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Resumo

O conhecimento da variabilidade genética é de fundamental importancia para o processo de
melhoramento genético das culturas em geral. Objetivou-se avaliar a variabilidade genética em 46
gendtipos de feijao-caupi de porte ereto e ciclo precoce por meio de marcadores ISSR. O material foi
proveniente do Banco de Germoplasma da Universidade Federal do Ceard e do programa de
melhoramento genético de feijao-caupi da Embrapa Meio Norte. As extragdes de DNA foram
realizadas de acordo com o protocolo de Ferreira e Grattapaglia. Oito iniciadores ISSR produziram 49
bandas polimérficas (79,04%) com 6,12 marcadores por iniciador. A andlise de agrupamento permitiu
a divisdo dos 46 gendtipos de feijao-caupi em dez grupos de similaridade genética a uma distincia de
0,52. Os marcadores ISSR foram eficientes em detectar o polimorfismo entre os genétipos estudados.

Introducao

O feijao-caupi (Vigna unguiculata (L.) Walp.) € uma fabaceae bastante cultivada por pequenos e
médios produtores das regides Norte e Nordeste do Brasil, e mais recentemente por grandes
agricultores dessas regides (XAVIER et al., 2005), os quais necessitam de cultivares adequadas a
colheita mecanica e com maturacdo uniforme. Desse modo, a existéncia de variabilidade genética e a
caracterizacdo de germoplasma torna-se necessario para o inicio de um programa de melhoramento
genético. Tradicionalmente, a caracterizacdo dos gendtipos € feita baseando-se em marcadores
morfolégicos, herdaveis, facilmente visiveis e mensurdveis, que, a principio, sdo expressos em todos
os ambientes (IPGRI, 1996). Um dos grandes problemas da utilizagdo dos marcadores fenotipicos € o
nimero reduzido desses marcadores disponiveis, a auséncia de ligacdo destes com caracteres de
importdncia econdmica e os efeitos deletérios das mutagdes que limitam sua utilizacdo
(GUIMARAES; MOREIRA, 1999). Assim, a selecdo de descritores com alta herdabilidade e estaveis
s@o de grande importancia para a caracterizagdo genotipica do feijao-caupi.

O desenvolvimento dos marcadores moleculares apresenta uma grande contribui¢do para os
estudos da genética de populagdes e melhoramento genético por tornar possivel a andlise de cada
populagdo, ou individuo, de interesse em um pequeno espaco de tempo, sendo possivel a utilizagdo de
qualquer forma alélica (fragmento de DNA ou a expressio de uma proteina codificada por ele)
originada de um genoma como marcador genético (SOUZA JUNIOR, 2001).

Segundo Ferreira e Grattapaglia (1998), um marcador molecular é definido como todo e qualquer
fendtipo molecular proveniente de um gene expresso, como no caso de isoenzimas, ou de um
segmento especifico de DNA (correspondendo a regides expressas ou nao do genoma). Diversas
técnicas moleculares estdo disponiveis para a avaliacdo da diversidade genética ao nivel de seqiiéncia
de DNA, ou seja, para a determinacdo do polimorfismo genético, permitindo a obten¢do de um
nimero ilimitado de marcadores moleculares cobrindo todo o genoma do organismo.

Virias técnicas envolvendo marcadores moleculares t€ém sido empregadas no estudo dos recursos
genéticos vegetais. Dentre essas técnicas estd o polimorfismo no comprimento de fragmentos de
restricdo (RFLP); o polimorfismo de DNA amplificado ao acaso (RAPD); polimorfismo de
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comprimento de fragmentos amplificados (AFLP); polimorfismo resultante da presenca de diferentes
nimeros de elementos simples repetidos detectados por meio de marcadores microssatélites ou SSR
(Simple Sequence Repeat). A escolha do marcador molecular depende da reprodutibilidade e
simplicidade. Os melhores marcadores para o mapeamento gendmico, selecdo assistida ou deteccdo
do polimorfismo sdo os que requeiram baixo custo, facilidade de manipulacio e alta reprodutibilidade
(BORNET; BRANCHARD, 2001).

Desde 1994 os marcadores ISSR (Inter Simple Sequence Repeat) tem sido utilizados, apresentando
alto grau de polimorfismo, baixo custo e reprodutibilidade, sendo empregado em estudos de
diversidade genética, correlacdes filogenéticas, prospeccao de genes, dentre outros (ZIETKIEWICZ;
RAFALSKI; LABUDA , 1994). Dessa forma, objetivou-se com esse trabalho estimar a variabilidade
de genoétipos de feijao-caupi de porte ereto e ciclo precoce através de marcadores ISSR.

Material e Métodos

Quarenta e seis (46) gendtipos de feijdo-caupi provenientes do Banco de Germoplasma da
Universidade Federal do Ceara e do programa de melhoramento genético de feijao-caupi da Embrapa
Meio Norte foram avaliados por oito iniciadores ISSR IDT (Integrated DNA Technologies). As
extracoes de DNA foram realizadas de acordo com o protocolo estabelecido por Ferreira e
Grattapaglia (1998). As reag¢des de ISSR foram preparadas para um volume total de 20 uL. contendo
50 ng de DNA molde, 0,2 mM de cada dNTP, 2,0 mM de MgCl2, 1X PCR Buffer, 0,8 mM do
iniciador, 20 ug de BSA e 1,0 unidade da enzima Tag DNA Polimerase (Invitrogen).

As condigdes de PCR utilizadas foram: 4 minutos a 94 °C (desnaturacao inicial), seguindo-se de 40
ciclos de desnaturacdo (94 °C por 1 minuto), anelamento (47-55 °C, dependendo do iniciador por 1
minuto) e extensdo (72 °C por 1 minuto) seguindo-se de uma etapa de extensdo final (72 °C por 5
minutos). Todas as reagdes de PCR foram realizadas em termociclador TECHNE TC-512. Os
produtos amplificados foram separados em gel de agarose (2%) corados com brometo de etidio (0,5
pg/ul) submetidos a 90 volts por 4 horas. Posteriormente os géis foram visualizados sob luz UV e
fotografados em fotoducumentador.

Foi construida uma planilha de dados com informagdes referentes a presenca e auséncia de bandas,
caracteristicas de cada iniciador para cada um dos gendtipos. Em seguida, esses dados foram
utilizados para constru¢ido de uma matriz de similaridade genética onde foi utilizado o coeficiente de
similaridade de Jaccard. A partir dessa matriz, o dendrograma foi obtido pelo método UPGMA
(Método de média aritmética ndo ponderada).

Resultados e Discussao

A partir da amplificacdo dos oito iniciadores ISSR utilizados foram gerados 49 marcadores
polimérficos (Tab. 1), perfazendo uma média de 6,12 marcadores por iniciador. Do total de 62
marcadores, 48 (79,03%) foram polimoérficos e 13 (20,96%) foram monomoérficos. Sousa et al. (2008)
estudando a diversidade genética em Zabrotes subfasciatus utilizando marcadores ISSR obtiveram
uma média de polimorfismo de 83,20% estando de acordo com este trabalho. A Figura 1 ilustra o
padrdo de amplificagdo do iniciador ISSR 810.

A andlise de agrupamento (Fig. 2) realizada com base nas distancias genéticas permitiu a divisdo
dos 46 gendétipos de feijao-caupi em dez grupos de similaridade genética a uma distancia de 0,52.
Dwivedi at al. (2001) trabalhando com 26 acessos de amendoim e oito iniciadores RAPD foram
capazes de realizar o agrupamento desses gendtipos em cinco grupos, ja Xavier et al. (2005)
estimando a variabilidade genética em feijdo-caupi através de oito iniciadores RAPD verificaram o
agrupamento de 45 acessos de feijao-caupi em quatro grupos. Esses resultados demonstram a
eficiéncia dos marcadores ISSR na deteccdo do polimorfismo genético. Segundo Esselman et al.
(1999), os marcadores ISSR possuem a vantagem de gerar grandes quantidades de bandas, sendo
abundantes ao longo do genoma de eucariontes, assim sdo bastante uteis na avaliacdo de populacdes
em estudos genéticos, na deteccao da diversidade genética e em estudos de mapeamento genético.



Conclusao
Os marcadores ISSR foram eficientes em detectar o polimorfismo entre os gendtipos estudados.
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Figura 1. Perfil eletroforético dos fragmentos amplificados com o iniciador ISSR 810 em 23 gendtipos de feijao-
caupi.

Tabela 1. Sequéncia do iniciador, bandas geradas e polimdrficas de oito iniciadores ISSR utilizadas
na caracterizacio da variabilidade genética em feijao-caupi.

Iniciador Seqiiéncia (5°— 3°) Bandas geradas Bandas polimdrficas
810 5" GAG AGA GAG AGA GAG AT 9 9
822 5" TCT CTC TCT CTC TCT CA 6 5
826 5" ACACAC ACACACACACC 7 6
841 5" GAC AGA GAG AGA GAG GT 7 6
857 5" ACA CAC ACA CAC ACACYG 5 3
861 5" ACC ACC ACC ACC ACC ACC 8 5
880 5" GGA GAG GAG AGG AGA 8 6
885 5’ BHB GAG AGA GAG AGA GA 7 4
888 5’ BDB CAC ACACACACACA 5 5
Total 62 49
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Figura 2. Dendograma obtido a partir da amplificagdo de oito iniciadores ISSR.




