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RESUMO

O Estado do Acre é um importante celeiro da diversidade de feijao-cupi, sendo os pequenos agricultores os
principais responsaveis por sua manutencdo e conservacdo. Embora seja de grande importancia para o
melhoramento, a diversidade genética do feijao-caupi ainda nao foi devidamente determinada e explorada.
Os marcadores moleculares sdo ferramentas eficientes para estimar com confiabilidade as diferencas entre
genotipos 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. Os
53 gendtipos utilizados foram semeados e cultivados em vasos até a producdo de folhas totalmente
expandidas para extracdo de DNA. Utilizou-se cinco locos microssatélites. Através dos dados de presenca
e auséncia das bandas de cada marcador realizou-se os célculos do 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 distdncias genéticas variaram 0,00 a 0,81.
Verificou-se alta variabilidade entre os 53 gendtipos, os quais foram separados em 44 grupos distintos. Um
par de gendtipo foi identificado como duplicata. Os gen6tipos divergentes identificados nesse estudo podem
ser indicados para compor programas de melhoramento genético do feijao-caupi.

Palavras-chave: Vigna unguiculata. Microssatélites. Polimorfismo.

Estimation of the diversity of traditional varieties of cowpea
in Acre with SSR markers

ABSTRACT
The State of Acre is an important source of cupi bean diversity, with small farmers being the main
responsible for its maintenance and conservation. Although it is of great importance for breeding, 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 aim of this
study was to determine, using microsatellite markers, the genetic variability of traditional varieties of
cowpea cultivated in Acre. The 53 genotypes used were seeded and grown in pots until the production of
fully expanded leaves for DNA extraction. Five microsatellite loci were used. Based on the presence and
absence of bands for each marker, the Jaccard index was calculated. 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
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genotypes, which were separated into 44 distinct groups. One genotype pair was identified as a duplicate.
The divergent genotypes identified in this study can be indicated to compose cowpea genetic improvement
programs.

Keywords: Vigna unguiculata. Microsatellites. Polymorphism.

INTRODUCAO

Dentre as angiospermas dicotileddneas tem-se o feijao-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 fixagéo
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 condicdes edafocliméaticas (BARROS et al., 2011).

A producdo nacional de feijao-caupi na safra 2020/2021 foi estimada em 712,6
mil toneladas. As regides Nordeste (1,3 milh&o de hectares) e Norte (321,14 mil hectares)
sdo as que concentram maior area plantada (CONAB, 2021). Portanto, o feijao-caupi se
destaca socioeconomicamente no cenario agricola da Amazé6nia 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 conservacgdo de gendtipos
pouco estudados, que poderiam ser utilizados em programas de melhoramento genético
para selecdo ou melhoramento de caracteristicas especificas, como qualidade de gréos e
resisténcia a estresses bioticos e abidticos (DIAS et al., 2015). Um dos pré-requisitos
necessarios em programas de melhoramento € o conhecimento da diversidade genética
disponivel, o que permite avaliar os genitores quanto a semelhanga ou divergéncia entre
eles. Isso contribui para determinar as combinagdes hibridas com maior efeito heterético
e alta heterozigosidade e, consequentemente, maior potencial para gerar populacdes
segregantes promissoras para obtencédo 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 feijdo-caupi ja foi relatada
anteriormente com base em caracteres morfolégicos e agrondémicos (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).
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Geralmente, a selecdo de gendtipos é realizada com base em informacGes
fenotipicas e agrondmica dos individuos, as quais sdo fortemente influenciados pelas
interacGes ambientais. Neste sentido, o processo de caracterizacéo e estudo da diversidade
utilizando marcadores moleculares assume um papel importante por detectar a presenca
de polimorfismo genético diretamente no DNA sem alteracdes 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 identificacdo de alelos de interesse agrondmico que
poderdo 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 genoétipos 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).
Desta forma, o objetivo deste trabalho foi determinar a diversidade genética de

variedades tradicionais de feijao-caupi do Acre baseado em marcadores microssatélites.

MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido na Universidade Federal do Acre, no Laboratorio de
Genética Molecular de Microrganismos. Utilizou-se 53 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.O.D. a 12 °C. A solicitacdo para visitas e coletas a produtores foi registrada no
Sisbio (n.34945-1). As informac6es dos genotipos estdo descritas na Tabela 1.

Em casa de vegetacdo, localizada na Universidade Federal do Acre, 0s genotipos
coletados foram semeados em vasos com capacidade para 7 L, 0S 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.
Foi realizada uma irrigacdo e limpeza de plantas invasoras manualmente e diariamente,

sempre no periodo da matutino. Posteriormente, foram coletadas folhas jovens das
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plantas, ap6s os 21 dias, para a extracdo de DNA gendmico A extracdo de DNA

gendmico, conforme o método descrito por Ferreira e Grattapaglia (1998).

Tabela 1 - Nomes e origens dos genotipos de feijao-caupi.

Identificacdo

Genbtipos

Locais de coleta

1
1.1
2
2.1
2.2
2.3
2.4
3
3.1
3.2
4
4.1
5
5.1
5.2
6
6.1
6.2
6.3
7
7.1
8
8.1
9
9.1
9.2
9.3
9.4
9.5
10
10.1
10.2
10.3
11
11.1
11.2
11.3
12
12.1
13
13.1
14
14.1
14.2
15
15.1
16

Manteguinha Vermelho
Manteguinha Vermelho

Quarentdo
Quarentao
Quarentdo
Quarentao
Quarentéo
Manteguinha Roxo
Manteguinha Roxo
Manteguinha Roxo
Leite
Leite
Roxinho
Roxinho MLB
Roxinho de praia
Manteguinha
Manteguinha
Manteguinha
Manteguinha
Branco
Branco
Costela de Vaca
Costela de Vaca
Mudubim de Rama
Mudubim de Rama
Mudubim de Rama
Mudubim de Rama
Mudubim de Rama
Mudubim de Rama
Ceara Caupi
Ceara Caupi
Ceara Caupi
Ceara Caupi
Manteigdo
Manteigdo
Manteigdo
Manteigdo
Arigo
Arigo
Branco de Praia
Branco de Praia
Corujinha
Corujinha
Corujinha
Caupi Preto
Caupi Preto
Baiano

Tarauaca
Cruzeiro do Sul
Marechal Thaumartugo
Praia da Amizade
Sena Madureira/ Mercado
Experimento 1 (UFAC)
Experimento 2 (UFAC)
Experimento (UFAC)
Cruzeiro do Sul 1
Cruzeiro do Sul 2
Mancio Lima
Sem ldentificagdo
Sem ldentificagéo
Sem ldentificagdo
Experimento (UFAC)
CVT
Cruzeiro do Sul/ Praia Grande
Sem Identificacdo
Sem ldentificagdo
Maloca
Sem ldentificagdo
CVT
Sem ldentificagdo
Méancio Lima
Cruzeiro do Sul
Sem Identificacdo
Sena Madureira
Cruzeiro do Sul
Experimento (UFAC)
Sena Madureira/ Mercado
Sena Madureira/ Rio Caeté
Sem Identificacao
IFAC (CVT)

IFAC (CVT)

Sem Identificagéo 1
Sem ldentificagéo 2
Sem Identificacdo 3
Sena Madureira
Méancio Lima
Sem Identificagdo 1
Sem ldentificacéo 2
Cruzeiro do Sul
Bujari
Experimento
Sena Madureira
Sem Identificacdo
Sena Madureira (Mercado)
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16.1 Baiano Sena Madureira

16.2 Baiano Sem Identificacdo
16.3 Baiano Experimento

17 Manteguinha Liso Sem Identificacéo
17.1 Manteguinha Liso Experimento 1 (UFAC)
17.2 Manteguinha Liso Experimento 2 (UFAC)

O DNA extraido dos diferentes acessos foi quantificado e a qualidade avaliada em
gel de agarose 0,8%. Foram utilizados 2 pL da solucdo estoque de cada DNA, juntamente
com 4 pL de agua bidestilada autoclavada e 1 pL de corante de carregamento. A
intensidade das bandas foi comparada a de padrdes com peso molecular e concentracao
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 reacdes de PCR, os DNA extraidos de cada amostra foram
diluidos em uma proporc¢éo de uma parte de DNA (solucdo estoque) para 4 partes de dgua
bidestilada autoclavada, formando a solucéo de trabalho (aproximadamente 25 ng.uL™?).
As solugdes de trabalho foram armazenadas em geladeira.

Inicialmente, foram testados 6 iniciadores de 44 bases de comprimento com o
DNA de trés acessos, sendo 5 destes selecionados, por terem apresentado amplificacéo

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

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

Nome Sequéncia do primer (5 - 3°) Ta° Fonte
SSR-6217 F.:GGGAGTGCTCCGGAAAGT 55°C Assare et al. (2010)
R:TTCCCTATGAACTGGGAGATCTAT
SSR-6265 F:CAGAAGCGGTGAAAATTGAAC 55°C Assare et al. (2010)
G:CAGAAGCGGTGAAAATTGAAC
SSR-6613 F:CTATTGGAATCTTGCCGTTG 55°C Timko (2013)
G:CTTTACCTTTATGCAAACCAATTC
VM 10 F:TCCCACTCACTAAAATAACCAACC 55°C Gioi et al. (2012)
G:GGATGCTGGCGGCGGAAGG
VM 36 F:ACTTTCTGTTTTACTCGACAACTC 55°C Gioi et al. (2012)

G:GTCGCTGGGGGTGGCTTATT

Para as reacOes de amplificacdo dos fragmentos de DNA foram utilizados 20 ng
de DNA genomico; tampao Ix; 0,25 mM de dNTP’s cada; 0,25 mg/mL de BSA
(Albumina Sérica Bovina); 2,0 mM MgCI2; 0,8 uM de cada iniciador ¢ 1 U de Taq
Polymerase.
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As amplificagtes foram realizadas em termociclador. As etapas de amplificacdo
consistiram em: desnaturagéo 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 extensédo de 72 °C por 10
minutos. Os produtos das amplificacdes foram visualizados em gel de agarose (3%),
comparados a um marcador de peso molecular padrdo 1 Kb plus.

Entdo, para as 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, os 53 gendtipos foram
considerados como amostras. Para esta analise, utilizou-se o procedimento diversidade
genética — diversidade entre acessos — variaveis qualitativas binarias — indice de Jaccard,
para gerar a matriz de dissimilaridade do Software 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 o resultado do agrupamento como populagdes, total de 15, e utilizou-se o procedimento
diversidade genética — diversidade entre e dentro de populacfes — analise binaria — indice
de Jaccard, para gerar a matriz de dissimilaridade do Software Genes (CRUZ, 2013). A
partir desta matriz, procedeu-se o agrupamento pelos métodos de Tocher (RAO, 1974) e
Tocher modificado (sequencial) proposto por Vasconcelos et. al. (2007). Também se

realizaram agrupamento UPGMA e dispersao grafica para melhor entendimento

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 foi gerado pelo método
UPGMA (distancia média) e o agrupamento pelo método de otimizacdo de Tocher,
baseados no indice de Jaccard, mostraram que os 53 acessos de feijdo-caupi foram
divididos em 44 grupos (Tabela 3).

Em ambos os métodos, verificou-se que 37 grupos foram formados por um Unico
gendtipo, seis grupos por dois genotipos 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
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de feijdo-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 os 252 acessos de feijdo-caupi em apenas trés
grupos. Isso sugere que o0s 53 gendtipos analisados neste estudado apresentam elevado

nivel de variabilidade genética.

Figura 1 - Dendrograma gerado pelo método UPGMA, representando a dissimilaridadegenética entre 53
gendtipos de feijdo-caupi, com base na similaridade de Jaccard.
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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 € compativel com as observagoes
verificadas em estudos anteriores, 0os quais além de relatarem baixos indices de
variabilidade genética, explicaram que este fato é devido a um Unico evento de
domesticacgdo esta envolvido na origemdessa cultura (ASARE et al., 2010; WAMALWA
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et al., 2016). Além disso, o carater autopolinizador do feijdo-caupi contribui para a
ocorréncia de baixos indices de variabilidade (PADULOSI, 1993). Contudo, a0 mesmo
tempo que € verificado baixa variabilidade, ha evidéncias genéticas de que o feijdo-caupi
é um taxon altamente diverso (HUYNH et al., 2013). Portanto, elevados niveis de

variabilidade, como os verificados neste estudo, séo passiveis de ocorrer.

Tabela 3 - Agrupamento de 53 genétipos de feijdo-caupi pelo método de otimizagao de Tocher,com base na
similaridade de Jaccard.

Grupos Genotipos Grupos Genotipos
1 3.1 Magégl\tfi?]rr]\tae QI]?UC;QE?’llegn(ig}L:?n?\Z\\//E(ie(;%weIho 23 5.1 Roxinho MLB
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 Manteigdo 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 Manteigdo
12 5.2 Roxinho de praia 34 11.1 Manteigédo
13 8 Costela de Vaca 35 11.2 Manteigéao
14 9 Mudubim de Rama 36 12 Arig6
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

Os grupos que alocaram dois ou mais individuos sdo considerados homogéneos
entre si e heterogéneos entre 0s genotipos dos outros grupos. Genotipos do mesmo grupo
sdo geneticamente similares e, portanto, sdéo menos indicados para serem utilizados em
programasde melhoramento (GERRANO et al., 2015). Por outro lado, genétipos com
grande divergénciasdo promissores para serem usados como genitores e produzir hibridos
altamente heterdticos (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 séo distintas no nome e na
morfologia, portanto é inesperado que os resultados deste estudo demostrem redundancia
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entre elas. A identificacdo de duplicatas em cole¢bes é comum (RIBEIRO et al., 2011;
GROSS et al., 2012). Provavelmente, isso ocorre devido as trocas de materiais entre
produtores, onde no novo local o genétipo 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).

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 feijdo-caupiempregam uma quantidade consideravel de locos marcadores (ALl et al.,
2015; CHEN et al., 2017A CHEN et al., 2017b). Contudo, h& pesquisas que s&o
conduzidas com baixo nimero de marcadores, a exemplo, do estudo com 19 acessos de
feijdo-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 genotipos

de feijao-caupi.

Tabela 4 - Agrupamento em populagdes (POP) de 53 gendtipos de feijao-caupi pelo método de otimizagédo
de Tocher, com base similaridade de Jaccard.

POP Gendtipos Distancia média

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

P1 (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); 0,6
Manteguinha Liso (17,1); Mudubim de Rama (9,1) Quarentdo
(2,2); Ceara Caupi (10,2); Quarentdo (2,3)

P3 Quarentdo (2,4); Manteigéo (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
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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); Manteigéo (11)

P15 Manteigdo (11,1); Manteigéo (11,2); Arigo (12); Arig6 (12,1); 1,0

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

Pelo método de agrupamento de Tocher, baseado na similaridade de Jaccard, 0s
44 gendtipos 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%) gen0tipos, respectivamente.
Os demais grupos foram compostos por dois genotipos. Conforme analise de Tocher
modificado, as 15 populacbes foram separadas em dois grupos (Tabela 5). A populacédo
1 compés singularmenteo grupo 11, mostrando que os gendtipos alocados neste grupo sao
intimamente relacionados entre si e dissimilares dos gendétipos presentes no conjunto
formado pelas outras 14 populag¢bes(grupo I).

Observou-se que dentre os 15 grupos formados pelo método de otimizacdo de
Tocher, dois apresentaram grande quantidade de gendtipos. 1sso é uma caracteristica deste
método, conforme Vasconcelos et al. (2007), 0 método de otimizacdo Tocher retne varios
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 em um mesmo grupo reflete a variabilidade reduzida dos
individuos, que néo é significativapara promover a separacdo em mais grupos (ARAUJO
etal., 2017).

Tabela 5 — Agrupamento, gerado pelo Tocher Modificado, das 15 populagdes de feijao-caupiidentificadas
pelo método de otimizac&o de Tocher, com base na similaridade de Jaccard.

Grupos Populagdes Distancia
meédia
| P2, P3, P4, P5, P6, P7, P8, P9, P10, P11, P12, P13, P14, 0,191
P15
I Pl 0,00
Ix1l - 0,49
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Embora tenham usados os mesmos valores de distancia genética (D?), os métodos
de agrupamento UPGMA e de otimizag&o de Tocher ndo foram totalmente concordantes
entre si noagrupamento dos genotipos. Esta discrepancia se deve a maneira distinta de cada
método realizaro calculo da variabilidade genética (BUTTOW et al., 2010). Dentre estes
métodos, o UPGMA possibilita uma melhor caracterizacdo genotipica, identificando
assim, 0s acessos mais proximose 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 0s
métodos de agrupamento sdo eficientes na discriminacgéo de gendtipos peladissimilaridade
genética como relatado em estudos anteriores (NARDINO et al., 2017; SIMON 4al.,
2012). Isso permite identificar os individuos que apresentam elevada distancia genética e
utiliza-los como genitores, a fim de elevar a probabilidade de alcancar populagdes com
ampla variabilidade genética (POLETINE et al., 2016).

E importante destacar que conforme os dois métodos utilizados (UPGMA e
Otimizacdode Tocher), os genoétipos nao agruparam fielmente com base no local de
origem, evidenciandoa existéncia de ampla divergéncia entre genoétipos de mesma
procedéncia. Observagdes similares, mas com base em caracteres morfoagronémicos,
mostraram que genotipos de feijdo- caupi ndo foram reunidos por local de coleta
(NASCIMENTO et al., 2022). De um ponto de vista pratico, a falta de correspondéncia
no agrupamento pelo local de coleta pode ser explicadapelo intenso intercdmbio de
sementes que ocorre entre 0s pequenos produtores e pela comercializagdo 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 relagBes 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 ACP apresentada Figura 3, refere-se a dispersdo biplot dos 15 grupos
identificados pelo métodode otimizacdo de Tocher.

As duas primeiras coordenadas principais confirmaram a existéncia de alta
variabilidadeentre os 53 gendtipos de feijao-caupi, pois houve elevada dispersao no
espaco bidimensional (Figura 2). Tais resultados sdo concordantes com o dendrograma
apresentado na Figura 1 e coma andlise de agrupamento de Tocher (Tabela 3), os quais

também demostraram variabilidade genética elevada.
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A anédlise de coordenadas principais dos 15 grupos gerados pelo método de
otimizacdode Tocher, confirmou que o grupo 1, formado pelo Manteguinha Vermelho
(1), Manteguinha Roxo (3,1), Manteguinha (6,2) e Costela de Vaca (8,1) € altamente
dissimilar dos demais grupos, corroborando com o agrupamento de Tocher Modificado
(Tabela 4). Contudo, essas duas analises 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 segregacdo das 15 popula¢fes em quatro grupos.

Figura 2 - Dispersdo gréafica entre os 53 gendtipos de feijdo-caupi reveladas pela anélise de coordenadas
principais, com base na similaridade de Jaccard.
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Em feijdo-caupi a variacdo molecular ja foi explicada por coordenadas principais.
Chenet 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 explicacao (55,3%) e separou 0s acessos em grupos com base
na origem geogréafica. A segunda coordena também demostrou a formacédo de grupos por
procedéncia geogréafica, porémcom algumas misturas. Nas analises deste estudo, utilizou-
se apenas as duas primeiras coordenadas para explicar a variacdo dos dados. Uma
interpretacdo Util da andlise de coordenadas principais € que a mudanca percentual total

nos dados é explicada pelas coordenadas principais (CP), sendo cada CP uma combinagéo
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linear da variavel original (JOLLIFFE; CADIMA, 2016). No entanto, todas as
coordenadas nao séo normalmente usadas,devido a maioria dos padrdes de variacdo dos
dados serem limitados a CP1 e CP2, que podemser resumidos em graficos de dispersédo

biplot (LEVER et al., 2017), conforme apresentado neste estudo.

Figura 3 - Dispersao grafica das 15 populacdes de feijdo-caupi identificadas pelo método deotimizacao
de Tocher, com base na similaridade de Jaccard.
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De uma forma geral, os marcadores microssatélites utilizados neste estudo
possibilitaram a verificacdo de resultados interessantes, pois em todas as analises
realizadas constatou-se variabilidade genética entre os 53 genotipos e a formacdo de
grupos distintos. Os resultados dos agrupamentos sdo importantes, pois mostra ao
melhorista quais acessos sdo maisconvergentes ou divergentes. Os convergentes sdo
aqueles acessos que se encontram dentro domesmo grupo, com baixa distancia genética
entre si. Ja 0s acessos divergentes, sdo aqueles que encontrados dentro de grupos
diferentes, os quais apresentam grande distancia genética (BOREM; MIRANDA, 2013).

CONCLUSAO
A variabilidade entre os genotipos de feijao-caupi € alta e é eficientemente detectada

por marcadores microssatélites.
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A colegdo 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 feijdo-caupi.
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