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DIVERGENCIA GENETICA ENTRE ACESSOS DE FEIJAO-CAUPI ATRAVES DE
MARCADORES SSR
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Resumo - A avaliagdo da divergéncia genética entre acessos fornece informagdes importantes aos
programas de melhoramento. Com o objetivo de caracterizar a diversidade genética entre acessos de
feijdo-caupi do Banco Ativo de Germoplasma (BAG), da Embrapa Meio-Norte, a técnica SSR foi
aplicada no presente estudo. Foram caracterizados trinta e dois acessos, que geraram 22 bandas
polimérficas, a partir de 10 primers de microssatélites. Os resultados obtidos foram analisados pelo
método UPGMA (Unweighted Pair Group Method with Arithmatic Mean) com o auxilio do programa
NTSYs versao 2.1. O dendrograma gerado agrupou a maior parte dos acessos em trés grupos, os
acessos 1T99K-529-2 e 1T98K-506-1, ITOOK-1263 e 1T97K-499-35, ITOOK-1217 e IT93K-625, ITI98K-
1111-1 e IT93K-452-1 e IT99K-316-2 e IT8IKD-260 apresentaram alta similaridade entre si. Os
resultados dos marcadores SSR, confirmam o seu potencial na caracterizagdo da diversidade

genética em germoplasma de feijao-caupi.
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GENETIC DIVERGENCE AMONG COWPEA ACCESSIONS BY SSR MARKERS

Abstract - The genetic divergence assessment among accessions provides important information for
breeding programs. In the present study, the genetic diversity among accessions from Embrapa Mid-
North’s Cowpea Germplasm Active Bank (BAG) was evaluated using SSR markers. Thirty two
accessions were assessed using 10 SSR primers generating 22 polymorphic bands. The data matrix
was analyzed by UPGMA (Unweighted Pair Group using mathematical averages) using NTSYs 2.1
program. Most of the accessions were distributed in three clusters, and the accessions 1T99K-529-2
and 1T98K-506-1, ITOOK-1263 and IT97K-499-35, ITOOK-1217 and 1T93K-625, IT98K-1111-1 and
IT93K-452-1 and IT99K-316-2 and IT89KD-260 presented high similarity to each other. The SSR
results of the underscore their potential in elucidating patterns of germplasm diversity of cowpea.
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Introducao

O feijao-caupi, feijdo-de-corda ou feijdo-macassar (Vigna unguiculata (L.) Walp.), é uma das
principais culturas da regido Nordeste. Recentemente, foi apontada pela FAO como uma das
melhores alternativas para o aumento da oferta de proteinas (SIMON, 2002). Esta cultura destaca-se
na economia brasileira e, especialmente na regido Nordeste, sendo esta responsavel por 94,40% da
area e 87,73% da produgao total de feijao-caupi no Brasil (UNIFEIJAO, 2006).

Segundo Silva et al. (2005), a caracterizagdo e avaliagdo de uma colegdo permitem a
compreensao da variabilidade existente, e constituem atividades prioritarias no manejo de um banco
de germoplasma. A caracterizagédo permite indicar aspectos de uso imediato aos agricultores, bem
como identificar acessos que apresentem caracteristicas interessantes para o melhoramento
(FONSECA et al., 1994).

Classicamente a diversidade genética tem sido avaliada por meio de analise fenotipica, ou
seja, por meio de caracteristicas morfoagrondmicas. No entanto, a caracterizagdo de germoplasma
vegetal tem sido beneficiada pelo desenvolvimento e emprego de métodos moleculares que permitem
identificar variagéo de seqiiéncia na molécula de DNA, (FERREIRA et al., 2007).

Dentre as metodologias para geragdo de marcadores moleculares existentes, a técnica SSR
(Simple Sequence Repeat), tem sido considerada uma importante ferramenta na identificagdo
individual, estudo de divergéncia genética e na construgdo de mapas de ligagao (LI et al. 2001).

Este trabalho teve como objetivo estimar a divergéncia genética entre acessos de feijao-caupi

do Banco Ativo de Germoplasma de Feijao-caupi da Embrapa Meio-Norte.

Material e Métodos

Trinta e dois acessos de feijao-caupi do Banco Ativo de Germoplasma da Embrapa Meio-Norte
(Tabela 1) foram caracterizados através de marcadores SSR. A extragdo de DNA foi realizada a partir
de folhas jovens de plantas semeadas em papel germinador, segundo Ferreira e Grattapaglia (1998).
Foram usados 20 pares de primers microssatélites desenvolvidos por Li et al. (2001).

Tabela 1. Acessos de feijdo-caupi do Banco Ativo de Germoplasma da Embrapa Meio-Norte,
Teresina-Pl.

Acessos de feijao-caupi

1 - ITO3K-316-1 9 - IT93K-452-1 17 - ITOOK-1263 25 - ITOOK-718-6
2 - ITOOK-1217 10 - IT98K-491-4 18 - IT98K-506-1 26 - IT93K-625
3 - IT99K-316-2 11 - IT98K-1092-1 19 - ITOOK-1263 27 - 1T98K-205-9
4 - |IT99K-573-2-1 12 - IT99K-494-6 20 - IT99K-1122 28 - IT89KD-260
5 - IT98K-1111-1 13 - IT97K-499-35 21 - IT99K-529-2 29 - IT98D-1399
6 - IT99K-1060 14 - ITOOK-901-5 22 - IT97K-568-18 30 - IT87D-1627
7 - ITOOK-491-7 15 - IT98K-205-8 23 - IT98K-1103-13 31 - IT81D-994
8 - IT98K-506-1 16 - IT98K-128-4 24 - ITOOK-898-5 32 - IT96D-610
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Seguindo as condi¢des dos primers, as reagdes foram submetidas a diferentes programagdes,
seguindo dois “Touchdown”. A primeira programagao seguiu uma temperatura de anelamento que foi
decrescida 0,5°C por 18 ciclos, variando entre 67°C e 58°C, continuando por mais 20 ciclos adicionais
de 94°C por 1 min e 72°C por 1 min, finalizando com uma extensao final de 72°C por 10 min. Outra
PCR em condigGes similares foi realizada, exceto para as temperaturas de anelamento (Tm), que
variou entre 64°C e 55°C durante 18, ciclos decrescendo 0,5°C por ciclo, seguindo por mais 30 ciclos
adicionais de 94°C por 1 min, 55°C por 1 min, e 72°C por 1 min.

Os produtos da PCR foram separados em gel de poliacrilamida 6% nao-desnaturante e corado
com nitrato de prata de acordo com Sanguinetti et al., (1994). Foi construida uma planilha de dados
com informag@es referentes a presenca (1) e auséncia (0) de bandas. Os dados gerados foram
utilizados para a construgdo de uma matriz de similaridade genética, com auxilio do programa
Numerical Taxonomy and Multivariate Analysis (NTSYS — PC V.2.1) utilizando o coeficiente de
similaridade Jaccard.

Resultados e Discussao

No presente estudo, dos 20 primers SSR inicialmente testados, 10 revelaram polimorfismo
entre os acessos analisados (VM3, VM12, VM13, VM19, VM31, VM33, VM36, VM39, VM68 e VM70).
A maior parte dos primers produziu dois alelos, no entanto, os primers VM3 e VM68 amplificaram trés
alelos. Trabalhos envolvendo cultivares e espécies silvestres em feijdo-caupi, encontraram mais de
sete alelos, e um alto polimorfismo, utilizando primers SSR (LI et al., 2001; OGUNKANMI et al., 2008).
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Fig. 1. Dendrograma baseado nos coeficientes de similaridade de Jaccard entre 32 acessos de feijao-
caupi, construido por analise de agrupamento (UPGMA) com base nos dados de SSR.

O dendrograma obtido com os marcadores SSR (Fig. 1), foi eficiente em agrupar os acessos
de feijao-caupi. Foram formados trés grupos, sendo que a maioria ficou concentrada em dois grandes
grupos. Os acessos 1T99K-529-2 e IT98K-506-1, ITOOK-1263 e IT97K-499-35, ITOOK-1217 e IT93K-
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625, IT98K-1111-1 e IT93K-452-1 e IT99K-316-2 e IT8IKD-260 apresentaram similaridade igual a
1,0, podendo ser considerado como duplicatas por meio destes marcadores.

Os acessos IT99K-573-2-1, IT98K-1092-1, IT99K-1122 e ITOOK-898-5 foram os que se
mostraram mais distantes no agrupamento, podendo ser considerados mais divergentes, por
possuirem caracteristicas individuais que os diferencia dos demais acessos estudados, indicando
também que estes acessos podem ser utilizados como genitores em cruzamentos para a ampliagéo
da base genética em feijao-caupi, atualmente considerada estreita.

Conclusodes
Por meio dos marcadores SSR, foi possivel identificar a presenca de duplicatas no Banco Ativo
de Germoplasma (IT99K-529-2 e IT98K-506-1, ITOOK-1263 e IT97K-499-35, ITOOK-1217 e IT93K-
625, IT98K-1111-1 e IT93K-452-1 e IT99K-316-2 e IT89KD-260);
Os acessos IT99K-573-2-1, 1T98K-1092-1, IT99K-1122 e ITOOK-898-5 foram os mais
divergentes neste estudo;
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