realizados (NASCIMENTO et al., 2022).

Geralmente, a selecdo de gendtipos é realizada com base em informacges fenotipicas e
agrondmica dos individuos, as quais sdo fortemente influenciados pelas interagdes ambientais.
Neste sentido, o processo de caracterizagdo e estudo da diversidade utilizando marcadores

moleculares assume um papel importante por detectar a presenga de polimorfismo genético
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diretamente no DNA sem alteragdes de fatores ambientais (CRUZ et al., 2004; TOPPA;
JADOSKI JUNIOR, 2013).

As variedades locais de feijdo-caupi do Estado Acre ainda sdo desconhecidas quanto ao
perfil genético molecular. O estudo do polimorfismo molecular fornecera informacdes valiosas,
como a identificacéo de alelos de interesse agrondmico que poder&o ser usados nos programas
de melhoramento genético desta cultura. Uma das ferramentas capaz de auxiliar nessa
problematica sdo os marcadores microssatélites ou repeticdes de sequéncia simples (SSRs -
Simple Sequence Repeats). Esses marcadores sdo ferramentas importantes na caracterizacdo de
genotipos e estudos da diversidade genética em diferentes espécies, tais como Phaseolus
vulgaris (FISSEHA et al., 2016), Arachis hypogaea (DAUDI et al., 2021) e Arachis pintoi
(AZEVEDO et al., 2016).

Diante do exposto, este estudo teve como objetivo geral determinar a diversidade
genética de variedades tradicionais de feijdo-caupi do Acre baseado em marcadores
microssatélites. Os objetivos especificos foram: (i) verificar a variabilidade entre genétipos de
feijao-caupi; (i) identificar as distancias genéticas por meio de analises de agrupamento; (iii)

indicar genotipos de feijdo-caupi para cruzamentos divergentes e complementares.
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2 REVISAO DA LITERATURA

Em 2016 foi decretado o ano internacional das leguminosas com a finalidade de mostrar
0 poder da proteina e os beneficios a satde dos legumes secos, além de contribuir para eliminar
a fome e a inseguranca alimentar, principalmente, em paises e regides menos desenvolvidas
(FAO, 2016). Dentre as leguminosas alimenticias, o feijao- tem grande importancia mundial
por ser uma fonte proteica utilizada principalmente na dieta da populagédo de baixa renda
(ALMEIDA et al., 2010).

2.1 ASPECTOS TAXONOMICOS E BOTANICOS DE Vigna unguiculata

A espécie V. unguiculata pertence a divisdo Magnoliophyta, classe Magnoliopsida,
ordem Fabales, familia leguminosae, tribo Phaseoleae e género Vigna. O género Vigna possuli
pelo menos 90 espécies (BADIANE et al.,2014; IGWE et al.,2017). Apenas sete espécies sdo
cultivadas, com destaque para o feijao-mungo-verde (Vigna radiata (L.) R. Wilczek, feijao-
adzuki (Vigna angularis (Willd.) Ohwi & H. Ohashi), feijdo-arroz (Vigna umbellata (Thunb.)
Ohwi & H. Ohashi) e feijdo-caupi (V. unguiculta (L.) Walp.) (VIEIRA et al., 1992; FREIRE
FILHO et al., 2005).

A espécie V. unguiculata L. é uma planta herbacea, dicotiledénea e autdgama, que foi
descrita inicialmente por Linnaeus como Dolichos unguiculatus L., em seguida foi classificada
por Walpers como V. unguiculata (L.) Walp. (PASQUET, 1996). E uma espécie diploide cujo
ndmero cromossémico mais comum é 2n = 22 e raramente 2n = 20 ou 18 (MERCADO-
RUARO; DELGADO-SALINAS, 1998; BEYRA; ARTILES, 2004; SNAK et al., 2011).

O feijao-caupi produz frutos do tipo legume e, dependendo da variedade, pode
apresentar variacdo na altura da planta. Suas raizes podem atingir até dois metros de
profundidade no solo, o que auxilia a planta a resistir a seca, e possui propriedades proteicas,
minerais e fibras (SOUSA, 2013).

Seu aspecto botanico é caracterizado por um sistema radicular ramificado, com raiz
principal, secundaria e terciaria, profundidade de 20 a 40 cm sendo sensivel a deficiéncia
hidrica, possui caule herbaceo com eixo principal formado por nos e entrenos (1° nd constitui
o0s cotilédones, 2° nd corresponde a insercao das folhas primarias e 3° no a insercéo das folhas
trifolioladas), sendo que essas caracteristicas determinam seu habito de crescimento

(determinado ou indeterminado). O primeiro par de folhas é simples e oposta; as folhas
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secundarias séo trifolioladas e opostas de forma triangular a lanceolada, sua inflorescéncia com
flores agrupadas em duas ou mais podem ser brancas, réseas ou rochas, a partir do eixo central,
constitui de um racemo (pedicelo da flor se insere em diversos niveis no eixo comum)
modificado, com seis a oito pares de gemas florais; pode ser simples, com apenas uma
inflorescéncia, ou composta, com mais de uma inflorescéncia. Suas flores sdo perfeitas (pistilo
e estame na mesma flor), zigomorfas (simetria bilateral) e geralmente sdo distribuidas aos pares
no racemo e nas extremidades do peddnculo, regido que antecede a flor ou o fruto o que se
desenvolver a partir da axila da folha. Apresenta célice do tipo pentdmero (cinco sépalas),
persistente e gamossépalo (sépalas unidas ou soldadas entre si), apresentado coloracdo que pode
ir do verde ao roxo. Sua corola assim como célice € pentdmera e dialipétala (pétalas livres entre
si), sendo a maior pétala o estandarte, que é a Unica pétala que se abre completamente na antese.
O estandarte fica localizado na regido posterior da flor enquanto as demais quatro pétalas
continuam na mesma posi¢do que ocupavam na gema. Suas flores abrem-se nas primeiras horas
do dia (cerca de 5h00) e fechando-se por volta do meio-dia, dificultando a polinizacéo pelos
insetos (ARAUJO et al., 1984; BEYRA; ARTILES, 2004; SNAK et al., 2011; SUSO et al.,
2015).

2.2 ORIGEM E CENTRO DE DIVERSIDADE

A espécie V. unguiculata tem sua ocorréncia nas regifes tropicais e subtropicais do
mundo com uma vasta distribuicdo mundial, sendo que a Africa apresenta a maioria das
espécies, 66 das mesmas consideradas endémicas. Podendo-se presumir que o género Vigna
obteve sua evolucdo vinculada a esse continente (SANTANA et al., 2017).

Acredita-se que a entrada do feijao-caupi no Brasil ocorreu pela América latina no
século X VI, provavelmente pelos primeiros colonizadores portugueses e espanhois (FREIRE
FILHO et al., 2011). Acompanhando o processo de colonizagéo, essa leguminosa foi difundida
para todo territorio brasileiro (FREIRE FILHO et al., 2011; BEZERRA; SAUNDERS, 1992),
mas se destacou na regido Norte e Nordeste do pais (FREIRE FILHO et al., 2005). Por esse
motivo, seu nome varia de acordo com a regido: feijado-de-corda, feijao macassar e feijado-de-
moite (Regido Nordeste); feijdo-de-praia (Regido Norte) e feijdo miado (Regido Sul) (FREIRE
FILHO et al., 2011). Seu cultivo ocorre em diferentes condi¢es edafoclimaticas durante todo

0 ano, o0 que permite o estabelecimento de mais de uma safra (SALVADOR, 2014).
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2.3 IMPORTANCIA ECONOMICA

O cultivo do feijdo tem uma grande importancia no cenario socioeconémico do Brasil.
Estd presente na dieta dos brasileiros, que possui indispensavel papel nutricional,
principalmente por possuir elevados teores de proteinas, ferro, célcio, magnésio, zinco,
vitaminas, carboidratos e fibras. (LOPES, 2010; CABRAL et al., 2011). No Brasil, a espécie
mais importante em termos econémicos é o feijao-comum e o preto, seguido pelo feijdo-caupi
e o feijdo-fava (GUIMARAES et al., 2007; FREIRE FILHO et al., 2011).

Estas leguminosas sdo produzidas em quase todos os estados brasileiros, sob diferentes
condicdes climaticas e do solo, épocas de semeadura (chuvosa, seca e inverno) e sistemas de
cultivo, desde agricultura de subsisténcia, com baixo uso de tecnologia, até agricultura de alta
tecnologia e por isso, o Brasil esta entre os maiores produtores mundiais do grdo (PEREIRA et
al., 2017).

A producdo nacional na safra 2020/2021 foi estimada em 712,6 mil toneladas, com area
plantada de 1.307,800 ha*. A produc&o de feijdo-caupi concentra-se nas regides Nordeste (1,3
milhdo de hectares) e Norte (321,14 mil hectares) do pais, no entanto, a cultura esta
conquistando espaco na regido Centro-Oeste, em razéo do desenvolvimento de cultivares com
caracteristicas que favorecem o cultivo mecanizado. Os dados da Companhia Nacional de
Abastecimento apontam crescimento expressivo em area plantada de feijdo-caupi na safra
2020/2021, em torno de 73,7%, na primeira safra e de 74% na safrinha (CONAB, 2021). No
Estado do Acre, a producéo total de feijdo na safra 2021 foi de 2,91 mil toneladas, colhidos de
5,22 mil hectares de area plantada (IBGE, 2021).

A expectativa é que para 2027/2028 a producdo passe para 3.342,000 milhdes de
toneladas, que a area plantada seja de 3,09 milhdes de hectares e que o0 consumo médio seja de
15,8 kg/habitante/ano, considerando as projecGes da Federacdo das Industrias do Estado de Sdo
Paulo (2020).

Estima-se que 70% do feijdo produzido no territério brasileiro seja do feijdo-comum
(Phaseolus vulgaris) e 30% do feijdo-caupi. E evidente que o feijio comum predomina nas
regides Sudeste, Sul e Centro Oeste, possivelmente em razéo de fatores climaticos e o feijdo-
caupi predomina no Nordeste e Norte, mas tem se expandido para o Centro-Oeste (FREIRE
FILHO et al., 2011). O cultivo de feijdo-fava ainda tem pouca relevancia, provavelmente pela
tradicdo do consumo do feijdo comum, apesar disso é uma espécie com adaptacdo mais ampla
que o feijéo tradicional (GUIMARAES et al., 2007).
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2.4 VARIEDADES TRADICIONAIS

As variedades tradicionais, locais ou crioulas sdo gendétipos que ndo passaram por
melhoramento convencional (FONSECA et al., 2015), mas que foram selecionadas ao longo de
milhares de anos, por meio do processo de selecdo de plantas, feito pelos agricultores, seus
vizinhos, parentes e amigos, passadas de geracdo em geracdo (FISCHER et al., 2016). Esse tipo
de recurso genético é considerado de grande importancia para atender as necessidades dos
pequenos agricultores, ja que se trata variedades adaptadas ao meio em que sdo cultivadas (DA
CUNHA, 2013).

A diversidade tem permitido aos agricultores ndo so superar as adversidades, como
também explorar e aproveitar de forma mais segura o potencial do seu ambiente (ALMEIDA,;
CORDEIRO, 2002). Sendo assim, a adaptacdo a sistemas produtivos com pouca utilizacdo de
insumos externos também tem contribuido para o destaque alcancado nos Gltimos anos pelas
variedades tradicionais, principalmente porque essas podem ser mais facilmente adaptadas a
sistemas agroecoldgicos, que tém se tornado o objetivo de muitos agricultores (DA CUNHA,
2013).

A variabilidade genética presente nas cultivares que estdo sob cuidados dos agricultores
ndo s6 pode como deve ser utilizada pelos programas de melhoramento, tendo em vista que s6
se conservam aqguelas linhagens gue expressam alguma vantagem adaptativa. Desse modo, as
leguminosas que séo cultivadas pelos agricultores e que ja passaram por diversas adaptacoes,
estdo aptas a serem utilizadas pelos programas de melhoramento, sendo necessario conhecer
essa diversidade genética existente (BONETT et al., 2008; RAMALHO; ABREU, 2015).

O conhecimento da diversidade genética dessas variedades tradicionais € fundamental
para 0s programas de melhoramento de feijdo visando desenvolver e selecionar novas
caracteristicas e entdo, novas cultivares com alto potencial produtivo e demais caracteristicas
desejadas (BONETT et al., 2008).

2.5 MARCADORES MOLECULARES

Os estudos de diversidade genética de populagdes de plantas foram inicialmente
desenvolvidos por meio de caracteres fenotipicos. Atualmente este método ainda é utilizado
devido ao baixo custo e facil manuseio da técnica. No entanto, essas informagdes apresentam
limitacOes devido a exposicdo do fendtipo ao ambiente (OLIVEIRA, et al., 2007). Portanto, é

fundamental que a caracterizacdo seja complementada com o auxilio de marcadores
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moleculares, 0s quais sdo capazes de detectar o polimorfismo genético a nivel de DNA sem
serem afetados pelo ambiente (FRANCO et al., 2001).

Os marcadores moleculares séo ferramentas utilizadas com a finalidade de detectar
variacdes no genoma, auxiliando na analise genética e permitindo indiretamente a selecdo de
caracteres desejaveis em programas de melhoramento de plantas (BOREM; CAIXETA, 2009).
Um marcador molecular pode ser denominado de marcador genético, quando seu
comportamento estd de acordo com as leis basicas da heranca mendeliana (FERREIRA;
GRATTAPAGLIA, 1998).

Hé diversos marcadores moleculares acessiveis para 0 uso em estudos de diversidade.
Eles se diferenciam pelas formas de tecnologias utilizadas, pela capacidade de detectar
diferencas entre individuos e pelo custo e facilidade de manuseio da técnica (BOREM;
CAIXETA, 2006). Segundo Ferreira e Grattapaglia (1998), as metodologias utilizadas para
identificar os tipos de marcadores moleculares dividem-se em dois grupos: hibridizacéo ou
amplificagdo de DNA.

Os marcadores RFLP - Restriction Fragment Lenght Polymorphism (BOTSTEIN et al.,
1980) e os minissatélites ou locos VNTR - Variable Number of Tandem Repeats, (JEFFREYS
et al., 1985) sdo os mais conhecidos dentre os marcadores identificados por hibridizagdo. Com
0 advento da metodologia de amplificacdo via reacdo em cadeia da polimerase (PCR) foram
desenvolvidos diversos marcadores moleculares: AFLP - Amplified Fragment Length
Polymorphisms (VOS et al., 1995), RAPD - Random Amplified Polymorphic DNA
(WILLIAMS et al., 1990), SSR - Simple Sequence Repeats (LITT E LUTTY, 1989), ISSR -
Inter Simple Sequence Repeat (ZIETKIEWICZ et al.,, 1994), SNP - Single Nucleotide
Polymorphism (RAFALSKI, 2002). Esses marcadores abriram indmeras possibilidades de
deteccdo e avaliacdo de polimorfismo encontrado diretamente na molécula de DNA.

No melhoramento de plantas a utilizacdo desses marcadores é bastante ampla,
destacando-se: a identificacdo e discriminacdo de gendtipos; caracterizacdo da variabilidade
genética; identificacdo de origem parental e teste de paternidade; identificacdo e protecédo de
cultivares; certificacdo de pureza genética; caracterizacdo de germoplasma; estudos de
diversidade e distancia genética e; identificacdo e selecdo para locos de caracteres quantitativos
(QTLs) (BOREM; CAIXETA, 2009).

Dentre a alta gama de marcadores moleculares citados acima 0s SSR ou microssatélites,
tem sido amplamente utilizado pelo seu elevado contetdo informativo e robustez analitica
(GRATTAPAGLIA, 2007). Sdo abundantes e distribuidos por todo o genoma, apresentam

polimorfismo do tipo codominante, possuem natureza multialélica, necessitam de pequenas
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quantidades de DNA nas reacGes de PCR e, sdo altamente transferiveis entre espécies de um
mesmo género (GRATTAPAGLIA, 2001).

Muitos geneticistas e melhoristas de plantas tém realizado estudos genéticos com SSRs
para fazer inferéncias sobre genealogia, evolucao e identidade de varios caracteres em bancos
de germoplasma (McCOUCH et al., 2001). Esses marcadores tém provado ser especialmente
eficientes na avaliacdo da diversidade em pools génicos, nos quais outras classes de marcadores
moleculares, tais como AFLP, RFLP, RAPD néo sdo aptos para detectar variacbes entre
individuos (POWELL et al., 1996).

Os microssatélites sdo encontrados no DNA em regides constituidas por sequéncias
curtas, contendo de um a seis nucleotideos por motivo repetidos em tandem, a saber:
mononucleotideo, dinucleotideo, trinucleotideo, tetranucleotideo, pentanucleotideo e
hexanucleotideo (TOTH et al., 2000).

Os elevados niveis de polimorfismo encontrados nos microssatélites sdo decorrentes das
altas taxas de mutacdo presente nesses locos. Diferentes hipoteses tém sido levantadas para
explicar os mecanismos que levam as altas taxas de mutacdo que variam de loco para loco,
sendo transferida de uma geracdo para outra a uma taxa de variacdo de 10-2 a 10-6 nucleotideo
por loco (SCHLOTTERER, 2000). Takezaki (2010) atribui os erros que acontecem nos
processos de recombinacgéo, crossing-over desigual e no processo de slippage (deslizamento)
da polimerase na replicacdo ou reparo do DNA como 0s principais eventos mutacionais que
conferem polimorfismos nos microssatélites. Oliveira et al. (2006) fornece uma ampla

abordagem sobre este assunto.

2.6 ESTUDOS MOLECULARES em Vigna unguiculata

Diversos marcadores tem contribuido para a caracterizacdo de germoplasma, em
programas de melhoramento genético, bem como no entendimento das relagdes filogenéticas
de V. unguiculata (SPIAGGIA et al., 2009; SAWADOGO et al., 2010; VIJAYKUMAR et al.,
2010).

Vérias espécies do género Vigna tiveram a caracterizacdo da diversidades genetica
estima por marcadores SSRs, cintando-se a V. unguiculata (BADIANE et al., 2012), V. radiata
(SANGIRI et al., 2007; GWAG et al., 2010), V. angularis (XU et al., 2008), V. subterranea
(SOMTA et al., 2011) e V. mungo (BINYAMIM et al., 2011).
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Em V. unguiculata, Li et al. (2001) detectaram marcadores do tipo microssatélite
utilizando 44 pares de primers desenvolvidos a partir de bibliotecas enriquecidas. No estudo,
0s autores detectaram uma baixa variabilidade genética nas 90 linhagens analisados.

A partir de base de dados de dominio publico, Gupta e Gopalakrishna (2010)
desenvolveram marcadores SSR baseados em unigene de feijdo-caupi. Os autores verificaram
em 20 acessos um valor medio de PIC (conteudo de informacgdo polimorfica, do inglés
Polymorphism Information Content) de 0,53, sendo considerado informativo.

Xu et al. (2010) desenvolveram 600 marcadores genémicos derivados de sequéncias
depositadas no Cowpea Gene Space. Sequence, GSS — Knowledge Base e 410 derivados de
sequéncias EST. Tais autores analisaram a transferibilidade para a subespécie V. unguiculata
sesquipedalis e a separacdo genética entre as duas subespécies. Marcadores foram mapeados
em V. unguiculata ssp. sesquipedalis e podem ser utilizados em estudos comparativos com
outras espécies do género Vigna (XU et al., 2011).

Diversidade genética e relacGes filogenéticas entre 252 acessos de feijdo-caupi,
coletados nas seis regifes geograficas do Suddo foram avaliados usando marcadores
moleculares SSR. Os 18 marcadores utilizados separam 0s acessos em trés grupos e
identificaram diversidade genética média de 0,60 (ALl et al., 2015).

Outro estudo relacionado a diversidade genética do feijdo-caupi foi conduzido por
Wamalwa et al. (2016) em acessos do banco de germoplasma do Quénia. Os dois marcadores
utilizados foram capazes de detectar alta divergéncia entre os acessos da Etiopia e da Australia
e 0s do oeste do Quénia.

Chen et al. (2017a) desenvolveram, em feijdo-caupi, um total de 200 marcadores SSRs
génicos e 100 gendmicos a partir de sequéncias de unigenes e gendmicas, respectivamente.
Dentre eles, 27 marcadores génicos e 27 gendémicos SSR foram polimorficos e foram utilizados
para avaliacdo da diversidade genética e estrutura populacional em 105 acessos selecionados.
Tais marcadores foram destacados como recursos valiosos para a avaliacdo da diversidade
genética, estrutura populacional, avaliacdo de acessos de germoplasma, construcdo de mapas
genéticos, identificacdo de genes de interesse e aplicacdo de selecdo assistida por marcadores
em programas no melhoramento de feijao-caupi.

Uma et al. (2016) utilizaram 92 marcadores microssatélites para marcar genes que
controlam a ferrugem em feijdo-caupi, afim acelerar a selecdo de gendtipos tolerantes a essa
doenca. Um geno6tipo de alta produtividade, mas sensivel a ferrugem (C-152) foi cruzados com
um genotipo menos produtivo e resistente a ferrugem (1C202778). Os resultados dos

segregantes F2 mostraram que trés marcadores foram associados a resisténcia a ferrugem.
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Marcadores SSRs também foram associados mancha foliar de Cercospora em populagdes
segregantes F2 de feijdo-caupi (OMOIGUI et al., 2019).

Um estudo relacionado a transcriptoma foi realizado por Chen et al. (2017b). De um
conjunto aleatério de 500 marcadores, os autores validaram 54 marcadores EST-SSR
polimdrficos entre 32 acessos de feijao-caupi. O estudo de transcritos tem revelado muitas
informacdes de associacdo genica com atributos de interesse, como toleréncia ao sal (PAN et
al., 2019; ZHANG et al., 2021) e tolerancia ao frio (TAN et al., 2016).

Essas pesquisas evidenciaram 0s recentes avancos dos estudos moleculares em V.
unguiculata. No entanto, a caracterizacdo da diversidade genética ainda é necesséria para
ampliar o conhecimento, bem como para auxiliar nos avancos do programa de melhoramento
de feijao-caupi. Essa necessidade é ainda mais eminente nas variedades tradicionais do Estado

do Acre, cujo perfil genético molecular ainda permanece totalmente desconhecido.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 MATERIAL VEGETAL

O trabalho foi conduzido na Universidade Federal do Acre e no Laboratorio de
Genética Molecular de Microrganismos. Utilizou-se 53 amostras (acessos) de feijao-caupi,
provenientes de coletas em agricultores familiares e mercados publicos em municipios do
estado do Acre. As sementes coletadas foram armazenadas em sacos de papel e plastico e
garrafas tipo pet, devidamente identificadas. Em seguida armazenadas em camaras frias tipo

B.0.D. a 12 °C graus centigrados. A solicitacdo para visitas e coletas a produtores foi registrada

no Sishio (n.34945-1). As informacdes dos gendtipos estdo descritas na Tabela 1.

Tabela 1 - Nomes e origens dos geno6tipos de feijdo-caupi.

Identificacdo

Genotipos

Locais de coleta

1 Manteguinha Vermelho Tarauaca
1.1 Manteguinha Vermelho Cruzeiro do Sul

2 Quarentdo Marechal Thaumartugo
2.1 Quarentao Praia da Amizade
2.2 Quarentao Sena Madureira/ Mercado
2.3 Quarentao Experimento 1 (UFAC)
2.4 Quarentao Experimento 2 (UFAC)

3 Manteguinha Roxo Experimento (UFAC)
3.1 Manteguinha Roxo Cruzeiro do Sul 1
3.2 Manteguinha Roxo Cruzeiro do Sul 2

4 Leite Maéncio Lima
4.1 Leite Sem Identificacao

5 Roxinho Sem Identificacdo
5.1 Roxinho MLB Sem Identificacao
52 Roxinho de praia Experimento (UFAC)

6 Manteguinha CVT
6.1 Manteguinha Cruzeiro do Sul/ Praia Grande
6.2 Manteguinha Sem Identificacdo
6.3 Manteguinha Sem Identificagéo

7 Branco Maloca
7.1 Branco Sem Identificacdo

8 Costela de Vaca CVT
8.1 Costela de Vaca Sem Identificacdo

9 Mudubim de Rama Mancio Lima
9.1 Mudubim de Rama Cruzeiro do Sul
9.2 Mudubim de Rama Sem Identificagdo
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Identificacdo

Gendtipos

Origem

9.3
9.4
9.5
10
10.1
10.2
10.3
11
111
11.2
11.3
12
121
13
131
14
141
14.2
15
15.1
16
16.1
16.2
16.3
17
17.1
17.2

Mudubim de Rama
Mudubim de Rama
Mudubim de Rama
Ceara Caupi
Ceara Caupi
Ceara Caupi
Ceara Caupi
Manteigéo
Manteigao
Manteigao
Manteigao
Arigo
Arigo
Branco de Praia
Branco de Praia
Corujinha
Corujinha
Corujinha
Caupi Preto
Caupi Preto
Baiano
Baiano
Baiano
Baiano
Manteguinha Liso
Manteguinha Liso
Manteguinha Liso

Sena Madureira
Cruzeiro do Sul
Experimento (UFAC)
Sena Madureira (Mercado)
Sena Madureira (Rio caeté)
Sem Identificacdo
IFAC (CVT)

IFAC (CVT)

Sem Identificacdo 1
Sem ldentificagéo 2
Sem identificacdo 3
Sena Madureira
Mancio Lima
Sem ldentificagdo 1
Sem ldentificacéo 2
Cruzeiro do Sul
Bujari
Experimento
Sena Madureira
Sem Identificacdo
Sena Madureira (Mercado)
Sena Madureira
Sem ldentificacdo
Experimento
Sem ldentificacdo
Experimento 1 (UFAC)
Experimento 2 (UFAC)

Em casa de vegetacdo, localizada na Universidade Federal do Acre, 0s gendtipos

coletados foram semeados em vasos com capacidade para 7 L, os quais estavam preenchidos

com terra vegetal. As plantas foram cultivadas por 21 dias, periodo necessario para o

desenvolvimento das folhas primarias e das primeiras folhas trifoliadas. A irrigacdo foi feita

diariamente, sempre no periodo da manhd e a limpeza de plantas invasoras foi feita

manualmente.

3.2 EXTRACAO DE DNA

Para a extragdo do DNA foram coletadas folhas jovens de plantas com 21 dias apés a

semeadura, as quais foram acondicionadas em envelopes de aluminio e armazenadas em freezer

a-20 °C.
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A extracdo de DNA gendmico das folhas foi feita conforme descrito em Ferreira e
Grattapaglia (1998), com modificagfes. Foram utilizados 30 mg de fragmento foliar de cada
gendtipo. Os fragmentos foliares foram macerados em cadinho com nitrogénio liquido e
transferidos para tubos de polipropileno de 1,5 mL. Foram adicionados 700 puL de tampéo de
extracdo (2% CTAB, 1,4 M NaCl, 0,2% 2- mercapetanol, 20mM EDTA, 100 mM Tris-HCI,
1% PVP-40), homogeneizados e colocados em banho-maria a 65° C por trinta minutos, com
agitacdes suaves a cada dez minutos. ApoOs a incubacdo, foram adicionados 600 pL de
cloroférmio-alcool isoamilico (24:1) e homogeneizados. Os materiais foram centrifugados
(13.000 rpm) durante 15 minutos para que a fase aquosa fosse transferida para um novo tubo,
onde foram adicionados 400 pL de isopropanol gelado, reservar por 3 min em freezer, e
centrifugar a (13.000 rpm) por 10 a 15 minutos, para formar o pellet (massa densa precipitada
no fundo do microtubo) e retirar o maximo de isopropanol. O precipitado foi lavado duas vezes
com etanol 70%, adicionando-se 300 puL do &lcool, agitando cada tubo suavemente até o
precipitado soltar-se do tubo para que pudesse ser lavado e centrifugado novamente. Em
seguida foi realizado outra lavagem com etanol absoluto frio 300 uL e centrifugado a 13 rpm
por 2 minutos. Os tubos foram deixados abertos, a temperatura ambiente, para secar e logo apos
foram ressuspensos em 40 pL TE (10 mM Tris-HCI, 1 mM EDTA e 10 ug/mL de RNAse).

3.3 QUANTIFICACAO E AVALIACAO DA QUALIDADE DO DNA EXTRAIDO

O DNA extraido dos diferentes acessos foi quantificado e a qualidade avaliada em gel
de agarose 0,8%. Foram utilizados 2 pL da solugéo estoque de cada DNA, juntamente com 4
puL de agua bidestilada autoclavada e 1 pL de corante de carregamento. A intensidade das
bandas foi comparada a de padrées com peso molecular e concentracdo conhecida de DNA do
fago A (10, 20, 50 ng). O gel foi submetido a uma voltagem de 80 V (3 V/cm) por meia hora. O
gel foi analisado em luz ultravioleta e fotografado.

Para a utilizacdo nas reacGes de PCR, os DNA extraidos de cada amostra foram diluidos
em uma propor¢do de uma parte de DNA (solucdo estoque) para 4 partes de agua bidestilada
autoclavada, formando a solucéo de trabalho (aproximadamente 25 ng.uL™). As solugBes de

trabalho foram armazenadas em geladeira.

5.4 ANALISES DOS LOCOS MICROSSATELITES
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Inicialmente, foram testados 6 iniciadores de 44 bases de comprimento com o DNA de
trés acessos, sendo 5 destes selecionados, por terem apresentado amplificagdo nos testes. Os

iniciadores utilizados e as sequéncias de bases estdo listados na Tabela 2.

TABELA 2 - Descricdo dos marcadores SSRs utilizados, incluindo sequéncia dos primers e
temperatura de anelamento (Ta°).

Nome Sequéncia do primer (5’ - 3”) Ta° Fonte

F:GGGAGTGCTCCGGAAAGT
SSR-6217 55°C  Assare et al. (2010)
R:TTCCCTATGAACTGGGAGATCTAT

F.:CAGAAGCGGTGAAAATTGAAC
SSR-6265 55°C  Assare et al. (2010)
G:CAGAAGCGGTGAAAATTGAAC

F:CTATTGGAATCTTGCCGTTG
SSR-6613 55 °C Timko (2013)
G:CTTTACCTTTATGCAAACCAATTC

F:TCCCACTCACTAAAATAACCAACC
VM 10 55°C  Gioi etal. (2012)
G:GGATGCTGGCGGCGGAAGG

F-ACTTTCTGTTTTACTCGACAACTC
VM 36 55°C Gioi et al. (2012)
G.GTCGCTGGGGGTGGCTTATT

Para as reacOes de amplificacdo dos fragmentos de DNA foram utilizados 20 ng de DNA
gendmico; tampdo 1x; 0,25 mM de dNTP’s cada; 0,25 mg/mL de BSA (Albumina Sérica
Bovina); 2,0 mM MgCl2; 0,8 uM de cada iniciador e 1 U de Taq Polymerase.

As amplificacbes foram realizadas em termociclador. As etapas de amplificacdo
consistiram em: desnaturacado inicial do DNA a 95 °C por 5 minutos, seguida de 30 ciclos de
desnaturacdo, anelamento e extensdo a 95 °C por 60 segundos, 55 °C por 60 segundos e 72 °C
por 60 segundos, respectivamente, e uma fase final de extensdo de 72 °C por 10 minutos. Os
produtos das amplificagdes foram visualizados em gel de agarose (3%), comparados a um

marcador de peso molecular padréo 1 Kb plus.

5.5 ANALISES ESTATISTICAS

Gerou-se uma matriz de presenca e auséncia para cada marcador, sendo O e 1 auséncia
e presenca de alelo, respectivamente. As analises foram divididas em duas etapas. Na primeira,
0os 53 gendtipos foram considerados como amostras. Para esta analise, utilizou-se o

procedimento diversidade genética — diversidade entre acessos — variaveis qualitativas binarias
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— indice de Jaccard, para gerar a matriz de dissimilaridade do Software Genes Genes (CRUZ,
2013). A partir dessa matriz, procedeu-se o agrupamento pelos métodos de Tocher (RAO, 1974)
e Tocher modificado (sequencial) proposto por Vasconcelos et. al. (2007).

A segunda etapa procedeu-se com o agrupamento gerado pelo método de Tocher
modificado proposto por Vasconcelos et. al. (2007) realizado anteriormente. Considerou-se 0
resultado do agrupamento como populagdes, total de 15, e utilizou-se o procedimento
diversidade genética — diversidade entre e dentro de populacdes — analise binaria — indice de
Jaccard, para gerar a matriz de dissimilaridade. A partir da matriz, procedeu-se o agrupamento
pelos métodos de Tocher (RAO, 1974) e Tocher modificado (sequencial) proposto por
Vasconcelos et. al. (2007). Também realizaram-se agrupamento UPGMA e dispersdo gréfica

para melhor entendimento.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Verificou-se, com base nos marcadores SSR, que as distancias genéticas entre 0s
gendtipos variaram de 0,00 a 0,81 (Figura 1). O dendrograma gerado pelo método UPGMA
(distancia média) e o agrupamento pelo método de otimizacdo de Tocher, baseados no indice
de Jaccard, mostraram que 0s 53 acessos de feijao-caupi foram divididos em 44 grupos (Figura
1 e Tabela 3).

Em ambos os métodos, verificou-se que 37 grupos foram formados por um genotipo,
seis grupos por dois gendtipos e um grupo por quatro genotipos. A amplitude das distancias
genéticas e quantidade de grupos formados neste estudo € superior a de pesquisas anteriores.
Dias et al. (2015), examinaram a diversidade genética de 38 acessos de feijao-caupi por meio
de marcadores RAPD e verificaram a formacao de 10 grupos distintos com um coeficiente de
similaridade variando de 0,08 a 0,57. Ja os 18 SSRs utilizados por Ali et al. (2015) separam 0s
252 acessos de feijao-caupi em apenas trés grupos. Isso sugere que os 53 genotipos analisados

neste estudado apresentam elevado nivel de variabilidade genética.

Método de agrupamento : Ligagdo Média Entre Grupo(UPGMA)

z

3 3
H

gg€

3.2Mantegu
1. Manteig
10.3CearaC
10.1CeariC
10.CeariCa
9.5Mudubim
9.4Mudubim
7.4Branco
7.8ranco
6.1Mant

5.4Roxinho
44Leite

4lLeite
3.Mant

Figura 1 - Dendrograma gerado pelo método UPGMA, representando a dissimilaridade
genética entre 53 gendtipos de feijdo-caupi, com base na similaridade de jaccard.
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Tabela 3 - Agrupamento de 53 gendtipos de feijao-caupi pelo método de otimizacéo de Tocher,
com base na similaridade de jaccard.

Grupos Genotipos Grupos Genotipos
L 3.1 Mantequinta Roxo: 1 Mantequinha vermelho | 23 S:LRoXinho LB
2 1.1 Manteguinha Vermelho; 16.1 Baiano 24 6.1 Manteguinha
3 2. Quarentdo; 17 Manteguinha Liso 25 6.3 Manteguinha
4 2.1 Quarentdo; 17.1Manteguinha Liso 26 7 Branco
5 2.2 Quarentdo; 10.2 Ceara Caupi 27 7.1 Branco
6 2.3 Quarentdo; 11.3 Manteigédo 28 9.4 Mudubim de Rama
7 2.4 Quarentdo; 17.2 Manteguinha Liso 29 9.5 Mudubim de Rama
8 6 Manteguinha 30 10 Ceara Caupi
9 9.1 Mudubimde Rama 31 10.1 Ceara Caupi
10 3.2 Manteguinha Roxo 32 10.3 Ceara Caupi
11 5 Roxinho 33 11 Manteigéo
12 5.2 Roxinho de praia 34 11.1 Manteigdo
13 8 Costela de Vaca 35 11.2 Manteigdo
14 9 Mudubim de Rama 36 12 Arigo
15 9.2 Mudubim de Rama 37 12.1 Arigo
16 9.3 Mudubim de Rama 38 13 Branco de Praia
17 13.1 Branco de Praia 39 14.2 Corujinha
18 14 Corujinha 40 15 Caupi Preto
19 14.1 Corujinha 41 15.1 Caupi Preto
20 3 Manteguinha Roxo 42 16 Baiano
21 4 Leite 43 16.2 Baiano
22 4.1 Leite 44 16.3 Baiano

A variabilidade genética é a extensdo em que o material difere dentro de um grupo de

plantas (HINTUM, 1995). Conforme relatado a cima, a variabilidade genética dos acessos de

feijdo-caupi foi elevada. Esse resultado ndo é consistente com as observacdes verificadas em

estudos anteriores, os quais além de relatarem baixos indices de variabilidade genética,

explicaram que este fato é devido a um Unico evento de domesticacao esta envolvido na origem
dessa cultura (ASARE et al.,, 2010; WAMALWA et al., 2016). Além disso, o carater

autopolinizador do feijdo-caupi contribui para a ocorréncia de baixos indices de variabilidade
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(PADULOSI; NG, 1993). Contudo, ao mesmo tempo que é verificado baixa variabilidade, ha
evidéncias genéticas de que o feijdo-caupi é um taxon altamente diverso (HUYNH et al. 2013)
e, portanto, elevados niveis de variabilidade, como os verificados neste estudo, sdo passiveis de
ocorrer.

Os grupos que alocaram dois ou mais individuos s&o considerados homogéneos entre si
e heterogéneo entre os genétipos dos outros grupos. Genotipos do mesmo grupo sao
geneticamente similares e, portanto, sdo menos indicados para serem utilizados em programas
de melhoramento (GERRANO et al., 2015). Por outro lado, gendtipos com grande divergéncia
sdo promissores para serem usados como genitores e produzir hibridos altamente heteréticos
(GONCALVES et al., 2017).

Ao analisar o dendrograma apresentado na Figura 1, verificou-se que dentro do grupo
com quatro gendtipos, dois foram identificados com distancia nula (6.2 Manteguinha e 8.1
Costela de Vaca). Essas duas variedades sdo distintas no nome e na morfologia, portanto é
inesperado que os resultados deste estudo demostrem redundancia entre elas. A identificagéo
de duplicatas em colecdes ¢ comum (RIBEIRO et al., 2011; GROSS et al., 2012).
Provavelmente, isso ocorre devido as trocas de materiais entre produtores, onde no novo local
0 genotipo pode receber outro nome (MOURA et al., 2016). Desse modo, a identificacdo de
redundancias nas cole¢des contribui para a melhor conservacdo e manejo do gendtipo,
diminuindo os desperdicios de manutencdo e garantindo uma diversidade mais representativa
(MOURA et al., 2013). Neste sentido, a utilizacdo de ferramentas para identificar redundancias
no momento da incorporacao de novos genotipos em uma colecdo é fundamental.

E conveniente considerar que a redundancia entre Manteguinha (6.2) e Costela de Vaca
(8.1) pode ter ocorrido pelo baixo nimero de marcadores utilizados (cinco locos). A maioria
dos estudos que utilizam SSR para estimar a diversidade genética de populacdes de feijao-caupi
empregam uma quantidade consideravel de locos marcadores (ALI et al., 2015; Chen et al.,
2017a Chen et al., 2017b). Contudo, ha pesquisas que sdo conduzidas com baixo nimero de
marcadores, a exemplo, do estudo com 19 acessos de feijao-caupi do banco de germoplasma
do Quénia, o qual de forma eficiente estimou a diversidade genética com apenas dois
marcadores microssatélites (WAMALWA et al., 2016). Isso sugere que poucos marcadores
podem ser eficazes para diferenciar gendtipos de feijao-caupi.

Pelo método de agrupamento de Tocher, baseado na similaridade de jaccard, os 53
genotipos foram divididos em 15 grupos (ou populagdes) (Tabela 4). Os grupos 1, 2, 11 e 15
reuniram quatro (7,54%), 11 (20,75%) e 14 (26,42%) gendtipos, respectivamente. Os demais

grupos foram compostos por dois genotipos. Conforme analise de Tocher modificado, as 15
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populagdes foram separadas em dois grupos (Tabela 5). A populagdo 1 comp6s singularmente
o grupo I, mostrando que os genoétipos alocados neste grupo sdo intimamente relacionados

entre si e dissimilares dos gendtipos presentes no conjunto formado pelas outras 14 populacdes

(grupo ).

Tabela 4 - Agrupamento em populagdes (POP) de 53 gendtipos de feijdo-caupi pelo método de
otimizacdo de Tocher, com base similaridade de jaccard.
POP Genotipos Distancia média

Manteguinha (6,2); Costela de Vaca (8,1); Manteguinha Roxo

P (3,1); Manteguinha Vermelho (1) 0.4
Manteguinha Vermelho (1,1); Baiano (16,1); Manteguinha (6);
P2 Quarentdo (2); Manteguinha Liso (17) Quarentdo (2,1); 06
Manteguinha Liso (17,1); Mudubim de Rama (9,1) Quarentdo ’
(2,2); Ceara Caupi (10,2); Quarentdo (2,3)
P3 Quarentdo (2,4); Manteigédo (11,3) 0,6
P4 Manteguinha (6,3); Manteguinha Liso (17,2) 0,8
P5 Manteguinha Roxo (3); Manteguinha Roxo (3,2) 0,8
P6 Leite (4); Roxinho (5) 0,8
P7 Leite (4,1); Roxinho de praia (5,2) 0,8
P8 Roxinho MLB (5,1); Costela de Vaca (8) 0,8
P9 Manteguinha (6,1); Mudubim de Rama (9) 0,8
P10 Branco (7); Mudubim de Rama (9,2) 0,8
P11 Branco (7,1); Mudubim de Rama (9,3) 0,8
P12 Mudubim de Rama (9,4); Branco de Praia (13,1) 0,8
P13 Mudubim de Rama (9,5); Corujinha (14) 0,8
P14 Ceara Caupi (10); Corujinha (14,1) 0,8
Ceara Caupi (10,1); Ceara Caupi (10,3); Manteigdo (11)
P15 Manteigdo (11,1); Manteigdo (11,2); Arigé (12); Arig6 (12,1); 10

Branco de Praia (13) Corujinha (14,2); Caupi Preto (15); Caupi
Preto (15,1); Baiano (16); Baiano (16,2) Baiano (16,3)

Observou-se que dentre os 15 grupos formados pelo método de otimizacdo de Tocher,
dois apresentaram grande quantidade de gendtipos. 1sso € uma caracteristica deste método, pois
conforme Vasconcelos et al. (2007), o método de otimizacdo Tocher reuni muitos acessos em
um numero bastante reduzido de grupos. Tais autores explicam que isso ocorre devido esse
método utilizar um critério global, ou seja, baseia-se na maior entre as menores distancias

encontradas na matriz de dissimilaridade durante todo o processo. O grande numero de acessos
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em um mesmo grupo reflete a variabilidade reduzida dos individuos, que n&o é significativa

para promover a separacio em mais grupos (ARAUJO et al., 2017).

Tabela 5 — Agrupamento, gerado pelo Tocher Modificado, das 15 populagdes de feijdo-caupi
identificadas pelo método de otimizacdo de Tocher, com base na similaridade de jaccard.

Grupos Populages Distancia média
| P2, P3, P4, P5, P6, P7, P8, P9, P10, P11, P12, P13, P14, P15 0,191
I P1 0,00
IxIl - 0,49

Embora tenham usados os mesmos valores de distancia genética (D?), os métodos de
agrupamento UPGMA e de otimizacao de Tocher ndo foram totalmente concordantes entre si no
agrupamento dos genotipos. Esta discrepancia se deve a maneira distinta de cada método realizar
o célculo da variabilidade genética (BUTTOW et al., 2010). Dentre estes métodos, 0 UPGMA
possibilita uma melhor caracteriza¢do genotipica, identificando assim, 0s acessos mais proximos
e as distancias entre eles, sendo estes acessos de diferentes procedéncias e altamente divergentes
(VENDRAMINI et al., 2011). No entanto, mesmo apresentado diferencas na entrega dos
resultados, ambos os métodos de agrupamento s&o eficientes na discriminagdo de genotipos pela
dissimilaridade genética como relatado em estudos anteriores (NARDINO et al., 2017; SIMON
et al., 2012). Isso permite identificar os individuos que apresentam elevada distancia genética e
utiliza-los como genitores, afim de elevar a probabilidade de alcancar popula¢fes com ampla
variabilidade genética (POLETINE et al., 2016).

E importante destacar que conforme os dois métodos utilizados (UPGMA e Otimizagéo
de Tocher), os genotipos ndo agruparam fielmente com base no local de origem, evidenciando
a existéncia de ampla divergéncia entre gendtipos de mesma procedéncia. Observacdes
similares, mas com base em caracteres morfoagronémicos, mostraram que gendtipos de feijao-
caupi ndo foram reunidos por local de coleta (NASCIMENTO et al., 2022). De um ponto de
vista prético, a falta de correspondéncia no agrupamento pelo local de coleta pode ser explicada
pelo intenso intercAmbio de sementes que ocorre entre 0s pequenos produtores e pela
comercializacdo nos mercados locais, pois a venda ou a partilha de sementes de variedades
tradicionais é uma pratica comum na agricultura de subsisténcia (FICICIYAN et al., 2018).

As relagdes genéticas entre os gendtipos de feijdo-caupi foram ainda avaliadas usando
analises de coordenadas principais - ACP ou PCA (do inglés principal coordinate analysis).

Foram feitas duas ACPs. Na Figura 2 esta apresentada a disperséo grafica dos 53 genotipos e a
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ACP apresentada Figura 3, refere-se a dispersao biplot dos 15 grupos identificados pelo método
de otimizacéao de Tocher.

As duas primeiras coordenadas principais confirmaram a existéncia de alta variabilidade
entre os 53 genotipos de feijdo-caupi, pois houve elevada dispersdo no espaco bidimensional
(Figura 2). Tais resultados sao concordantes com o dendrograma apresentado na Figura 1 e com
a analise de agrupamento de Tocher (Tabela 3), os quais também demostraram variabilidade
genética elevada.

A anélise de coordenadas principais dos 15 grupos gerados pelo método de otimizagéo
de Tocher, confirmou que o grupo 1, formado pelo Manteguinha Vermelho (1), Manteguinha
Roxo (3,1), Manteguinha (6,2) e Costela de Vaca (8,1) é altamente dissimilar dos demais
grupos, corroborando com o agrupamento de Tocher Modificado (Tabela 4). Contudo, essas
duas anélises ndo foram completamente consistentes, pois pelo método de Tocher Modificado
as 15 populagdes foram separadas em dois grupos, ja na ACP foi possivel identificar a
segregacéo das 15 populacbes em quatro grupos.
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Figura 2 - Disperséo gréafica entre os 53 gendtipos de feijdo-caupi reveladas pela analise de
coordenadas principais, com base na similaridade de jaccard.



34

0.1

0.0
L

Coordenada 2

®

\ T \ \ \
0.0 0.1 0.2 0.3 04

Coordenada 1
Figura 3 - Dispersédo gréafica das 15 populagdes de feijdo-caupi identificadas pelo método de
otimizacdo de Tocher, com base na similaridade de jaccard.

Em feijdo-caupi a variacdo molecular ja foi explicada por coordenadas principais. Chen
et al. (2017b) verificaram que 78% da variancia acumulada dos dados foram explicadas pelas
trés primeiras coordenadas principais. A primeira coordenada foi a que apresentou maior grau
de explicacdo (55,3%) e separou 0S acessos em grupos com base na origem geografica. A
segunda coordena também demostrou a formacao de grupos por procedéncia geografica, porém
com algumas misturas. Nas analises deste estudo, utilizou-se apenas as duas primeiras
coordenadas para explicar a variacdo dos dados. Uma interpretacdo Util da analise de
coordenadas principais € que a mudanca percentual total nos dados € explicada pelas
coordenadas principais (CP), sendo cada CP uma combinacdo linear da variavel original
(JOLLIFFE; CADIMA, 2016). No entanto, todas as coordenadas ndo sdo normalmente usadas,
devido a maioria dos padrdes de variacao dos dados serem limitados a CP1 e CP2, que podem
ser resumidos em graficos de dispersdo biplot (LEVER et al., 2017), conforme apresentado
neste estudo.

De uma forma geral, os marcadores microssatélites utilizados neste estudo
possibilitaram a verificagdo de resultados interessantes, pois em todas as analises realizadas
constatou-se variabilidade genética entre os 53 genotipos e a formagao de grupos distintos. Os
resultados dos agrupamentos sdo importantes, pois mostra ao melhorista quais acessos sao mais
convergentes ou divergentes. Os convergentes sdo aqueles acessos que se encontram dentro do

mesmo grupo, com baixa distancia genética entre si. Ja 0s acessos divergentes, sdo aqueles que
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encontrados dentro de grupos diferentes, os quais apresentam grande distancia genética
(BOREM; MIRANDA, 2013).
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5 CONCLUSOES

A variabilidade entre os gendtipos de feijdo-caupi € alta e é eficientemente detectada
por marcadores microssatélites.

A colecéo de feijdo da Universidade Federal do Acre pode ser reduzida sem perda de
diversidade genética, em razdo da identificacdo de duplicidade entre o par de gendtipos 6.2
Manteguinha e 8.1 Costela de Vaca.

Os genotipos divergentes identificados nesse estudo podem ser indicados para compor
programas de melhoramento genético do feijao-caupi.
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