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RESUMO

O feijao-caupi (Vigna unguiculata (L.) Walp.) ¢ uma cultura de grande importancia
socioeconomica e alimentar no Brasil, especialmente na regido Nordeste, destacando-se por sua
otima adaptabilidade a diferentes condi¢des ambientais e pelo elevado valor nutricional. No
entanto, a produtividade da cultura ainda ¢ limitada em algumas regides, evidenciando a
necessidade de avangos nos programas de melhoramento genético da cultura. Nesse sentido, o
estudo da variabilidade genética constitui uma etapa importante para a identificacao e seleg¢ao
de genitores superiores e divergentes, contribuindo para a formacao de populagdes com maior
variabilidade e, consequentemente, aumentando a eficiéncia dos programas de melhoramento
genético. Assim, o presente trabalho teve como objetivo confirmar a hibridagcdo de progénies
F1, avaliar a diversidade genética em populacdes F1 e F2 de feijao-caupi utilizando marcadores
moleculares do tipo ISSR e avaliar o potencial da técnica de PCR multiplex associada a
eletroforese capilar utilizando marcadores SSR. Foram avaliados sete genitores, oito progénies
F1 e 97 individuos da populagdo F2. O DNA genomico foi extraido a partir de folhas jovens e
posteriormente submetido as rea¢des de PCR para amplificacdo dos marcadores ISSR e SSR.
Cinco progénies F1 previamente selecionadas tiveram suas hibridagdes confirmadas por meio
de sete marcadores ISSR, os quais permitiram identificar bandas polimorficas herdadas do
genitor masculino e distinguir hibridos verdadeiros de possiveis individuos autofecundados. A
formacdo de agrupamentos distintos observada na populagdo F2 evidencia variabilidade
genética entre os individuos. Quatro individuos destacaram-se por apresentarem maior
divergéncia genética em relagcdo aos demais materiais avaliados, demonstrando potencial para
avango nas proximas geragoes de sele¢do. Adicionalmente, a técnica de PCR multiplex
associada a eletroforese capilar demonstrou potencial para identificacdo de alelos em feijao-
caupi, embora sejam necessarios ajustes metodologicos e otimizagdo das condi¢des
experimentais para maior eficiéncia e padronizagdo das andlises. Assim, conclui-se que os
marcadores do tipo ISSR foram eficientes na caracterizacdo molecular, deteccao de
variabilidade genética e confirmacao de hibridos em feijao-caupi, evidenciando o potencial da

geracdo F2 como fonte de variabilidade para programas de melhoramento genético da cultura.

Palavras-chave: progénie; caracterizacdo molecular; PCR; variabilidade genética.



ABSTRACT

Cowpea (Vigna unguiculata (L.) Walp.) is a crop of great socioeconomic and nutritional
importance in Brazil, particularly in the Northeast region, due to its excellent adaptability to
diverse environmental conditions and its high nutritional value. However, crop productivity
remains limited in some regions, highlighting the need for advances in cowpea breeding
programs. In this context, the assessment of genetic variability is an essential step for
identifying and selecting superior and genetically divergent parents, contributing to the
development of populations with greater genetic variability and, consequently, improving the
efficiency of breeding programs. Therefore, the present study aimed to confirm the
hybridization of F1 progenies, evaluate the genetic diversity of F1 and F2 cowpea populations
using ISSR molecular markers, and assess the potential of multiplex PCR associated with
capillary electrophoresis using SSR markers. Seven parental genotypes, eight F1 progenies, and
97 individuals from the F2 population were evaluated. Genomic DNA was extracted from
young leaves and subsequently subjected to PCR amplification using ISSR and SSR markers.
The hybrid status of five previously selected F1 progenies was confirmed using seven ISSR
markers, which enabled the identification of polymorphic bands inherited from the male parent
and the discrimination of true hybrids from potential self-pollinated individuals. The formation
of distinct clusters in the F2 population revealed the existence of genetic variability among the
individuals. Four individuals exhibited the greatest genetic divergence compared with the
remaining materials evaluated, indicating their potential for advancement in subsequent
selection generations. In addition, multiplex PCR associated with capillary electrophoresis
showed potential for allele identification in cowpea, although methodological adjustments and
optimization of the experimental conditions are still required to improve the efficiency and
standardization of the analyses. Overall, ISSR markers proved to be effective for molecular
characterization, genetic diversity assessment, and hybrid confirmation in cowpea, highlighting
the potential of the F2 population as a valuable source of genetic variability for cowpea breeding

programs.

Keywords: progeny; molecular characterization; PCR; genetic variability.
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1 INTRODUCAO

O feijao-caupi (Vigna unguiculata (L.) Walp.) ¢ uma espécie que apresenta uma
grande plasticidade fenotipica (Freire Filho et al., 2011). Essa caracteristica proporciona a
espécie adaptar a sua fisiologia ou morfologia de acordo com as condi¢des do ambiente em que
¢ cultivada. O Brasil ¢ um pais biodiverso, apresentando uma infinidade de tipos de solos e
microclimas, e, portanto, varios ambientes. Gragas a adaptabilidade e estabilidade de produgao
do feijdo-caupi, a cultura ¢ cultivada na maioria dos municipios brasileiros (Conab, 2023). Por
apresentar ampla adaptabilidade a diferentes condi¢des edafoclimaticas, o feijdo-caupi destaca-
se como uma cultura de interesse para programas de melhoramento genético, que visam
desenvolver cultivares com maior produtividade, resisténcia a pragas e doengas, tolerancia a
estresses bioticos e abioticos, além de caracteristicas agrondmicas e comerciais que atendam as
demandas dos produtores ¢ do mercado consumidor.

Com o avango da pesquisa e o advento da biologia molecular em que se permite a
manipulacdo direta do DNA em laboratdrio, as diferentes metodologias da genética molecular,
principalmente os marcadores de DNA, apresentam varias aplicagdes para resolver problemas
e aumentar a eficiéncia dos programas de melhoramento (Bonett et al, 2006). Entre os
diferentes tipos, os marcadores ISSR (/nter Simple Sequence Repeat) destacam-se como uma
estratégia eficiente para os estudos de diversidade genética, ndo necessitando conhecer
previamente a sequéncia genomica da espécie em questdo, visto que sdo de natureza dominante
(Felix et al., 2020). Além disso, tém elevado polimorfismo, boa reprodutibilidade e baixo custo
(Costa et al., 2015). Por outro lado, os marcadores SSR (Simple Sequence Repeat) sdo de
natureza codominante, com abundancia e uniformidade na distribuicdo dentro do genoma
(Santhy et al., 2023).

Contudo, as informagdes obtidas por esses marcadores ndao substituem as
informacdes provenientes dos caracteres morfoagronomicos (Faleiro ef al., 2007). Dessa forma,
informagdes obtidas por meio de caracteres morfologicos e de marcadores moleculares sao
utilizadas como ferramentas que se complementam na avaliacdo da diversidade genética de
determinada populacao, tornando a avaliagdo mais completa, precisa ¢ mais rapida (Rick &
Yoder, 1988).

Portanto, estudar a variabilidade genética de espécies cultivadas, variedades e
populacdes obtidas por meio de cruzamentos € importante, principalmente, para selecionar
individuos que possam apresentar caracteristicas de interesse e contribuir para programas de

melhoramento genético. Assim, este projeto parte da hipdtese de que as populagdes F1 e F2 de
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feijdo-caupi apresentam variabilidade genética detectavel por marcadores ISSR, permitindo a
distin¢do entre genitores e progénies, enquanto os marcadores SSR associados a PCR multiplex

e a eletroforese capilar possibilitam a identificacao preliminar de alelos na populacgao avaliada.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a diversidade genética de populagdes F1 e F2 de feijdo-caupi utilizando
marcadores ISSR e avaliar a eficiéncia da amplificacdo de marcadores SSR em PCR multiplex

associada a eletroforese capilar.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1.  Confirmar a hibridag¢do das progénies F1 de feijao-caupi por meio da caracterizacao
genética dos genitores e das progénies utilizando marcadores ISSR;

2. Avaliar a variabilidade genética da populagdo F2 por meio de marcadores ISSR;

3. Avaliar a eficiéncia de amplificagdo de marcadores SSR em PCR multiplex associada a
eletroforese capilar;

4.  Identificar individuos geneticamente divergentes, com potencial para uso em programas

de melhoramento do feijao-caupi.
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 Importancia e variabilidade genética do feijao-caupi

O feijao-caupi (Vigna unguiculata (L.) Walp.) é uma leguminosa herbacea e
dicotiledonea, classificada na ordem Fabales, familia Fabaceae, tribo Phaseoleae e género
Vigna, apresentando ampla distribuicao geografica, sendo predominantemente encontrada em
regides tropicais da Africa, Asia e Américas (Padulosi; Ng, 1997). Na América do Sul, o feijdo-
caupi foi introduzido no século XVI por colonizadores europeus e espanhéis na época da
escravatura, e, no Brasil, seu cultivo iniciou-se pelo Estado da Bahia e, posteriormente, se
expandiu para outras regides do Nordeste, onde ¢ conhecida popularmente como feijao-de-
corda ou feijdo macassar (Freire Filho, 1988).

O feijdo-caupi ¢ considerado uma das culturas alimentares mais importantes do
mundo devido a sua qualidade nutricional (Costa et al., 2006), principalmente quanto aos teores
de proteina, ferro e zinco, além de um baixo teor de gordura (Carvalho et al., 2017; Jayathilake
et al., 2018). Ele constitui a base da alimentagdo da populagdo brasileira, além de ser um dos
produtos agricolas de grande valor econdmico (Costa et al., 2006).

Além dos fatores alimenticios, a cultura tem seu apelo agrondmico, principalmente
pelo seu ciclo fenologico considerado mais curto, que possibilita a adequacao do seu plantio
dentro de uma janela de tempo menor, sem ter que renunciar a produgao de outros graos ainda
no mesmo ano-safra (Conab, 2025). A cultura também vem se destacando devido a sua
tolerancia a seca e sua capacidade de fixagdo de nitrogénio, além da possibilidade de fazer
cultivos consorciados (Gerrano et al., 2020). Por isso, o feijao-caupi ¢ a leguminosa anual mais
cultivada em regides tropicais secas do planeta (Boukar et al., 2019). Sendo assim, o cultivo do
feijdo-caupi tem importante papel na complementacdo da renda, diversificacdo de cultivos e
seguranca alimentar das populagdes (Feitosa et al., 2015).

No Brasil, além da relevancia alimentar e agrondmica, o feijdo-caupi apresenta
expressiva importancia economica, sendo destinado a diferentes segmentos de mercado, como
graos secos, feijdo verde (vagem e graos) e sementes (Freire Filho ef al., 2005). Na safra de
24/25, a produgao total de feijado-caupi foi de 614,8 mil toneladas, colhidas em 1.259,2 mil
hectares, com uma produtividade média de 488 kg/ha. Nesta mesma safra, a producao de feijao-
caupi na regido Nordeste foi de 377,3 mil toneladas, o que representa 61% da producao do pais.
Entre os estados nordestinos, o Ceara se destaca por apresentar a maior area plantada (334,6

mil hectares), porém, registra uma das menores produtividades do pais (195 kg/ha), valor abaixo
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da média nacional, devido ao baixo nivel tecnoldgico empregado e dependéncia climatica
(Conab, 2025).

Assim, o feijao-caupi contribui ndo sé para a seguranga alimentar de milhoes de
pessoas, como também para a fertilidade do solo e geracao de emprego e renda (Kulkarni et al.,
2018). Globalmente, a area colhida, a produgdo e o rendimento de graos secos de feijdo-caupi
tém aumentado nos ultimos anos, sendo a Africa responsavel pela maior parte da produgao
mundial, seguida pela Asia, Américas ¢ Europa (Faostat, 2024). Esse cenério refor¢a a
importancia da cultura e o crescente interesse pelo seu cultivo, especialmente devido a elevada
adaptabilidade da espécie e aos avangos do melhoramento genético.

O feijdo-caupi ¢ uma espécie diploide (2n = 22), com genoma estimado em 641
Mbp (Lonardi et al., 2019). Em fung¢do da alta taxa de autofecundacgao (> 95%), apresenta uma
base genética estreita (Boukar et al., 2020). Esse mecanismo reprodutivo ¢ favorecido pela
protecdo dos orgdos reprodutivos pelas pétalas, associada a ocorréncia de protoginia,
caracterizada pela maturacdo do gineceu antes do androceu, e de cleistogamia, na qual a
polinizacao ocorre antes da abertura da flor (Freire Filho; Ribeiro, 2023). Apesar da baixa taxa
de fecundagado cruzada, que varia conforme o ambiente e o genotipo, esse processo possibilita
a geracao de materiais genéticos distintos (Freire Filho; Ribeiro, 2023), contribuindo para a
formagdo do germoplasma nacional. Atualmente, o germoplasma brasileiro € constituido por
materiais crioulos, tradicionais e melhorados (cultivares e linhagens) (Freire Filho et al., 2011).

Embora a base genética do feijao-caupi seja estreita, a variabilidade genética tem
sido mantida e aumentada ao longo do tempo por meio de mutagdes génicas, recombinagdes e
pela introducao de germoplasma diverso em programas de melhoramento (Boukar et al., 2020;
Freire Filho ef al., 2011; Borém, Miranda, 2013). Essa variabilidade ¢ essencial para que se
expressem caracteristicas de interesse agrondmico, como produtividade, adaptagdo a diferentes
condi¢des edafoclimaticas, resisténcia a estresses bidticos e abidticos e melhoria da qualidade
nutricional (Freire Filho; Ribeiro, 2023). Em um programa de melhoramento, uma grande e
diversificada colecdo de germoplasma ¢ uma fonte preciosa de possiveis genitores para
cruzamentos e, posteriormente, o desenvolvimento de variedades melhoradas (Chheda;
Fatokun, 1982). Sendo assim, a caracterizagdo e geracdo da variabilidade genética constitui
uma etapa fundamental para auxiliar as estratégias de melhoramento, especialmente na

obteng¢do de populagdes segregantes com maior potencial de selecao.

3.2 Melhoramento genético e obtencio de populacdes segregantes


https://www.frontiersin.org/journals/plant-science/articles/10.3389/fpls.2020.567425/full#B17
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Um programa de melhoramento de plantas tem como objetivo principal melhorar a
adaptabilidade, estabilidade, produtividade das plantas cultivadas, além de torna-las mais
resistentes a doengas e pragas, atendendo as necessidades dos produtores (Freire Filho; Ribeiro,
2023). No caso do programa de melhoramento genético do feijado-caupi, devido a sua
importancia socioeconOmica, ¢ importante integrar interesses de pequenos agricultores
familiares e empresariais, permitindo que se tenha um sistema integrado entre produtor,
comerciante, agroindustria, distribuidor, consumidor e exportador (Embrapa, 2016).

O melhoramento genético do feijao-caupi no Brasil iniciou-se em 1925 com um
estudo pioneiro, onde fez-se a caracterizagao e avaliacdo de 12 cultivares dessa espécie (Lobbe,
1925). De 1968 a 2020, com o avango da pesquisa no pais, ja foram lancadas 84 cultivares de
feijdo-caupi por meio do melhoramento genético, cultivares estas mais adaptadas as condigdes
ambientais, apropriadas para um cultivo totalmente mecanizado, com ciclo de matura¢ao mais
precoce e uniforme, além da melhoria genética dos graos (Freire Filho; Ribeiro, 2023; Embrapa,
2016). Nesse contexto, no estudo de Tomaz et al. (2022), ao avaliarem 12 genotipos em quatro
diferentes ambientes, concluiram que as cultivares BRS Pajet e BRS Potengi seriam
recomendadas para o estado do Cear4, por apresentarem maiores produtividades de graos secos,
além de adaptabilidade e estabilidade, destacando-se na maioria dos componentes de producao,
sendo a varidvel numero de vagens por planta a de maior efeito sobre a produtividade de graos.

O melhoramento de uma espécie pode ser feito por sele¢do no germoplasma ja
existente, introducdo de germoplasma, cruzamentos entre genétipos, sendo as técnicas
moleculares importantes ferramentas de apoio para aumentar a eficiéncia dos programas de
melhoramento (Freire Filho; Ribeiro, 2023). Dentre as estratégias de melhoramento, a
hibridagdo entre gendtipos constitui uma importante fonte de geracao de variabilidade genética,
especialmente em espécies autdgamas como o feijao-caupi. Nesses casos, os cruzamentos sao
realizados de forma artificial, com o objetivo de recombinar alelos de interesse presentes nos
genitores (Borém; Miranda, 2013). A geragdo F1 resultante desses cruzamentos tende a
apresentar uma uniformidade genética, enquanto a geracao F2, obtida por autofecundacao da
F1, caracteriza-se por apresentar maior segregagdo genética e fenotipica devido ao maior
nimero de recombinagdes alélicas possiveis, o que possibilita a selecdo de individuos
superiores ou com as caracteristicas de interesse (Borém; Miranda; 2013). Dessa forma, a
obten¢do da geracdo F2 ¢ considerada uma das etapas mais importantes nos programas de
melhoramento, uma vez que retém maior variabilidade genética. Além disso, a utilizacdo de
marcadores moleculares vem avangando nas pesquisas com o feijdo-caupi e tem contribuido

significativamente para a confirmacao de hibridos F1 e para o acompanhamento da segregacao
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e diversidade nas geragdes posteriores, aumentando a eficiéncia do processo seletivo (Borém;
Miranda, 2013).

Khajudparn et al (2012), ao estudarem feijao-mungo por meio da analise molecular
com marcadores ISSR, puderam diferenciar os hibridos F1 de seus genitores, confirmando a
hibridacao e a eficacia desses marcadores nesse tipo de andlise. Pessoa et al (2025a), ao estudar
a divergéncia genética entre acessos de feijdo-caupi usando caracteristicas fenotipicas,
moleculares e nutricionais, detectaram variabilidade genética entre estes e identificaram 11
acessos como potenciais genitores para hibridagao e uma geragao segregante subsequente capaz
de apresentar expressdes fenotipicas favoraveis para outros caracteres agrondmicos. Aradjo et
al (2019), ao analisar a diversidade de 8 variedades locais de feijdo-caupi por meio de
marcadores ISSR, sugeriram cruzamentos entre os genodtipos mais divergentes, Cojo e Boi
Deitado, na geragdo de populagdes segregantes. Kalluru et al. (2022), ao estudar a variabilidade
genética em uma populacdo F3 de hibridos interespecificos de feijao-caupi obtidos por
cruzamento artificial, puderam confirmar o sucesso da hibridagdo. Nascimento et al. (2023)
encontraram alta variabilidade genética na caracterizacdo genotipica de 53 acessos de feijao-
caupi. Mafakheri ef al. (2017), ao analisarem 32 genotipos de feijdo-caupi por meio de
marcadores microssatélites e dados morfologicos, verificaram que hé diversidade genética entre
os materiais, destacando que a combinacdo desses dados ¢ uma ferramenta altamente
informativa, eficiente e precisa para a deteccdao da diversidade genética no germoplasma da
espécie.

Assim, torna-se interessante que a caracterizagdo dos individuos seja
complementada com o auxilio de marcadores moleculares, os quais tém a capacidade de
analisar de forma ampla o genoma, sem a influéncia do ambiente e, dessa forma, gerar
informagdes baseadas na variabilidade genética (Ouborg et al., 1999). Nesse sentido, a
avaliacdo molecular constitui uma abordagem viavel e segura para a identificacdo e selecao de
individuos divergentes de feijado-caupi, sendo de facil aplicagdo em programas de

melhoramento e na distingdo entre genotipos (Pessoa et al., 2025a).

3.3 Marcadores moleculares: estratégias de analise e aplicacdo no estudo da diversidade

genética

3.3.1 Marcadores moleculares
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Os primeiros marcadores genéticos comumente empregados em estudos de
diversidade genética foram os morfologicos devido a sua natureza herdavel, visivel e
determinével (Ipgri, 1996). Esses marcadores morfologicos podem ser avaliados em diferentes
ambientes, permitindo a selecdo de caracteristicas desejaveis para uso nos cruzamentos em
programas de melhoramento (Oliveira ef al., 2021). Entretanto, o ambiente pode influenciar a
expressao dessas caracteristicas, devido a interacdo gendtipo x ambiente, o que pode levar a
equivocos na interpretacdo dos resultados (Bered et al., 1997). Com os avangos na biologia
molecular, surgem os marcadores moleculares, que permitem a analise direta do genotipo, sem
depender da expressdo fenotipica, eliminando a influéncia do ambiente (Toppa; Jadoski, 2013).
Por isso, o uso de marcadores moleculares se destaca como uma ferramenta promissora na
detec¢do de polimorfismo e na estimativa da diversidade genética de individuos, permitindo a
selecdo mais precisa de genitores contrastantes (Boukar ef al., 2019).

Os marcadores moleculares sdo variagdes no DNA que podem ou ndo estar
fisicamente associadas a genes envolvidos no controle de caracteristicas, permitindo a distingao
entre individuos contrastantes, € sdo classificados como marcadores codominantes ou
dominantes (Silva, 2019; Souza, 2019). Os codominantes permitem distinguir individuos
homozigotos e heterozigotos, enquanto os dominantes nao o sdo, identificando apenas presenga
ou auséncia de um determinado alelo (Oliveira et al., 2021). O uso de marcadores moleculares
no melhoramento vegetal apresenta ampla aplicabilidade, desde estudos de diversidade genética
e evolucdo, andlise de pedigree, mapeamento genético, recuperacdo do genoma recorrente em
programas de retrocruzamentos, selecdo assistida de caracteristicas de interesse agronomico até
a orientagdao do melhorista na escolha de genitores (Souza, 2019; Borém; Miranda, 2013).

Diversos tipos de marcadores moleculares tém sido utilizados em programas de
melhoramento, incluindo RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA), AFLP (Amplified
Fragment Length Polymorphism), ISSR (Inter Simple Sequence Repeat) e SSR (Simple
Sequence Repeat), cada um com particularidades quanto a reprodutibilidade, custo e nivel de
polimorfismo detectado (FALEIRO, 2007). Dentre estes, os marcadores moleculares do tipo
ISSR e SSR tém sido amplamente utilizados em estudos de diversidade genética em feijao-
caupi (Sahu et al., 2026; Lioi et al., 2021; Sarr et al., 2020), sendo considerados ferramentas
eficientes e precisas para detectar variabilidade genética na espécie (Diallo et al., 2024). Ambos
utilizam a técnica da PCR (Polymerase Chain Reaction) para amplificar regides de DNA, desde
que tenham acesso a uma fita de DNA molde, desoxirribonucleotideos e oligonucleotideos
utilizados como iniciadores pela enzima polimerase (Medeiros; Cardoso; Ferreira, 2006). A

separacao e visualiza¢ao dos produtos amplificados ¢ feita, principalmente, por eletroforese em
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gel de agarose ou poliacrilamida (Faleiro, 2007). Para marcadores ISSR, os dados sdo
convertidos em matrizes binarias baseadas na presenga (1) ou auséncia (0) de bandas para
posterior analises (Wolfe, 2005). J& para os SSR, ¢ possivel identificar diferentes alelos,
permitindo analises mais detalhadas da diversidade genética dos individuos (Diallo et al.,

2024).

3.3.2 Marcadores ISSR (Inter Simple Sequence Repeats)

Os marcadores ISSR baseiam-se na amplificacdo de regides do DNA localizadas
entre sequéncias microssatélites, utilizando primers ancorados em repeticdes simples (Silva,
2013). Possuem, geralmente, 16-20 pb de comprimento e produzem varios fragmentos de DNA
com diferentes tamanhos (Faleiro, 2007). Apresentam ampla utilizagdo por serem universais,
ou seja, ndo ha a necessidade de conhecimento prévio de dados de sequéncia de DNA para o
desenho do primer, geram alto conteudo de informagdo genética e sdo altamente polimorficos;
além de possuirem menor custo por serem dominantes; entretanto, ndo permitem a distingdo
entre individuos heterozigotos e homozigotos (Faleiro, 2007; Almeida et al., 2009; Wang et al.,
2009). Os marcadores ISSR tém sido amplamente utilizados em estudos de avaliagdo da
diversidade genética, estrutura populacional e relagdes genéticas entre genotipos em diversas
espécies.

Para estudo de diversidade genética, o uso de marcadores ISSR apresentam muitas
vantagens, como alta reprodutibilidade e simplicidade nas andlises, sendo particularmente,
indicados para uso em analises com muitos individuos amostrados (Tantasawat ef al., 2010).
Asadova et al. (2024), avaliaram a diversidade genética de 28 acessos da colecdo de feijao-
caupi utilizando cinco marcadores ISSR, que apresentaram indice de polimorfismo de 75%.
Com base na andlise de coordenadas principais (PCoA) e no dendrograma, os autores
concluiram que os marcadores ISSR foram eficientes para avaliar a diversidade genética,
permitindo distinguir trés grupos geneticamente distintos dentro da cole¢@o e detectar amostras
em duplicatas. Santos et al. (2025) avaliaram a diversidade genética de 10 acessos do Banco
Ativo de Germoplasma (BAG) de feijao-caupi da Universidade Federal do Ceard, utilizando
marcadores ISSR. Os autores observaram um indice de polimorfismo de 67,62%. Além disso,
por meio da analise de agrupamento, foram identificados quatro grupos de similaridade
genética, concluindo que os marcadores ISSR demonstraram eficiéncia na detec¢do de

variabilidade genética dentro dos acessos estudados.
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3.3.3 Marcadores SSR (Simple Sequence Repeats)

Os marcadores SSR, ou microssatélites, sdo derivados de pequenas sequéncias
repetidas em tandem, ou seja, uma ap6s a outra, de 1 a 6 nucleotideos (Borém, Miranda, 2013;
Souza, 2015). Diferente dos ISSR, os marcadores SSR exigem conhecimento prévio da
sequéncia de DNA que flanqueia o SSR, a fim de possibilitar o desenho dos primers especificos
(Costa, 2015). Tém como principais vantagens a codominancia, permitindo distinguir
heterozigotos ¢ homozigotos, o alto nivel de polimorfismo, alta reprodutibilidade, além da
possibilidade de detectar multiplos microssatélites (realizando uma PCR multiplex),
otimizando assim o trabalho laboratorial (Faleiro, 2007).

Os marcadores SSR tém sido amplamente empregados na avaliacdo da diversidade
genética, constru¢do de mapas genéticos e identificacdo de gendtipos superiores, devido a sua
alta capacidade discriminatoria (Diallo et al., 2024). Uma et al. (2011), avaliaram nove
gendtipos de feijdo-caupi por meio de 36 marcadores SSR, para identificar genotipos resistentes
a ferrugem do feijoeiro (Uromyces appendiculatus). Foram identificados 11 alelos polimorficos
no total, sendo que cinco marcadores produziram bandas heterozigotas e um marcador gerou
uma banda exclusiva para apenas um dos genotipos, tornando-o util para estudos de
introgressao assistida por marcadores. Por meio da andlise do dendrograma, os gen6tipos foram
agrupados em sete grupos, mostrando correlacdo com sua origem geografica e distinguindo as
cultivares das variedades locais. Com base nesses resultados, os autores concluiram que os
marcadores SSR servem como base para trabalhos futuros de identificagao de genes associados
a resisténcia a doengas e a caracteres agrondmicos, bem como para a constru¢cao de mapas de

ligagdo em feijdo-caupi.

3.3.3.1 PCR multiplex e eletroforese capilar com marcadores SSR

A PCR multiplex ¢ uma varia¢do da PCR convencional desenvolvida em 1988, que
se baseia na amplificacdo simultinea de diferentes regides do DNA em uma unica reagdo, sendo
uma estratégia eficiente para otimizar analises com marcadores SSR, reduzindo custos, tempo
e consumo de reagentes (Chamberlain ef al., 1988; Guichoux et al., 2011). Para que nao haja
sobreposi¢cdo no momento da amplificacao e se obtenha éxito na anélise, € preciso realizar uma
selecdo cuidadosa dos marcadores que serdo utilizados, considerando a diferenca na marcacao
com fluordforos e tamanhos de fragmentos a serem amplificados (Guichoux ef al., 2011; Shen,

2023). Os marcadores também devem apresentar faixas de temperatura de anelamento
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semelhantes (Shen, 2023), para serem utilizados concomitantemente.

A combinacdo da PCR multiplex com a eletroforese capilar torna-se uma
ferramenta poderosa, pois permite a amplificagdo simultanea de multiplos loci, aliada a elevada
resolucao na analise dos fragmentos (Guichoux et al., 2011). A eletroforese capilar baseia-se na
migragdo dos fragmentos de DNA em capilares preenchidos com polimeros, possibilitando a
separagdo automatizada e precisa do tamanho dos alelos (Queiroz; Jardim, 2018). Em
comparagdo com a eletroforese convencional, a eletroforese capilar apresenta maior
sensibilidade, reprodutibilidade e capacidade de discriminar fragmentos que diferem em poucos
pares de bases (Smith; Nelson, 2004). Assim, a combinagdo dessas estratégias tem a capacidade
de reduzir tempo, custos, trabalho e mao de obra, auxiliando os melhoristas em todo o processo

de selecdo e caracterizagdo nos programas de melhoramento.
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4 MATERIAL E METODOS
4.1 Caracterizacio molecular e confirmacio da hibridacao das progénies F1

4.1.1 Material vegetal e cruzamentos

Foram avaliados sete genitores e oito progénies F1 (Figura 1). As progénies foram
obtidas a partir de cruzamentos realizados pelo programa de melhoramento de feijado-caupi da
Universidade Federal do Ceard (UFC), no periodo de agosto de 2020 a marco de 2021, os quais
foram realizados por meio de polinizagdo manual, com sincroniza¢do do florescimento dos
genitores mediante semeaduras em momentos diferentes, conforme metodologia descrita por
Pessoa et al. (2025b). Dentre os genitores, trés sdo cultivares desenvolvidas pela Embrapa
Meio-Norte: CE-942, CE-943 e CE-978; as demais linhagens (CE-02, CE-957, CE-999, CE-
1002) foram introduzidas no Banco Ativo de Germoplasma da UFC (BAG-UFC). Foram
incluidas, como testemunhas, uma cultivar desenvolvida pela Embrapa Meio Norte (BRS
Pujante) e duas variedades coletadas junto a produtores de feijdo verde: Paulistinha e Pingo de

Ouro, totalizando 18 individuos avaliados (Tabela 1).

Figura 1 — Genitores e progénies F1 resultantes dos cruzamentos.
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Fonte: autora, 2021.
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Tabela 1 — Informacdes gerais dos genotipos de feijdo-caupi.

21

o .
1\,1 . Gemtore~s ¢ Identificacio Porte da planta Classe/subclasse Cor do grao
Genotipos Populacdes
1 CE-02 Bengala Semi-prostado Cores/mulato Marrom
MNC-01-627D-
2 CE-957 651 Ereto Branco/Branco liso Branco
MNC-03-720-C-
3 CE-999 31 Ereto Branco/Fradinho Branco
MNC-01-627F-
4 CE-1002 145 Ereto Branco/Branco Branco
5 CE-942 BRS Jurua Semi-prostado Cores/Verde Verde
6 CE-943 BRS Aracé Semi-prostado Cores/Verde Verde oliva
BRS )
7 CE-978 Semi-ereto Branco/Branco liso Branco
Tumucumaque
Populacio F1
8 999 X 02 Cruzamento entre os genitores CE-999 e CE-02
9 943 X 1002  Cruzamento entre os genitores CE-943 e CE-1002
10 02 X 957 Cruzamento entre os genitores CE-02 ¢ CE-957
11 942 X 999  Cruzamento entre os genitores CE-942 ¢ CE-999
12 957 X 1002  Cruzamento entre os genitores CE-957 e CE-1002
13 02 X 978 Cruzamento entre os genitores CE-02 e CE-978
14 999 X 943 Cruzamento entre os genitores CE-999 ¢ CE-943
15 942 X 1002  Cruzamento entre os genitores CE-942 ¢ CE-1002
Testemunhas
16 BRS Pujante  BRS Pujante (variedade comercial)
17 Paulistinha  Paulistinha (variedade produtor)
18 Pingo de ouro  Pingo de ouro (variedade produtor)

Fonte: autora, 2025.

4.1.2 Coleta de folhas e extracio de DNA

Foram semeadas trés sementes de cada genotipo em vasos com capacidade de trés

litros, contendo substrato, onde permaneceram até a emissao do primeiro trifolio (Figura 2).

Apo6s quinze dias, realizou-se o desbaste, mantendo-se apenas duas plantulas por vaso. Em
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seguida, realizou-se um bulk de quatro folhas, as quais foram coletadas das plantulas,
armazenadas em sacos plasticos e mantidas em freezer a -80 °C para posterior extragdo do DNA

gendmico.

-
Fonte: autora, 2024.

Para a extracdo de DNA, utilizaram-se aproximadamente 100 mg de tecido foliar
de cada gendtipo, seguindo o protocolo descrito por Doyle e Doyle (1990). Apds a extracdo, a
concentragdo foi verificada por meio do espectrofotometro NanoDrop 2000 (Thermo Scientific,
USA), medindo-se a absor¢do em 260 ¢ 280 nm, e a qualidade do DNA observada por
eletroforese em gel de agarose a 1,0%, visualizadas em fotodocumentador L-PIX Chemi
(Loccus). As amostras de DNA gendmico, entdo, foram diluidas para uma concentragdo final

de 10 ng/uL e armazenadas a —20 °C.

4.1.3 Selegdo dos marcadores ISSR, PCR e eletroforese

Realizou-se a triagem inicial de um total de 37 marcadores, sendo mantidos apenas
aqueles que apresentaram padrdes de bandas nitidos, sem arrastes e sem ambiguidade na
interpretagdo. A partir dessa etapa, 16 marcadores ISSR foram utilizados nas analises,
selecionados por atingirem os critérios elencados acima.

As reagoes de PCR foram preparadas para um volume total de 20 pL contendo 1x
do tampao de PCR; 2 mM de MgClz; 0,2 mM de dNTP; 1U de Taq DNA polimerase; 0,8 uM
de primer; 30 ng de DNA; e agua ultrapura até completar o volume final. As amostras foram
amplificadas utilizando um termociclador (Applied Biosystems, modelo Veriti 96 — Well
Thermal Cycler) nas etapas a seguir: (I) desnaturagdo inicial do DNA a 94 °C por 5 minutos;
(IT) 40 ciclos a 94 °C por 1 minuto; anelamento durante 30 segundos (variando de 39,6 °C —
58,2 °C, de acordo com o primer); extensdo por 1 minuto a 72 °C; e (III) extensao final do DNA

por 10 minutos a 72 °C. Os produtos da PCR foram submetidos a eletroforese horizontal, com
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uma tensao de 120 V por 90 minutos, utilizando-se gel de agarose 1%, corados com brometo
de etidio em tampao 1X TBE (45 mM Tris-borato, pH 8,0 ¢ 1 mM EDTA). A visualizacdo de

cada gel foi realizada em fotodocumentador L-PIX Chemi (Loccus).
4.1.4 Analise do polimorfismo e eficiéncia dos marcadores

A matriz de dados binarios foi construida a partir da leitura dos perfis de
amplificacao obtidos em gel, atribuindo-se valores “1” para presenca ¢ “0” para auséncia de
bandas. Com base nessa matriz, foram estimadas as frequéncias necessarias as analises.

Para a andlise do polimorfismo, foi estimado o Contetdo de Informagao
Polimoérfica (PIC) para cada marcador ISSR, conforme proposto por Anderson et al. (1993). O
calculo baseou-se na frequéncia de presenca (1) e auséncia (0) das bandas, considerando o

carater dominante dos marcadores ISSR. O PIC foi obtido pela seguinte expressao:

PICi=1—2 pi;
j

Em que: pij corresponde a frequéncia do alelo (banda) j no marcador i.

A eficiéncia dos marcadores foi avaliada considerando o ntimero total de bandas
geradas, o nimero de bandas polimoérficas e o percentual de polimorfismo obtido para cada
primer. Esse percentual correspondeu a razao entre o nimero de bandas polimorficas e o total

de bandas amplificadas, multiplicada por 100.
4.1.5 Analise da diversidade genética e confirmacao dos hibridos

Para a caracterizacdo genética dos individuos por meio de marcador ISSR, foi
utilizada a matriz de dados bindrios previamente obtida a partir dos géis de eletroforese. Em
seguida, foram estimadas as distancias genéticas entre os individuos com base no complemento

aritmético do coeficiente de similaridade de Jaccard (1901), conforme a expressdo abaixo:
a
a+b+c

Em que: a é presenga de bandas em ambos os individuos i e j, b € a presenca de

Dij=1-

bandas no individuo i e auséncia no individuo j, € ¢ € a auséncia de bandas no individuo 1 e
presenca no individuo j.
A partir da matriz de distancias, foi realizada andlise de agrupamento pelo método

UPGMA (Unweighted Pair-Group Method using Arithmetic Averages), com a construcao de
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um dendrograma para representar as relacdes genéticas entre os individuos avaliados. A
confiabilidade dos agrupamentos foi avaliada por meio do coeficiente de correlacdo cofenética
(CCC). O ponto de corte no dendrograma foi definido segundo o critério de Mojena (1977),
conforme a seguinte expressao:

Pc=m+k.Sd

Em que: m ¢ a média, k£ ¢ uma constante (1,25) e Sd ¢ o desvio padrao.

A confirmagdo da hibridagdo foi realizada por meio da identificagdo de bandas
informativas nos perfis obtidos com marcadores ISSR, definidas como aquelas presentes no
genitor masculino e ausentes no genitor feminino, confirmando o cruzamento, conforme
descrito por Faleiro et al. (2003). Para essa analise, foram consideradas apenas as bandas com

alta nitidez, assegurando maior confiabilidade na interpretagcdo dos resultados.

4.2 Caracterizacao da progénie F2

4.2.1 Material vegetal e progénie F2

Foram avaliados 97 individuos da gerag¢dao F2 (Figura 3), oriundos do cruzamento
entre o cultivar BRS Jurua (CE-942), desenvolvida pela Embrapa Meio-Norte, e a linhagem
1002, introduzida no BAG-UFC, selecionado com base no potencial para a producao de feijao-
verde, caracteristica de grande importancia para o estado do Ceard, onde se observa elevada
demanda por esse produto por parte dos produtores. Também foram incluidos os dois genitores
e trés testemunhas. Como testemunhas, incluiram-se o cultivar BRS Pujante, desenvolvida pela
Embrapa Meio-Norte, ¢ duas variedades coletadas junto a produtores de feijao verde:

Paulistinha e Pingo de Ouro, totalizando 102 individuos.
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Figura 3 — Progénie F2 escolhida.

Fonte: autora, 2021.

A populacao F2 foi obtida a partir da autofecundagao das plantas F1, realizada no
primeiro semestre de 2021. O cultivo da geragdo F2 ocorreu no segundo semestre de 2023.
Ambos os cultivos foram realizados no setor de Horticultura da Universidade Federal do Ceara

(UFC).

4.2.2 Coleta de folhas e extracio de DNA

Foram coletadas trés folhas jovens dos 102 genoétipos (97 individuos F2 do
cruzamento 942 x 1002, os dois genitores e as trés testemunhas), armazenadas em sacos
pléasticos e mantidas em freezer a —80 °C para posterior extragdo e caracterizacdo do DNA
genomico.

Para a extracdo do DNA, foi utilizado o Wizard Genomic DNA Purification Kit
(Promega, USA), seguindo as instru¢des do fabricante. Apds a extragcdo, a concentragdo e a
qualidade do DNA foram avaliadas por meio do espectrofotometro NanoDrop 2000 (Thermo
Scientific, USA), com leitura da absor¢ao em 260 e 280 nm, e por eletroforese em gel de agarose
a 1,0%, utilizando-se o fotodocumentador L-PIX Chemi (Loccus). As amostras de DNA
gendmico foram diluidas para uma concentragao final de 10 ng/uL e armazenadas a —20 °C.

ApOs essa etapa, realizou-se a caracterizagdo genética dos genoétipos utilizando

marcadores ISSR e SSR, por meio de PCR nas condi¢des descritas a seguir.

4.2.3 Selegdo dos marcadores ISSR, PCR e eletroforese

Foi realizada a triagem inicial de um total de 54 marcadores, sendo mantidos apenas
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aqueles que apresentaram padrdes de bandas nitidas, sem arrastes e sem ambiguidade na
interpretagdo. A partir dessa etapa, foram utilizados nas andlises 16 marcadores ISSR
previamente selecionados com base na qualidade dos perfis de amplificagao, caracterizados por
fragmentos de alta intensidade e boa reprodutibilidade.

As reagdes de PCR foram preparadas em volume total de 20 uL, contendo 1x de
tampao de PCR; 2 mM de MgClz; 0,2 mM de dNTP; 1 U de Taqg DNA polimerase; 0,8 uM de
primer; 30 ng de DNA; e 4gua ultrapura até completar o volume. A amplificacdo ocorreu em
termociclador (Applied Biosystems, modelo Veriti 96 — Well Thermal Cycler), nas seguintes
etapas: (I) desnaturagdo inicial a 94 °C por 5 minutos; (II) 40 ciclos a 94 °C por 1 minuto,
anelamento por 30 segundos (variando de 39,6 °C a 58,2 °C, conforme o primer) e extensao
por 1 minuto a 72 °C; e (II) extensao final por 10 minutos a 72 °C.

Os produtos obtidos foram submetidos a eletroforese horizontal, sob tensdo de 110
V por 100 minutos, em gel de agarose a 1,4%. A visualizagdo ocorreu em fotodocumentador L-

PIX Chemi (Loccus).

4.2.4 Selegdo dos marcadores SSR, PCR e eletroforese capilar

Inicialmente, foram selecionados 25 pares de marcadores SSR descritos por Li et
al. (2001) e Sonker et al. (2019). Esses marcadores foram submetidos a uma triagem inicial,
sendo selecionados para as analises apenas aqueles que apresentaram padrdes de bandas nitidos,
reprodutiveis, sem arrastes e sem ambiguidades na interpretagdo. Apds essa etapa, foram
selecionados quatro pares de marcadores SSR para avaliacao da eficiéncia de amplificacdo em
PCR multiplex e identificagdo de alelos por eletroforese capilar, considerando-se o tamanho
esperado dos fragmentos amplificados, o potencial de polimorfismo e a compatibilidade das
temperaturas de anelamento, a fim de evitar sobreposi¢do entre os fragmentos amplificados.
Para cada marcador, um dos primers, forward (F) ou reverse (R), foi marcado com fluor6foro

para detec¢do dos fragmentos amplificados (Tabela 2).
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Tabela 2 — Lista de marcadores SSR utilizados, suas sequéncias, temperatura de anelamento, cor do fluoréfo
marcado ¢ tamanho do fragmento esperado.

Tamanho do
Marcador Sequéncia forward/reverse Ta Fluoré6foro
fragmento esperado

5-ACTTTC TGT TTT ACT CGA CAA CTC-3’

VM 36 60 6-FAM (azul)
5’-GTC GCT GGG GGT GGC TTATT -3~ 150 pb
VM 37 5’-TGT CCG CGT TCT ATA AAT CAG C-3° 60 VIC
5’-CGA GGA TGA AGT AAC AGATGATC-3’ (verde) 200 pb
VM 39 5’-GAT GGT TGT AAT GGG AGA GTC-3’ 60 NED
5'-AAA AGG ATG AAA TTA GGA GAG CA-3’ (amarelo) 280 pb
5'-TCG AAC TTT GGC TTG AGG-3'
VM 94 60  PET (vermelho)
5'-TGT CGT TTT GTC CCC CAT TA-3' 350 pb

Fonte: autora, 2025. Legenda: Ta: temperatura de anelamento °C; pb: pares de base.

Foi realizada uma PCR multiplex com os 4 pares de primers selecionados. As
reacdes foram preparadas em volume total de 10 pL, contendo 1x de tampao de PCR; 2,5 mM
de MgClz; 0,25 mM de dNTP; 1,2 U de Tag DNA polimerase; 1 uM de primer forward e 1 puM
de primer reverse; 30 ng de DNA; e agua ultrapura até completar o volume. A amplificagdo
ocorreu em termociclador (Applied Biosystems, modelo Veriti 96 — Well Thermal Cycler), nas
seguintes etapas: (I) desnaturagdo inicial a 94 °C por 5 minutos; (II) 38 ciclos a 94 °C por 1
minuto, anelamento por 30 segundos a 60 °C e extensdo por 1 minuto a 72 °C; e (III) extensao
final por 15 minutos a 72 °C.

Os produtos obtidos foram submetidos a eletroforese horizontal, sob tensdo de 110
V por 80 minutos, em gel de agarose a 3,0%, com o objetivo de verificar os perfis de
amplificacdo e confirmar a eficiéncia da PCR multiplex. A visualizagdo ocorreu em
fotodocumentador L-PIX Chemi (Loccus).

Em seguida, os produtos amplificados foram diluidos na propor¢do de 1:5.
Posteriormente, preparou-se uma mistura contendo 1 plL da diluigdo da PCR, 8,7 puL de
formamida e 0,3 pL do padrao molecular 600-Liz. A andalise dos fragmentos de DNA foi
realizada por eletroforese capilar, utilizando o sequenciador SeqStudio Genetic Analyzer

(Thermo Fisher Scientific).

4.2.5 Analise do polimorfismo e eficiéncia dos marcadores

A andlise do polimorfismo dos marcadores moleculares foi realizada separadamente

para os marcadores ISSR e SSR, levando em consideracdo as especificidades de cada marcador.
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4.2.5.1 Polimorfismo utilizando marcadores ISSR

A matriz de dados binarios foi construida a partir da leitura dos perfis de
amplificacao obtidos em gel, atribuindo-se valores “1” para presenca ¢ “0” para auséncia de
bandas. Com base nessa matriz, foram estimadas as frequéncias necessarias as analises.

Para a andlise do polimorfismo, foi estimado o Contetdo de Informagao
Polimorfica (PIC) para cada marcador ISSR, conforme proposto por Anderson et al. (1993). O
calculo baseou-se na frequéncia de presenca (1) e auséncia (0) das bandas, considerando o

carater dominante desses marcadores. O PIC foi obtido conforme a seguinte expressao:

PICi=1—2 pi;
j

Em que: pij corresponde a frequéncia do alelo (banda) j no marcador i.

A eficiéncia dos marcadores foi avaliada considerando o ntimero total de bandas
geradas, o numero de bandas polimorficas e o percentual de polimorfismo obtido para cada
primer. Esse percentual correspondeu a razao entre o numero de bandas polimorficas e o total

de bandas amplificadas, multiplicada por 100.
4.2.5.2 Polimorfismo em SSR

A analise dos tamanhos dos fragmentos de DNA foi realizada por meio de
eletroferograma gerado a partir dos picos obtidos na eletroforese capilar, utilizando o software
Microsatellite Analysis (Thermo Fisher Scientific). Para os marcadores SSR, a avaliagdo
baseou-se nos tamanhos dos fragmentos amplificados, correspondentes aos diferentes alelos
observados em cada loco.

Foram registrados os alelos identificados e o numero de individuos amplificados
para cada marcador SSR, com o objetivo de verificar o desempenho dos primers selecionados

e sua capacidade de amplificagdo na populacdo avaliada.
4.2.6 Analise da diversidade genética

Para a caracterizagdo genética da populagao F2, foi construida uma matriz de dados
binarios, considerando-se a presenca (1) e auséncia (0) de bandas obtidas pelos marcadores
ISSR.

O numero minimo de fragmentos amplificados foi estimado por meio de
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reamostragem, utilizando-se a correlacdo de Pearson entre a matriz de similaridade de Jaccard
obtida com todos os fragmentos e as matrizes obtidas a partir de subconjuntos aleatorios de
fragmentos, além do valor de estresse entre as matrizes de dissimilaridade, conforme Manly
(1997).

A partir da matriz binaria, foi calculada a distancia genética utilizando o coeficiente
de Jaccard. Com base na matriz de distancia genética, realizou-se a analise de agrupamento pelo
método UPGMA (Unweighted Pair-Group Method using Arithmetic Averages), com a
constru¢do do dendrograma. O ponto de corte dos grupos foi definido segundo o critério de
Mojena (1977), e o ajuste do dendrograma foi avaliado pelo coeficiente de correlagdo cofenética
(CCO).

A estrutura genética da populagdo F2 também foi avaliada por meio da anélise de
Coordenadas Principais (PCoA) e da andlise de varidncia multivariada permutacional
(PERMANOVA; p < 0,05), ambas realizadas com base na matriz de dissimilaridade genética
de Jaccard.

A diversidade genética foi estimada por meio do indice de Shannon (I) e da
diversidade genética de Nei (He), conforme as expressdes:

I'==Ypiln(p;)
H,=1-3p}

Em que p; corresponde a frequéncia do i-ésimo fragmento amplificado.

Todas as analises estatisticas e graficas foram realizadas no software R (versao
2025-06-13), utilizando os pacotes “vegan” (OKSANEN et al., 2025), “adegenet” (Jombart,
2011), “factoextra” (Kassambara; Mundt, 2020), “proxy” (Meyer; Buchta, 2022) e “ggplot2”
(Wickham, 2016).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 Caracteriza¢ao molecular e confirmac¢ao da hibrida¢ao das progénies F1

A analise dos marcadores ISSR revelou eficiéncia na deteccao de polimorfismo
entre os 18 individuos avaliados. Dentre os 37 marcadores previamente testados, 16
apresentaram polimorfismo, correspondendo a aproximadamente 54% de eficiéncia na
avaliagdo. Em cada marcador, a quantidade de bandas polimoérficas variou de 16% a 100%. A
amplificacdo dos 16 marcadores resultou em um total de 131 bandas, na qual 71% destas foram
polimorficas (Tabela 3). Abd El-Fattah et al. (2019), avaliando cinco parentais de feijao-caupi
no Egito, obtiveram 68,67% de polimorfismo. Santos et al. (2020) encontraram um
polimorfismo de 67,70% avaliando 20 variedades locais de feijdo-caupi no México. Araujo et
al (2019), ao avaliarem a diversidade de 52 variedades locais do Brasil, obtiveram 76,25% de
polimorfismo. Embora os estudos tenham sido conduzidos com individuos diferentes e em
diferentes lugares, os valores de polimorfismo observados sdo proximos ao valor observado no
presente estudo, indicando eficiéncia semelhante dos marcadores ISSR na deteccdo de

variabilidade genética.

Tabela 3 — Sequéncias dos marcadores polimorficos selecionados para a caracterizagdo de gendtipos de feijdo-
caupi.

Pares :
Marcador Sequéncia (5’— 3”) de Bandas I'Ban’das Pohm(? rfismo PIC
b geradas | polimorficas (%)
ases
807 AGAGAGAGAGAGAGAGT %(5)80 5 1 20,0 0,55
810 GAGAGAGAGAGAGAGAT 3§) 50 O- 6 1 16,6 0,85
811 GAGAGAGAGAGAGAGAC ?(5)8 0 9 4 44,4 0,54
818 CACACACACACACACAG %880 10 10 100,0 0,92
825 ACACACACACACACACT ?(5)80 15 14 93,3 0,81
826 ACACACACACACACACC ?(5)80 6 5 83,3 0,54
827 ACACACACACACACACG ?880 8 4 50,0 0,94
829 TGTGTGTGTGTGTGTGC 68550 O- 3 3 100,0 0,44
840 GAGAGAGAGAGAGAGAYT ?280 8 6 75,0 0,74

(continua)
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Tabela 3 — Sequéncias dos marcadores polimoérficos selecionados para a caracterizagdo de genotipos de feijao-
caupi (conclusdo).

Pares .

Marcador Sequéncia (5’— 3”) de Bandas ].San’das Pohm;) rfismo PIC
geradas | polimorficas (%)
bases

841 GAGAGAGAGAGAGAGAYC %886 10 9 90,0 0,80
847 CACACACACACACACARC ?886 8 7 87,5 0,79
858 TGTGTGTGTGTGTGTGRT ?286 8 8 100,0 0,77
873 GACAGACAGACAGACA 22? 50 O- 8 3 37,5 0,63
880 GGAGAGGAGAGGAGA ?1’(5)8(; 10 7 70,0 0,75
889 DBDACACACACACACAC ?1’(5)8(; 8 4 50,0 0,42
891 HVHGTGTGTGTGTGTGT 22? 50 O- 9 7 77,7 0,64
TOTAL 131 93 71,0 0,70

Fonte: autora, 2024. Legenda: D = (A, G, T); H= (A, C, T); R = (A, G); V = (A, C, G); PIC: Conteudo de

Informagdo Polimérfica.

Os valores do contetdo de informacao polimorfica (PIC) observados variaram de
0,42 a 0,94, com média de 0,70. Apenas dois marcadores foram classificados como
razoavelmente informativos (0,25 < PIC < 0,50) e os 14 restantes com alto poder informativo
(PIC > 0,50) (Botstein et al., 1980) (Tabela 3). Esse resultado indica a alta eficiéncia dos
marcadores utilizados para a avaliacdo da variabilidade genética entre os individuos (KUMAR
et al., 2020).

A partir da matriz de dissimilaridade genética, obtida pelo complemento aritmético
do coeficiente de similaridade de Jaccard, os individuos foram agrupados pelo método
hierarquico UPGMA, formando quatro grupos distintos (Figura 4). A distancia genética média
entre os individuos foi de 0,51. Os individuos mais similares foram 7 (CE 1002) e 6 (CE 999),
com distancia genética de 0,18, enquanto os mais divergentes foram 4 (CE 957) e 3 (CE 943),
com distancia genética de 0,92. Para a validagdo do dendrograma e adequagdo do método de
agrupamento por meio do coeficiente de correlagdo cofenética (CCC), considerou-se o limite
de 0,70 estabelecido por Rohlf (1970). O valor obtido no presente trabalho (CCC=0,93)

confirma que o método de agrupamento escolhido foi adequado e consistente.
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Figura 4 — Dendrograma de dissimilaridade genética entre os individuos de feijao-caupi, construido com uso do coeficiente de Jaccard algoritmo UPGMA.
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Observou-se que as progénies F1 foram agrupadas em um tnico grupo, juntamente
com a maioria dos genitores. Esse comportamento ¢ esperado, uma vez que a geragao F1 resulta
do cruzamento direto entre genitores, apresentando maior uniformidade genética. A presenca
de genitores no mesmo grupo pode ser explicada pelo compartilhamento de uma base genética
comum, uma vez que muitos desses materiais derivam de linhagens relacionadas provenientes
de programas de melhoramento (Freire Filho; Ribeiro, 2023).

O individuo 18 (Pingo de Ouro) formou um grupo isolado, indicando maior
distancia genética em relacao aos demais, possivelmente por se tratar de uma variedade local
ainda ndo incorporada a programas de melhoramento. Por outro lado, o individuo 4 (CE 957)
também apresentou comportamento isolado, apesar de compartilhar os mesmos parentais com
o individuo 7 (CE 1002) (Santos, 2025). Essa diferenca no agrupamento pode ser explicada
pelo processo de segregacdo e sele¢do ao longo das geracdes, no qual diferentes plantas foram
selecionadas, resultando em linhagens geneticamente distintas (Freire Filho; Ribeiro, 2023). Do
ponto de vista do melhoramento genético, esse resultado evidencia que, mesmo a partir de um
mesmo cruzamento, a selecdo pode levar a formagao de individuos divergentes. Além disso, os
individuos 3 (CE 943), 18 (Pingo de ouro) e 4 (CE 957) podem ser selecionados como
potenciais genitores, a fim de explorar e ampliar a variabilidade genética em programas de
melhoramento.

Das oito progénies F1, cinco foram selecionadas com base em caracteristicas
morfoagrondmicas de interesse para feijao verde, como apresentar cor verde claro e formato
ovoide nos grados, correspondendo as progénies 8 (999x02), 9 (943x1002), 10 (02x957), 13
(02x978) e 15 (942x1002). Para confirmar as hibridacdes nas cinco progénies, foram utilizados
sete marcadores ISSR (Tabela 4). Foram observados padrdes de amplificacdo do DNA com
bandas polimoérficas entre os genitores, permitindo identificar a presenca de fragmentos
herdados do genitor masculino e confirmar as hibrida¢des nas cinco progénies (Figura 5). A
presenca de bandas polimorficas compartilhadas entre genitores e progénies obtidas por meio
de marcadores baseados em DNA permite distinguir hibridos verdadeiros de individuos
autofecundados (Thakur; Sharma; Sharma, 2021). Khajudparn et al. (2012) utilizaram
marcadores ISSR para confirmar hibridos F1 em feijdo-mungo (Vigna radiata), espécie
pertencente ao mesmo género do feijado-caupi, demonstrando a eficiéncia desses marcadores na

identificacao de hibridacdes.
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Tabela 4 — Progénies F1 selecionadas com base em caracteristicas morfoagrondmicas de interesse e respectivos
marcadores ISSR utilizados na confirmacao das hibridagdes

Marcador ISSR
Progénie F1
811 818 825 826 840 880 889

8 (999x02) X X
9 (943x1002) X X

10 (02x957) X X

13 (02x978) X X
15 (942x1002) X X

Fonte: autora, 2024. Legenda: x: marcador que confirma a hibridag@o.

Figura 5 — Produtos de amplifica¢do de amostras de DNA gendomico dos genitores masculinos, possiveis F1 e dos
genitores femininos, respectivamente.

M186 M7 93 M 4 10 1 M 5131 M 7515 2

J B J B
HIB ~
Gm B - =

A. Gel do marcador 825. B. Gel do marcador 841. C. Gel do marcador 873. Cruzamento D. Gel do marcador 880. E. Gel do marcador 826
Cr to entre os genit I Cr entre os genitores 7 entre os genitores 4 (pai: CE-957) x 1 Cruzamento entre os genitores 5 Cr entre os geni 7
(pai: CE02-Bengala) x 6 (pai: CE-1002-MINC-01-627F-14-5) (mie: CE-02 Bengala), resultando na  (pai: CE-978 BRS Tumucumaque)  (pai: CE-1002- MNC-01-627F-14-
(miée: CE-999-MNC-03-720), x 3 (miie: CE-943 BRS Aracé), F1 10 (02x957). x 1 (mie: CE-02 Bengala), 5) x 2 (miie: CE-942 BRS Jurud),
resultando na F1 8 (999 x 02). resultando na F1 9 (943x1002). resultando na F1 13 (02x978). resultando na F1 15 (942x1002).

Fonte: autora, 2024. Legenda: M: marcador molecular 1kb (Invitrogen); A seta vermelha indica a mesma banda

formada no pai e no filho e ausente na méae, confirmando a hibridag&o.

A confirmagdo molecular dos hibridos representa uma etapa importante em
programas de melhoramento genético, pois aumenta a confiabilidade na condugdo das
populacdes segregantes e reduz a possibilidade de avancos com individuos oriundos de
autofecundagdo ou contaminagdes, otimizando as etapas de selecao em campo. De modo geral,
os resultados obtidos evidenciam a eficiéncia dos marcadores ISSR tanto na caracterizacao da
diversidade genética quanto na confirmagdo das hibridagdes, destacando o potencial desses
marcadores para aplicagdes em programas de melhoramento genético, especialmente na selegao
de genitores divergentes € na condugdo de populagdes segregantes, conforme também

observado por Khajudparn et al. (2012).



5.2 Caracteriza¢ao molecular de F2

5.2.1 Caracteriza¢io molecular por meio de marcador ISSR
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Dos 54 marcadores ISSR avaliados, 16 foram selecionados para a caracterizacao

genética dos 102 individuos de feijao-caupi. Os 16 marcadores amplificaram um total de 188

fragmentos, dos quais 166 foram polimorficos (88,30%), evidenciando a existéncia de

variabilidade genética entre os 102 individuos de feijao-caupi. O nimero de fragmentos

polimorficos variou de dois (807) a quinze (848), com uma média de 10,4 bandas por marcador.

Exceto o marcador 807, todos os demais obtiveram polimorfismo acima de 77% (Tabela 5).

Tabela 5 — Sequéncia do marcador, bandas geradas e polimoérficas dos marcadores ISSR utilizadas na
caracterizagdo dos 102 individuos de feijdo-caupi.

M Soii(5-3)  Tpantt B e Rl e
807 AGAGAGAGAGAGAGAGT 200 - 1500 8 2 25,00 0,15
810 GAGAGAGAGAGAGAGAT 200 - 850 12 11 91,67 0,75
816 CACACACACACACACAT 200 - 1000 12 10 83,33 0,86
818 CACACACACACACACAG 200 - 1500 13 13 100 0,85
825 ACACACACACACACACT 300 - 1500 9 7 77,78 0,75
834 AGAGAGAGAGAGAGAGYT 300 -1000 11 10 90,91 0,99
835 AGAGAGAGAGAGAGAGYC 200-1000 10 9 90,00 0,94
840 GAGAGAGAGAGAGAGAYT 400-1500 12 12 100 0,69
841 GAGAGAGAGAGAGAGAYC 200 -1000 13 13 100 0,85
846 CACACACACACACACART 200 - 1500 11 10 90,91 0,90
847 CACACACACACACACARC 200 - 1500 13 11 84,62 0,80
848 CACACACACACACACARG 200 - 850 17 15 88,24 0,92
856 ACACACACACACACACYA 200 - 850 8 7 87,50 0,48
857 ACACACACACACACACYG 200 - 1000 17 14 82,35 0,87
873 GACAGACAGACAGACA 300 - 1500 13 13 100 0,78
880 GGAGAGGAGAGGAGA 300 - 850 9 9 100 0,91

TOTAL 188 166 88,30 0,78

Fonte: autora, 2025. Legenda: D= (A, G, T); H=(A,C,T); R=(A,G); V=(A,C,G); Y=(C, T).

Os valores do conteudo de informagao polimérfica (PIC) variaram de 0,15 a 0,99,

com média de 0,78 (Tabela 5). Considerando que marcadores com valores de PIC superiores a

0,50 sdo apontados como altamente informativos (Botstein et al., 1980), os resultados obtidos

indicam que o conjunto de marcadores avaliados foi eficiente na detec¢do de polimorfismo
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entre os individuos estudados, demonstrando potencial para aplicagdo em futuros estudos com
a espécie.
O numero minimo de fragmentos amplificados necessarios para uma analise

confiavel da diversidade genética entre os individuos estudados foi de 162 fragmentos,
apresentando correlagdo de 0,992 e valor de estresse de 0,03 (Figura 6). Observou-se que a

correlacdo aumentou gradualmente com o acréscimo de fragmentos, enquanto os valores de
estresse diminuiram, estabilizando-se a partir de 162 fragmentos. No presente estudo, foram
amplificados 166 fragmentos, valor superior ao minimo necessario, evidenciando a robustez
das analises realizadas. Segundo Kruskal (1964), valores de estresse iguais ou inferiores a 0,05
indicam excelente ajuste entre as matrizes, demonstrando que o numero de fragmentos obtido
foi suficiente para representar adequadamente a diversidade genética dos individuos de feijao-

caupi avaliados.

Figura 6 — Estimativas das correlagdes entre similaridades genéticas obtidas com numeros crescentes de
marcadores ISSR polimorficos (A) e valores de estresse, indicando o niimero minimo ideal de fragmentos

necessarios para a analise genética dos 102 individuos de feijao-caupi avaliados (B).
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Fonte: autora, 2025.

O indice de diversidade genética de Nei (He) apresentou valor médio de 0,201, com
desvio padrao de 0,162. O indice de Shannon (I) apresentou média de 0,328 e desvio padrao de
0,215. Esses resultados demonstram a existéncia de variabilidade genética entre os individuos
da populacdo F2 e permitem a sele¢do de individuos superiores nas proximas geracdes. Os
valores observados estdo dentro da faixa relatada para o feijao-caupi em estudos de diversidade

genética utilizando marcadores ISSR. Valores proximos foram relatados por Santos et al. (2020)
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(He=0,190 ¢ I =0,300), Hoogerheide et al. (2026) (He = 0,265 e 1 =0,418) e Igwe et al. (2017)
(He = 0,320 e I = 0,489). A menor diversidade genética observada na populagdo F2 pode estar
relacionada a natureza predominantemente autégama do feijao-caupi e a sua base genética
estreita (Freire Filho et al., 2011; Diallo et al., 2024). Além disso, a menor divergéncia genética
entre os genitores utilizados nos cruzamentos, evidenciada nas analises de similaridade genética
realizadas com os parentais, pode ter contribuido para uma diversidade genética menos
expressiva na populagio F2 (APENDICE A).

A partir do polimorfismo identificado foi possivel determinar a matriz de distancias
genéticas, utilizada para a constru¢do do dendrograma. O dendrograma obtido apresentou um
coeficiente de correlacdo cofenética (CCC) de 0,75, valor considerado adequado, segundo
Manly (1997), por indicar boa representatividade entre a matriz de distancias e o agrupamento
formado. Com base no ponto de corte (0,53), foi possivel separar em nove grupos distintos os
individuos avaliados (Figura 7). A distancia genética média entre os individuos foi 0,53 e os
individuos mais similares foram o 80 e 60, com distancia genética de 0,06, enquanto os mais
divergentes foram o 60 e P1 (942), com distancia genética de 0,81.

Os parentais P1 (942) e P2 (1002) permaneceram agrupados no mesmo grupo,
indicando similaridade genética entre eles, com distancia genética de 0,43. Esse resultado
reforcga a hipotese levantada anteriormente para os indices de diversidade genética observados,
em que a contribuicdo dos genitores nao foi tdo expressiva nos individuos da populagdo F2
como era esperado. As testemunhas 100, 101 e 102, correspondentes a BRS Pujante, Paulistinha
e Pingo de Ouro, respectivamente, também apresentaram proximidade genética, formando
agrupamento proprio no dendrograma. Além disso, os individuos 84 e 85 apresentaram maior
proximidade genética com as testemunhas.

Os individuos 12, 15, 21 e 23, formaram grupos isolados, indicando maior
divergéncia genética em relagdo aos demais acessos, sendo estes de interesse para avangar nas
proximas geracdes. Observou-se a formacao de grupos com grande niumero de individuos da
populacdo F2, especialmente os grupos 6 (marrom) e 9 (azul royal), indicando maior
similaridade e proximidade genética entre esses individuos. Apesar disso, verificou-se a
formagao de subgrupos dentro desses agrupamentos, evidenciando variabilidade genética entre
individuos da populacdo F2, resultante da segregacdo e da recombinacdo génica, que
promoveram a formacdo de individuos geneticamente distintos. Resultados semelhantes tém
sido relatados em estudos de diversidade genética em feijdo-caupi utilizando marcadores ISSR.
Araujo et al. (2019), ao avaliarem 57 genotipos de feijado-caupi, observaram a formagdo de seis

grupos, sendo que o grupo 1 concentrou 51 individuos, evidenciando elevada similaridade
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genética e reduzidas distidncias genéticas entre as variedades analisadas. Hoogerheide et al.
(2026) verificaram a formacao de cinco grupos distintos em 20 gen6tipos de feijdo-caupi, além
da presenca de subgrupos dentro dos agrupamentos principais, indicando diferentes niveis de

similaridade e divergéncia genética entre os materiais avaliados
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dia ndo ponderada (UPGMA).
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A andlise de coordenadas principais (PCoA; p = 0,001) explicou 20,14% da
variagdo total, sendo 13,14% referentes ao eixo 1 e 7% ao eixo 2 (Figura 8). Observou-se uma
separacao espacial clara entre os individuos distribuidos nos extremos do eixo 1, indicando a
presenca de divergéncia genética entre os grupos formados. Os individuos agrupados no grupo
7 apresentaram distribuicdo mais concentrada e afastada dos demais grupos, evidenciando
maior similaridade genética entre si. Por outro lado, os individuos localizados no lado esquerdo
do grafico apresentaram maior dispersdo espacial, sugerindo maior variabilidade genética entre
os individuos avaliados. A separacao dos grupos pelo PCoA foi semelhante ao observado no
dendrograma UPGMA (Figura 7), evidenciando estruturagdo genética significativa entre os

individuos avaliados.
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Figura 8 — Estrutura da diversidade genética dos 102 individuos de feijao-caupi com base na analise de coordenadas principais (PCoA).
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5.2.2 Amplificacao e identificacao de alelos com marcadores SSR

Os marcadores SSR avaliados apresentaram diferengas na eficiéncia de
amplificacdo entre os individuos analisados. O marcador VM 36 apresentou maior eficiéncia,
com amplificacdo em 92 dos 102 individuos avaliados, permitindo a identificagdo dos alelos
144 ¢ 154 pb.

Os marcadores VM 37, VM 39 e VM 94 apresentaram menor nimero de individuos
amplificados, com detec¢cdo em 23, 25 e 23 individuos, respectivamente. Os alelos identificados
corresponderam a 276/278 pb para VM 37, 208/210 pb para VM 39 e 352/353 pb para VM 94
(Tabela 6).

Tabela 6 — Ntimero de individuos amplificados e alelos identificados para os marcadores SSR avaliados

Marcador N° de individuos amplificados Alelos identificados (pb)
VM 36 92 144/154
VM 37 23 276/278
VM 39 25 208/210
VM 9%4 23 352/353

Fonte: autora, 2026. Legenda: pb: pares de base.

Os eletroferogramas obtidos por eletroforese capilar permitiram a visualizacdo dos

picos correspondentes aos alelos identificados nos marcadores SSR avaliados (Figura 9).

Figura 9 — Eletroferograma representativo dos picos correspondentes aos alelos identificados nos marcadores SSR

avaliados.
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As diferengas observadas entre os marcadores SSR indicam que, embora tenha sido
possivel identificar alelos por meio da PCR multiplex associada a eletroforese capilar, alguns
primers ainda necessitam de ajustes nas condigdes da reacdo para obtengdo de resultados mais
satisfatorios.

O melhor desempenho observado para o marcador VM 36 sugere maior estabilidade
nas condi¢des utilizadas, enquanto os marcadores VM 37, VM 39 e VM 94 apresentaram menor
eficiéncia, possivelmente em funcao da especificidade dos primers, competicao entre locos
durante a multiplexagem ou necessidade de ajustes metodoldgicos nas condi¢des da PCR.

Apesar dessas limitagdes, os resultados demonstram o potencial da técnica para
identificacdo de alelos microssatélites em feijao-caupi, podendo subsidiar estudos futuros apos

otimizagdo das condi¢des experimentais.
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6. CONCLUSAO

Os marcadores ISSR foram eficientes na caracteriza¢cdo molecular dos individuos
de feijdo-caupi avaliados nas geragdes F1 e F2, permitindo a confirmacao dos hibridos e a
avalia¢do da variabilidade genética entre os individuos analisados

Os individuos 12, 15, 21 e 23 da geragao F2 destacaram-se por apresentarem maior
divergéncia genética em relacao aos demais gendtipos avaliados, demonstrando potencial para
avanco nas proximas geragdes e possivel utilizagdo em estratégias de selecdo visando a
ampliacdo da variabilidade genética. A variabilidade observada na populagdo F2 evidencia o
potencial dessa geracdo para a selecao de gendtipos superiores em programas de melhoramento
genético.

A técnica de PCR multiplex associada a eletroforese capilar demonstrou potencial
para identificagdo de alelos microssatélites em feijdo-caupi, podendo subsidiar estudos futuros
apos a otimizagdo das condigdes experimentais e padronizacao das analises.

De forma geral, os resultados obtidos contribuem para o conhecimento da
diversidade genética em feijdo-caupi e fornecem informacdes relevantes para programas de
melhoramento genético da cultura, especialmente na identificacdo de individuos geneticamente

divergentes e promissores para avango nas proximas geragoes.
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APENDICE A - MATRIZ DE SIMILARIDADE GENETICA ENTRE AS PROGENIES F1 E SEUS GENITORES
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. 8- F1 9-F1 10- F1 11- F1 12-F1 14-F1 15- F1 13-F1  16-BRS 17- 18- Pingo
Individuos  1-CE 02 6-CE999 499 ) 3-CE3 T-CE1002 431002y ©CEIST  (gax057) 2 CEM2 (9051009) (957x1002) (999x943) (942x1002) > CE78  (02x978)  Pujante Paulistinha de ouro
1- CE 02 1
6-CE999 0,52 1,00

8- F1
999x02) 0,54 0,47 1,00
3-CE943 042 0,37 0,33 1,00
7-CE1002 0,52 0,82 0,57 0,38 1,00

9-F1
o100z 06 0,50 0,63 0,41 0,52 1,00
4-CE957 024 0,18 0,18 0,08 0,13 0,14 1,00

10- F1
021957) 0,57 0,63 0,55 0,41 0,60 0,67 0,14 1,00
2-CE942 0,52 0,56 0,38 0,38 0,55 0,46 0,17 0,52 1,00
11-F1
©42x999) 08 0,53 0,39 0,33 0,57 0,48 0,30 0,55 0,65 1,00
12-F1
osTaa00z) % 0,67 0,57 0,50 0,68 0,59 0,20 0,67 0,61 0,64 1,00
14-F1
99043 057 0,50 0,41 0,41 0,60 0,58 0,19 0,58 0,60 0,82 0,75 1,00
15- F1
(942x1002) 0,52 0,53 0,43 0,36 0,63 0,53 0,20 0,53 0,72 0,77 0,70 0,81 1,00
5-CE978 0,50 0,65 0,42 0,48 0,59 0,44 0,17 0,57 0,67 0,70 0,65 0,65 0,60 1,00

13- F1 0,52 0,77 0,44 0,50 0,68 0,52 0,15 0,59 0,68 0,64 0,82 0,67 0,62 0,73 1,00
(02x978)

16- BRS

) 0,59 0,47 0,44 0,50 0,53 0,57 0,15 0,75 0,64 0,62 0,56 0,57 0,62 0,77 0,56 1,00
Pujante

17- 0,46 0,53 0,36 0,43 0,55 0,45 0,14 0,53 0,63 0,58 0,70 0,71 0,65 0,60 0,70 0,62 1,00
Paulistinha
18- Pingo
do our 021 0,25 0,20 0,33 025 0,28 0,20 0,28 0,32 0,33 0,22 0,28 0,29 0,37 0,27 0,50 0,29 1,00

Fonte: autora, 2026.



