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RESUMO

O presente estudo foi realizado com os objetivos de identificar acessos de feijdo-caupi
tolerantes ao caruncho (C. maculatus) e caracterizar esses acessos a nivel molecular, em conjunto a
acessos de V. unguiculata ssp. cylindrica e V. radiata, por meio de marcadores DAF (DNA
Amplification Fingerprinting) e ISSR (Inter Simple Sequence Repeat), visando identificar parentais
promissores para futuros trabalhos de melhoramento, bem como para mapeamento, pela associacéo
com o nivel de resposta ao caruncho. Para identificagdo da tolerancia ao caruncho em feijéo-caupi,
27 acessos foram avaliados em ensaios de laboratdrio, utilizando-se o Delineamento Experimental
Inteiramente Casualizado. Para cada acesso, uma amostra com 30 gréos de feijdo-caupi foi infestada
com cinco casais de caruncho com até 24 h de idade, sendo os resultados obtidos submetidos a
analise estatistica e suas médias comparadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. Para as
duas variaveis estudadas, o acesso INHUMA comportou-se como suscetivel, enquanto 0s acessos
PATATIVA e MNC99-537F-4 apresentaram-se tolerantes para ambas as variaveis. Os demais
acessos testados apresentaram comportamento intermediario, o que ndo os diferencia em relacéo a
INHUMA, PATATIVA e MNC99-537F-4. Na caracterizagdo molecular dos acessos, 25 primers
geraram um total de 239 amplicons, dos quais 163 foram polimorficos. Os fragmentos amplificados
foram incluidos em uma matriz de dados para analise pelo método de Neighbor-Joining. No
fenograma obtido, V. radiata e V. unguiculata ssp. cylindrica assumiram uma posi¢éo basal isolada
dos subgrupos formados, enquanto que os acessos de V. unguiculata subdividiram-se em dois
grupos, nos quais 0s acessos contrastantes quanto a tolerancia ao caruncho se distribuiram em
subgrupos distintos, o que evidencia a existéncia de diferencas genéticas significativas entre alguns
candidatos. Nesse sentido, os resultados obtidos demonstraram que 0s ensaios de tolerancia ao
caruncho associados a aplicacdo de marcadores moleculares foram capazes de identificar genotipos
contrastantes de feijdo-caupi promissores para aplicacdo em trabalhos de melhoramento vegetal,

bem como para a geracdo de populagdes segregantes adequadas ao mapeamento genético.

Palavras-chave: Tolerancia a pragas, ISSR - Inter Simple Sequence Repeat, DAF - DNA

Amplification Fingerprinting, marcadores moleculares.



ABSTRACT

Genetic diversity associated with the tolerance of cowpea (Vigna unguiculata L. Walp.)

against the weevil Callosobruchus maculatus (Fabr.) using molecular markers

The present evaluation aimed to identify cowpea accessions with tolerance against the
cowpea weevil (C. maculatus) and characterize those accessions at molecular level as compared to
accessions of V. unguiculata ssp. cylindrica and V. radiata, using DAF (DNA Amplification
Fingerprinting) and ISSR (Inter Simple Sequence Repeat) markers, aiming to identify promising
materials for future breeding and mapping purposes in association with their response against the
weevil attack. To identify the cowpea tolerant sources against the weevil, 27 accessions were
evaluated in laboratory assays using a Completely Randomized Design. 30 grains of each cowpea
accession were infested with five weevil couples with ages up to 24 h. The results were submitted to
a statistical evaluation with means compared by the Tukey test at 5% probability. For both
evaluated variables the accession INHUMA demonstrated to be susceptible, while the accessions
PATATIVA and MNC99-537F-4 presented tolerance. The remained tested accessions demonstrated
intermediary behavior that not differentiates those accessions in relation to INHUMA, PATATIVA
and MNC99-537F-4. The molecular characterization of the cowpea accessions, using 25 primers,
produced 239 amplicons of which 163 were polymorphic. Those amplicons were used to generate a
data matrix for analysis using the Neighbor-Joining method. In the obtained phenogram V. radiata
and V. unguiculata ssp. cylindrica assumed a basal position in relation to the subgroups formed,
while the V. unguiculata accessions were subdivided into two groups in which the accessions were
distributed in distinct subgroups with differences also regarding their tolerance to the weevil,
highlighting the existence of genetic diversity between some of them. The results are promising,
since tolerance testing associated with the application of molecular markers were able to identify
contrasting cowpea accessions potentially important for application in plant breeding programs, as

well as for the generation of segregating populations suitable for gene mapping.

Keywords: Tolerance against pests, ISSR - Inter Simple Sequence Repeat, DAF - DNA

Amplification Fingerprinting, molecular markers.
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1. Introducéo

O feijdo-caupi (Vigna unguiculata L. Walp.) pertence a tribo Phaseoleae, na qual tambem se
incluem diversas espécies economicamente importantes, como a soja (Glycine max L.), o feijao
comum (Phaseolus vulgaris L.) e o feijdo mungo (Vigna radiata L.) (TIMKO et al., 2007). Devido
ao alto conteddo proteico dos grdos (AKANDE, 2007), essa espécie tem destaque como
componente essencial na dieta da populacdo de paises em desenvolvimento, especialmente no
continente Africano, onde se encontram alguns dos paises considerados como maiores produtores e
consumidores mundiais, a exemplo da Nigéria e do Niger (SINGH et al., 2002; LANGYINTUO et
al., 2003). Apos Nigéria e Niger, o Brasil pode ser considerado o terceiro maior produtor e
consumidor mundial de feijao-caupi, tendo sido cultivada no Pais, no periodo de 2005-2009, uma
area de aproximadamente 1.391.386 ha, com producdo estimada em 513.619 t (FREIRE FILHO et
al., 2011).

O feijao-caupi tem consideravel adaptacéo ao clima quente e a seca, em comparacao a outras
espécies cultivadas (HALL et al., 2002; HALL, 2004). Desta forma, no Brasil, especialmente nas
regides Norte e Nordeste, esta leguminosa se constitui em uma das principais alternativas
socioecondmicas para as populacées rurais (FIGUEIRAS et al., 2009), sendo importante gerador de
emprego e renda, visto que essas regibes sdo caracterizadas por condigcdes de estresse hidrico,
térmico e salino (FREIRE FILHO et al., 2005 In: FREIRE FILHO et al., 2005).

Mesmo sendo adaptado a diversas condigdes ambientais, 0 acometimento por uma serie de
pragas é constante, visto que durante todo seu ciclo de desenvolvimento o feijao-caupi € atacado por
diversas espécies de insetos. No periodo de armazenamento, as pragas de maior destaque séo
aquelas que tém preferéncia pelos grdos, como Plodia interpunctella (Hubner) (Lepidoptera:
Pyralidae) e Callosobruchus maculatus (Fabr.) (Coleoptera: Chrysomelidae) (MARSARO Jr.,
2007). O caruncho C. maculatus € responsavel pela reducdo da qualidade e do valor comercial do
produto, causando danos que chegaram a destruir cerca de metade da safra brasileira anual de
feijdo-caupi, sendo também capaz de provocar perdas consideraveis (variando de 30% a 40%) em
outras espécies de valor comercial aléem do feijao-caupi, como milho, trigo, soja e arroz
(MARANGONI, 2002; SOUSA et al., 2005).

O controle do caruncho, assim como dos demais insetos-praga associados aos Qraos
armazenados, tem sido realizado em larga escala por meio de produtos quimicos (inseticidas), no

entanto, relatos sobre o surgimento de mecanismos de tolerancia a tratamentos quimicos em varias
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espécies de insetos-praga tém sido cada vez mais frequentes (MARTINAZZO et al., 2000). Dessa
forma, nos paises produtores de feijao-caupi, 0 emprego de cultivares tolerantes tem se constituido
em uma alternativa promissora, visando a reducdo dos danos e perdas durante a armazenagem,
embora tais cultivares nem sempre apresentem todas as caracteristicas comerciais desejaveis (LIMA
et al., 2002).

Diversos estudos tém procurado identificar genotipos de feijdo-caupi tolerantes ao caruncho,
a exemplo de Carvalho et al. (2011) e Marsaro Jr. & Vilarinho (2011). Carvalho et al. (2011)
avaliaram a resisténcia de nove genotipos de feijdo-caupi a C. maculatus, tendo escolhido dentre as
variaveis para anélise o niUmero de ovos viaveis e inviaveis, e 0 numero de insetos emergidos, da
mesma forma que Marsaro Jr. & Vilarinho (2011), ao avaliarem 26 cultivares de feijéo-caupi,
optaram pelo nimero de insetos emergidos como uma de suas variaveis. Vale salientar que ambos

foram capazes de identificar acessos com niveis consideraveis de tolerancia ao caruncho.

Entretanto, apesar do feijdo-caupi apresentar grande variabilidade fenotipica (NECHET &
HALFELD-VIEIRA, 2007), o que tem permitido a identificagcdo de gendtipos tolerantes a diversas
pragas e adaptados a regides especificas, a introducdo de técnicas de genética molecular, em
meados da década de 80, tem possibilitado, em paralelo, a avaliacdo da variabilidade genética entre
0S acessos, além de permitir que esses estudos sejam realizados com maior seguranca e rapidez
(XAVIER et al.,, 2005). Nesse sentido, o uso de métodos modernos de biologia molecular, a
exemplo dos marcadores moleculares, tornou-se entdo fundamental para uma selecao eficiente dos
recursos genéticos. O emprego desses metodos facilita a deteccdo da real variabilidade genética
para fins de melhoramento convencional ou para fins biotecnologicos, além disso, 0s mesmos séo
mais informativos e estaveis que os marcadores morfologicos (BENKO-ISEPPON et al., 2005), os
quais podem variar conforme as condi¢cbes ambientais, revelando limitacbes quanto a sua
reprodutibilidade e uso eficiente (BRAMMER, 2000).

Dentre os marcadores moleculares mais utilizados em estudos com feijdo-caupi, o ISSR (Do
inglés Inter Simple Sequence Repeat; Repeticbes Entre Sequéncias Simples) e DAF (Do inglés
DNA Amplification Fingerprinting; Impressdo Baseada na Amplificacdo do DNA) sdo de
consideravel importancia por apresentarem vantagens em relacdo aos demais métodos. Os ISSRs se
constituem em uma técnica simples, rapida e que dispensa o uso de radioatividade, sendo capaz de
revelar altos niveis de polimorfismo (SEMAGN et al., 2006). Enquanto os marcadores moleculares

do tipo DAF sdo capazes de gerar padrdes de bandas complexos, contendo um grande nimero de
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fragmentos polimorficos com boa reprodutibilidade (BENKO-ISEPPON et al., 2003; SEMAGN et
al., 2006).

Entretanto, mesmo havendo estudos que avaliem diferentes acessos de feijdo-caupi quanto a
toleréncia ao ataque pelo caruncho, trabalhos que associem esses acessos a aspectos moleculares
ainda sdo escassos. Dessa forma, o presente estudo objetivou realizar uma andlise da variabilidade
genética de acessos de feijao-caupi, com diferentes respostas ao ataque por C. maculatus, por meio
de marcadores moleculares ISSR e DAF, visando inferir sobre a diversidade genética dos acessos
analisados e seu possivel uso no melhoramento convencional, bem como para a sele¢éo de parentais
contrastantes quanto a tolerancia ao caruncho que possam ser empregados em cruzamentos para fins

de mapeamento.

2. Objetivos
Geral

e Analisar a variabilidade genética de acessos de feijado-caupi cultivados na regido nordeste,
com relacdo a resposta de seus grédos ao ataque do caruncho (C. maculatus), relacionando os
dados obtidos a variabilidade genética através de marcadores moleculares.

Especificos

e Auvaliar 27 acessos de feijao-caupi (incluindo cultivares e linhagens) quanto a tolerancia ao
caruncho, seguida pela analise estatistica dos dados obtidos pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade;

e Analisar a variabilidade genética dos 27 acessos de feijao-caupi, incluindo acessos de taxons
relacionados (Vigna unguiculata L. Walp. ssp. cylindrica L. Verdc. e V. radiata L.) para
comparacdo, utilizando-se marcadores moleculares ISSR e DAF;

e Construir um fenograma pelo método de agrupamento Neighbor-Joining (Agrupamento de
Vizinhanca), a partir dos resultados das reacdes de amplificacdo pelos marcadores ISSR e
DAF;

e Associar a distribuicdo dos acessos analisados no fenograma obtido com os niveis de
tolerancia observados;

e Identificar acessos promissores para inclusdo em programas de melhoramento vegetal e

mapeamento genético.
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3. Revisdo Bibliografica
3.1 Nomenclatura do Feijao-Caupi

Acredita-se que o nome feijdo-caupi, derivado do inglés cowpea (ervilha de vaca), originou-
se do fato de que a planta era comumente utilizada como importante fonte de feno para animais, no
Sudeste dos Estados Unidos da América, bem como em outras partes do mundo. Essa leguminosa
apresenta muitos nomes populares, o que por vezes acaba por dificultar seu reconhecimento
(TIMKO et al., 2007).

Assim como em diversos paises produtores da cultura, no Brasil, o feijdo-caupi é conhecido
por nomes que variam de regido para regido. No Nordeste, os nomes mais usados séo: feijao
macéssa e feijdo-de-corda. No Norte: feijdo-de-praia, feijdo-da-colénia e feijdo-de-estrada. Na
regido Sul: feijdo-miudo. Na regido Norte existe ainda uma variedade de feijdo-caupi conhecida por
manteiguinha, com gréos pequenos na cor creme, a qual é bastante utilizada na culinaria local. Em
algumas regides da Bahia e norte de Minas-Gerais, a espécie também é conhecida como feijdo-
gurutuba e feijdo-catador. Vale salientar também, que ha um tipo de feijdo-caupi, com grdos de cor
branca e hilo circundado por um grande halo preto, conhecido como feijdo-fradinho nos estados da
Bahia, Sergipe e Rio de Janeiro. O feijao-fradinho é famoso por ser o preferido para o preparo do
acaraje, comida tipica da Bahia, conhecida e apreciada em todo o pais (FREIRE FILHO et al.,
2011).

3.2 Origem do Feijao-Caupi

Embora seja algo de dificil determinacgéo, pesquisadores acreditavam que o centro de origem
das espécies cultivadas de feijao-caupi localizava-se no continente Asiatico, entretanto, a auséncia
de espécies selvagens na Asia, como possiveis genitores, gerou questionamentos sobre a validade
dessa afirmacdo (TIMKO & SINGH, 2008). Nesse sentido, evidéncias sugerem que a espécie teria
surgido no continente Africano, pois, espécies selvagens de feijao-caupi sdo encontradas apenas na
Africa e em Madagascar, sendo o Sudeste africano o maior centro de diversidade de espécies
silvestres de Vigna (TIMKO et al., 2007).

Pasquet & Baudoin (2001) revelaram que a espécie selvagem V. unguiculata ssp.
unguiculata var. spontanea é provavelmente o genitor do feijado-caupi cultivado, ao passo que
Coulibaly et al. (2002) afirmaram ter encontrado alguma evidéncia de domesticacdo no Nordeste

africano, com base em estudos por AFLP (Do inglés Amplified Fragment Lenght Polymorphisms;
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Polimorfismos de Comprimento de Fragmentos Amplificados). Entretanto, em estudo com
marcadores moleculares DAF incluindo varias espécies do género, Simon et al. (2007) enfatizaram
a clara origem asiatica do género Vigna, sugerindo que a Africa poderia ser considerada o centro de
diversificacdo do feijdo-caupi e ndo seu centro de origem, especialmente levando-se em conta que a

maioria de suas espécies-irmas ocorrem na Asia.
3.3 Introducéo do Feijao-Caupi no Brasil

Embora existam indicios que sugerem que o feijado-caupi seja cultivado desde os tempos pré-
historicos, alguns pesquisadores preferem afirmar que o cultivo da espécie comegou apenas no
século VIII A.C., ao passo que sua introducdo nos Estados Unidos teria ocorrido aproximadamente
no ano de 1700, época em que o feijao-caupi também teria sido introduzido na América do Sul
(TIMKO et al., 2007). Entretanto, Gandavo (2001) relatou que no ano de 1568 j& haviam indicios
do cultivo de diversos tipos de feijdo no Brasil, assim como Souza (2011) mencionou que em
meados de 1587, varios tipos de feijoes e favas eram cultivados no estado da Bahia. Apesar de ndo
haver confirmacao que o feijdo-caupi estivesse presente entre as espécies cultivadas no pais naquela
época, muitos pesquisadores acreditam que sim. Segundo Barraclough (1995), em 1549 a Bahia
mantinha comércio intenso com o oeste da Africa, esse fato fortalece a hip6tese, consolidando a

idéia de que o feijdo-caupi ja estava sendo cultivado no pais antes de 1700.

Nesse sentido, a introducdo do feijao-caupi no Brasil deve ter ocorrido na segunda metade
do século XVI, por colonizadores portugueses e espanhdis, assim como por africanos trazidos como
escravos, Vvisto que no periodo colonial, cerca de 3,6 milhdes deles foram trazidos ao Brasil, a
maioria chegando ao pais pelos portos de Recife, Salvador, Rio de Janeiro e Sdo Luiz, vindos
diretamente de Angola, Mocambique e Congo, de acordo com registros historicos. Além de
trazerem muito de sua cultura, esses povos trouxeram também sementes de plantas utilizadas em
pratos tipicos africanos, ou em seus rituais sagrados, como foi o caso do feijdo-caupi (CURTIN,
1969 In: SIMON et al., 2007).

A existéncia de uma variedade de cultivares no estado da Bahia, bem como de diversos
pratos tipicos com feijao-caupi, a exemplo do acarajé e do abara, ambos de origem africana, sdo
indicios que também suportam a hipotese. Acredita-se entdo, que a partir da Bahia, acompanhando
a colonizacdo, essa leguminosa tenha se disseminado por todas as regides do pais, tendo maior

destaque nas regibes Norte e Nordeste, onde ocupa grande porcentagem (cerca de 90%) das areas
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plantadas com feijdo nos estados do Maranhdo, Piaui e Ceard (ARAUJO, 1984; ARAUJO, 1988;
FREIRE FILHO, 1988).

3.4 Sistematica e Taxonomia do Feijdo-Caupi

O feijdo-caupi (V. unguiculata L. Walp.) é uma dicotyledonea, pertencente a ordem
Fabaceae, subfamilia Faboideae, tribo Phaseoleae, subtribo Phaseolineae, género Vigna, seccao
Catyang, espécie Vigna unguiculata L. Walp. e subespécie unguiculata (PADULOSI & NG, 1997;
FREIRE FILHO et al., 2005;VIJAKUMAR et al., 2010). O género Vigna, considerado pantropical e
altamente varidvel, abriga outras espécies economicamente importantes, a exemplo de V. radiata
(feijdo-mungo), V. angularis (feijdo-azuki), V. mungo (gramanegra) e V. subterranea (amendoim de
bambara). O género € composto por mais de 80 espécies, as quais se agrupam dentro de seis
subgéneros: Vigna, Ceratotropis, Plectotropis, Sigmoidotropis, Lasiosporon, e Haydonia. Vigna
abrigava ainda um sétimo subgénero, Macrorynchus, que recentemente foi transferido para o género
Wajira (VIJAYKUMAR et al., 2010; TIMKO & SINGH, 2008).

A espécie V. unguiculata se divide ainda em 11 subespécies, das quais, 10 incluem as
formas selvagens, ao passo que a subespécie unguiculata inclui as formas cultivadas. V. unguiculata
ssp. unguiculata se subdivide ainda em quatro cultigrupos, nomeados: biflora (ou cylindrica),
textilis, sesquipedalis e unguiculata (TIMKO & SINGH, 2008; VIJAKUMAR et al., 2010).

Membros do grupo biflora sdo comuns na india e caracterizam-se por suas sementes
relativamente pequenas e lisas, nascidas em vagens de tamanho pequeno que sdo mantidas na
posicdo vertical até a maturidade. O grupo textilis inclui formas raras de feijdo-caupi, com
pedunculos muito longos, que sio utilizados na Africa como fonte de fibra. Sesquipedalis abriga
tipos de feijio-caupi que crescem amplamente na Asia, para producdo de vagens verdes muito
longas (40 a 100 cm) que sdo usadas como feijdes de estalo. Em comparacdo com os demais,
unguiculata é o maior cultigrupo, incluindo a maioria dos feijées africanos de tamanho médio a

grande, bem como os feijoes tipo forragem (TIMKO et al., 2007).

Segundo Padulosi & Ng (1997), ap06s a adocdo dessa nomenclatura, as discussdes sobre a
classificacdo botanica do feijdo-caupi cessaram. E importante ressaltar também, que no Brasil,
somente os cultigrupos unguiculata e sesquipedalis sdo cultivados, unguiculata compreende quase

a totalidade das cultivares locais e melhoradas, enquanto que sesquipedalis inclui 0 comumente
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conhecido feijdo de metro ou feijdo-chicote (FREIRE FILHO et al., 2005 In: FREIRE FILHO et al.,
2005).

3.5 Aspectos Morfologicos do Feijdo-Caupi

O feijdo-caupi, que é uma planta herbacea de ciclo anual, se desenvolve bem na estacéo
quente, necessitando de temperaturas a partir dos 18 °C para completar seu desenvolvimento,
entretanto, sua taxa de crescimento 6timo ocorre somente aos 28 °C . Em comparagdo ao feijdo-
comum, o feijdo-caupi apresenta folhas brilhantes na cor verde escura e menos pubescentes, além
disso, seu sistema radicular é mais desenvolvido, apresentando ramos e caules mais grossos. O
habito de crescimento pode ser determinado ou indeterminado, com tipologia ereta, semiereta,
semiprostrada e prostrada, dependendo principalmente do gendtipo. Além do genétipo, o
fotoperiodo e as condicBes de crescimento, na qual a planta se encontra, podem também interferir
no seu porte. Genotipos de floracdo precoce, em geral, sdo capazes de produzir vagens com gréos
secos em aproximadamente 60 dias, ao passo que gendtipos de floracdo tardia requerem cerca de
150 dias para maturacdo, dependendo do fotoperiodo (CRAUFURD et al., 1997; TIMKO et al.,
2007; TIMKO & SINGH, 2008).

As sementes dos tipos cultivados de feijao-caupi podem pesar entre 80 mg e 320 mg, com
formatos que variam do arredondado até o reniforme. Cada vagem pode conter entre oito e 18
sementes, e apresentar formato cilindrico e curvado, ou reto. Quanto ao tegumento da semente,
pode haver variacdo na textura (liso ou rugoso), na coloracéo (branco, creme, verde, amarelo-claro,
vermelho, marrom e preto), e na uniformidade, além disso, 0s graos de muitos tipos de feijdo-caupi
conhecidos, a exemplo do blackeye pea e do pinkeye, sdo brancos com uma area circular de formato
irregular, preta ou vermelha, a qual circunda o hilo, dando a semente a aparéncia de um olho
(TIMKO & SINGH, 2008).

O feijdo-caupi apresenta inflorescéncias formadas a partir de um eixo central, um racemo
modificado, com seis a oito pares de gemas florais, as quais estdo dispostas alternadamente em um
eixo intumescido, denominado almofada. Suas flores sdo perfeitas e zigomorfas, distribuindo-se aos
pares no racemo, o qual se desenvolve a partir da axila foliar. O célice é pentamero, persistente e
gamossépalo, podendo ser verde ou roxo, ao passo que a corola é dialipétala e também pentamera.
O estandarte (maior pétala da corola) localiza-se na parte posterior da flor, e abre-se completamente
durante a antese. As quatro pétalas restantes permanecem na mesma posiGdo que ocupavam
anteriormente na gema, ao passo que as duas pétalas laterais, que cobrem as pétalas inferiores,
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denominam-se asas. O estandarte e as asas podem variar de completamente brancas a
completamente roxas, diferentemente das outras duas pétalas, que permanecem brancas. O androceu
(parte masculina da flor), que se apresenta incluso na corola, € composto por 10 estames, dos quais
um permanece livre, ao passo que os nove restantes sdo concrescidos (diadelfos), enquanto que a
antera tem base fixa, é livre e apresenta deiscéncia longitudinal. O gineceu (parte feminina da flor)
apresenta ovario multilocular, estilete internamente piloso e estigma obliquo (ROCHA et al., 2001).

O feijdo-caupi apresenta emergéncia epigea, de forma que os cotilédones emergem do solo
durante a germinacdo. Este tipo de emergéncia torna a plantula muito suscetivel a ferimentos, visto
que é incapaz de rebrotar a partir de regides abaixo dos cotilédones. As primeiras duas folhas
verdadeiras da plantula sdo opostas, sésseis, e inteiras, enquanto que as folhas restantes sdo
alternadas, pecioladas e trifolioladas. Vale salientar que a planta madura exibe nectarios extraflorais
que funcionam como atrativos para insetos, fato que impulsiona a polinizagéo, além disso, outra
caracteristica notavel, considerada um atributo que diferencia o feijdo-caupi de outras leguminosas,
é a presenca de pedunculos longos nas vagens, o que facilitita grandemente a colheita manual
(TIMKO & SINGH, 2008).

3.6 O Consumo do Feijao-Caupi

O feijdo-caupi € consumido em inumeros paises, principalmente por pessoas que apresentam
dietas pobres em proteinas, minerais e vitaminas, de forma que para tais consumidores a espécie
destaca-se como importante fonte nutricional. Com perfil semelhante ao de outras leguminosas, o
feijdo-caupi apresenta baixo teor de gordura e contetido proteico duas a quatro vezes maior que em
cereais e tubérculos, sendo rico especialmente em aminoacidos, como lisina e triptofano. Além de
ser uma importante fonte proteica, essa leguminosa também exibe um alto teor de minerais e
vitaminas, apresentando ainda um dos maiores niveis de acido félico (vitamina do complexo B
crucial para prevenir a ma formacéo do canal medular em fetos) em comparacdo a qualquer outro
alimento (TIMKO et al., 2007).

O consumo do feijao-caupi pode ser feito na forma de vagem verde, ou de gréos verdes ou
secos, havendo ainda outras formas de preparo, como é o caso das folhas jovens, que na Africa séo
preparadas como um refogado, similarmente ao espinafre. Para facilitar e reduzir o tempo de
cozimento, quando o consumo ¢é feito na forma de vagem verde, a colheita ocorre quando as vagens
estdo bem desenvolvidas mas com baixo teor de fibras. Para o consumo dos grdos verdes, as vagens
sdo colhidas no inicio da maturidade fisioldgica a fim de se evitar o ressecamento dos gréos, da
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mesma forma que para o consumo dos grdos secos, as vagens sdo colhidas secas, exatamente no
ponto de maturidade. Vale ressaltar, que além de sua utilizacdo na alimentacdo humana, em
diversas partes do mundo a folhagem do feijdo-caupi também é utilizada como importante fonte de
feno para animais (VIEIRA et al., 2000; TIMKO et al., 2007).

3.7 Aspectos Socioeconémicos do Feijao-Caupi

O feijdo-caupi destaca-se como uma das Fabaceaes mais adaptadas, versateis e nutritivas
dentre as espécies cultivadas, de forma que seu cultivo, apenas no Brasil, no periodo de 2005-2009,
chegou a ocupar uma area em torno de 1.391.386 ha, distribuidos principalmente entre as regides
Norte, Nordeste e Centro-Oeste (FREIRE FILHO et al., 2011). Dentre os paises produtores de
feijdo-caupi, a Nigéria destaca-se como maior produtor e consumidor mundial, exibindo
aproximadamente 5 milhGes de hectares sob cultivo, o que reflete sua produgéo anual estimada em
2 milhdes de toneladas. Apds a Nigéria, Niger e Brasil sdo considerados os maiores produtores e
consumidores de feijdo-caupi, com producdo anual estimada em 650,000 t e 513,619 t,
respectivamente (TIMKO & SINGH, 2008; FREIRE FILHO et al., 2011).

E importante ressaltar que, no Brasil, apesar de serem cultivadas varias espécies de feijéo, o
Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA), por regulamentacdo técnica,
considera como feijdo apenas o feijao-caupi e o feijdo-comum. Essas duas espécies destacam-se
como as mais importantes social e economicamente no Pais, porém, no caso do feijdo-caupi, 0
cultivo se concentra nas regides Norte e Nordeste, estando, atualmente, em expansdo para a regido
Centro-Oeste, em especial para o estado de Mato Grosso, conforme mostra a Figura 1 (FREIRE
FILHO et al., 2011).

Na regido Nordeste, a producéo de feijdo-caupi concentra-se no Semi-arido, onde, devido a
alta temperatura e ao baixo indice pluviométrico, outras culturas (ex: meldo, goiaba, manga, dentre
outros) ndo conseguem se desenvolver satisfatoriamente. Vale salientar que tanto na regido Norte
como na regido Nordeste, apesar de haver atuacdo por parte de agricultores empresariais, a maior
parte da producdo é feita por agricultores familiares, adeptos das praticas tradicionais, enquanto que
na regido Centro-Oeste, onde a cultura passou a ser feita em larga escala a partir de 2006, a maior
parte da producdo é feita por médios e grandes empresarios, praticantes de uma lavoura altamente
tecnificada (FREIRE FILHO et al., 2011).
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Figura 1. Distribuicdo aproximada das regides produtoras de feijao-caupi no Brasil (Fonte:
FREIRE FILHO et al., 2011).

Dentre os estados produtores de feijdo-caupi na regido Nordeste, o estado de Pernambuco
tem grande importancia, tendo atingido no ano de 2004 uma area colhida de 167,601 ha. Apesar do
potencial produtivo da espécie para o Nordeste brasileiro ser indiscutivel, a produtividade ainda é
considerada baixa, refletindo fatores adversos a cultura, inclusive a ocorréncia de doencas e pragas,
entretanto, como exemplo, 0 MAPA revela que o estado de Pernambuco dispde de 112 municipios
com pelo menos um periodo do ano favoravel ao cultivo do feijao-caupi, 0 que demonstra que para
se aumentar a producdo ndo se necessita da abertura de mais areas, sendo apenas necessarios novos
investimentos em tecnologia, 0o que, em consequéncia, ira refletir positivamente na producéo
(BARROS et al., 2005; MACHADO et al., 2010; FREIRE FILHO et al., 2011).

3.8 Principais Doencas e Pragas do Feijao-Caupi

O mosaico severo do feijdo-caupi (Do inglés Cowpea Severe Mosaic Virus), causado por um
virus pertencente ao género Comovirus, é considerado uma das principais doencas do feijao-caupi,
sendo relatada em praticamente todos os estados produtores do Norte e Nordeste do Brasil. Em
geral, medidas preventivas de controle do mosaico severo envolvem a aplicacdo de inseticidas,

visando a reducdo da populacdo dos insetos vetores (coledpteros da familia Chrysomelidae) e
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consequentemente a diminuigédo da incidéncia da doencga. Entretanto, essa medida tem se mostrado
ineficaz no periodo chuvoso, no qual a planta cresce mais intensamente. Além disso, o alto custo
também tem desencorajado a adogdo do controle quimico dos vetores pelos agricultores. Dessa
forma, a resisténcia genética tem sido apontada como a medida mais apropriada para o controle do
CpSMV (ASSUNCAO et al., 2005).

O virus do mosaico do feijdo-caupi transmitido por afideos (Do inglés Cowpea Aphid-Borne
Mosaic Virus) ocorre em diversas localidades onde se cultiva feijdo-caupi. A doenca se expressa
nos foliolos, por extensas areas cloréticas que se alternam com &reas no tom verde normal.
Frequentemente se observa distor¢do foliar no &pice do foliolo, bem como redugdo no porte de
plantas severamente atacadas. Na natureza, os principais vetores sdo Myzus persicae (Sulzer, 1776)
e Aphis craccivora (Koch, 1854), além da prépria semente. O controle da doenca consiste
principalmente no emprego de variedades resistentes, assim como no controle sistematico dos

afideos vetores na fase de desenvolvimento vegetativo (SOBRINHO et al., 2000).

O virus causador do mosaico do pepino (Do inglés Cucumber Mosaic Virus), também
transmitido por afideos, em geral, ocasiona sintomas leves na maioria das cultivares de feijéo-caupi
testadas, entretanto, quando esse virus interage sinergicamente com virus pertencentes ao género
Potyvirus, os sintomas se agravam. Essas associa¢fes tém sido constatadas em condigdes naturais e
confirmadas mediante inoculacfes artificiais. A transmissdao do virus é feita naturalmente por
pulgdes, 0 que permite a disseminacéo espacial e temporal da enfermidade. Em geral, o controle da
doenca é feito atraveés do emprego de cultivares resistentes, bem como pelo controle dos afideos
vetores e pela utilizacdo de sementes certificadas, provenientes de campos sadios (BARRETO,
1999; SOBRINHO et al., 2000).

O virus do mosaico dourado do feijao-caupi (Do inglés Cowpea Golden Mosaic Virus) esta
presente em todas as regides produtoras de feijao-caupi, entretanto, tem elevados graus de
incidéncia no estado do Piaui, onde provoca perdas expressivas na producdo (20% a 78%),
principalmente quando a interacdo ocorre entre zero e 20 dias ap6s a emergéncia das plantulas. A
doenca se expressa na forma de pequenas pontuacdes amareladas, que crescem em formato e
extensdo, cobrindo toda a superficie do limbo foliar, o que deixa os foliolos com a coloracéo
amarelo-dourada. Na natureza, a transmissdo do virus é feita pela mosca-branca, Bemisia tabaci
(Genn.), ndo havendo transmissdo por sementes ou por métodos mecanicos. Normalmente,

recomenda-se o0 controle por meio de cultivares com alguma resisténcia ao virus ou tolerancia a
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mosca branca. Em condi¢Ges de campo, essas cultivares podem apresentar infecgOes leves da
doenca, porém, sem comprometer o rendimento da cultura (SOBRINHO et al., 2000).

Além dos virus, uma série de doencas causadas por fungos, bactérias e nematoides também
acometem o feijao-caupi, especialmente no Nordeste do Brasil. Essas doencas ndo apresentam uma
distribuicdo generalizada nas regides produtoras, entretanto, por serem de importéncia localizada,
tém merecido atencdo nos programas de melhoramento, a exemplo do complexo de patégenos do
solo que envolve Fusarium sp., Rhizoctonia sp., Macrophomina sp., e Sclerotium sp.(FREIRE
FILHO et al., 1999).

As espécies de Fusarium, em geral, estdo associadas a podridGes de raiz-colo-caule, a
exemplo da Podriddo das raizes e da Murcha de fusarium. A Podriddo das raizes € causada
principalmente por F. solani, o qual causa danos pequenos se a cultura for vigorosa, entretanto, sob
condicdes de estresse a doenca pode causar perdas de até 86%. Os sintomas podem variar de
pequenas listras amarronzadas, no inicio da doenca, até listras espessas que culminam por afetar
todo tecido abaixo do solo. Como metodos de controle para a doenca, sugere-se o emprego de
cultivares resistentes ao patogeno, além de se evitar o plantio de alta densidade (ALLEN et al.,
1996).

Por outro lado, a Murcha de fusarium, também conhecida como Amarelecimento, é causada
por F. oxysporum, um patdgeno que causa dessecacao vascular por penetrar nos tecidos internos da
raiz e do hipocotilo, onde se verifica a necrose do tecido, caracterizada por uma distinta
descoloracdo marrom. A maneira mais efetiva para o controle da doenca é através do uso de
cultivares resistentes, porém, a adocao de préaticas culturais que diminuam a densidade do in6culo e

aumentem a fertilidade do solo podem reduzir a severidade da doenca (ALLEN et al., 1996).

As espécies de Rhizoctonia, a exemplo de R. solani, geralmente sdo associadas a podriddes
de raiz-colo-caule e a doencas foliares. A R. solani € um fungo que provoca sérios danos ao feijao-
caupi, ocorrendo em geral até a terceira semana depois do plantio. Os sintomas expressos pela
planta atacada variam de podriddes nas sementes e raizes, cancros no hipocoétilo e tombamento das
plantulas. O controle da doenca € considerado dificil, visto que o patdgeno tem elevada severidade
por apresentar grande competicdo saprofitica, e capacidade de sobreviver no solo mesmo na
auséncia de hospedeiro (FERREIRA et al., 2009).
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As espécies de Macrophomina estdo sempre associadas a podrid6es do caule, a exemplo da
podriddo cinzenta do caule. Essa doenca é causada pelo fungo M. phaseolina, tendo sido observada
pela primeira vez no municipio de Campinas-SP, em 1935, atacando plantas de feijao-comum. A
doenga se manifesta atacando caule e raiz, o que determina graves prejuizos. No Brasil, o patdgeno
esta presente em muitas areas produtoras, tornando-se mais severo quando as condigdes ambientais
revelam-se secas e com temperaturas elevadas. Como métodos de controle, recomendam-se o
emprego de sementes sadias, plantio pouco adensado em areas irrigadas, manejo adequado da agua
visando se evitar 0 encharcamento do solo, assim como a utilizacdo de um plano de rotacao cultural
que inclua gramineas forrageiras (SOBRINHO et al., 2000; SOBRINHO et al., 2006).

As espécies de Sclerotium, assim como Fusarium sp., encontram-se geralmente associadas a
podridGes de raiz-colo-caule, a exemplo da Murcha/Podriddo de esclerécio. Essa doenca tem como
agente causal o fungo S. rolfisii, cuja disseminacdo vem crescendo nos ultimos anos. Em condicdes
de campo, a disseminacdo ocorre principalmente pelo transporte de material contaminado (solo,
esterco, mudas e sementes), assim como por esclerocios, 0s quais podem permanecer viaveis no
solo por mais de cinco anos. O método de controle mais eficaz do patdgeno, consiste no manejo
preventivo, como promover aracdo profunda, evitar o acumulo de matéria orgénica no solo,
empregar espacamentos abertos, promover planos de rotacdo da cultura e efetuar o tratamento do
solo com fungicidas (SOBRINHO et al., 2000).

Assim como 0s virus, bacterias, fungos e nematdides, diversas pragas causam danos diretos
a cultura do feijdo-caupi na regido Nordeste. Dentre essas, merecem maior atencdo 0s percevejos
(Nezara viridula, Piezodorus guildini e Crinocerus sanctus), a cigarrinha verde (Empoasca
kraemeri), a minadora das folhas (Liriomyza sativae), o tripes (Trhips tabaci), o manhoso
(Chalcodermus bimaculatus) e a lagarta elasmo (Elasmopolpus lignosellus). Entre as pragas que
além de causar danos diretos sdo também vetoras de virus, merecem atencédo a vaquinha (Cerotoma
arcuata), a brasileirinha (Diabrotica speciosa), vetoras do CpSMV, os pulgdes (Aphis spp.), vetores
do CpAMV e CMV e a mosca branca (Bemisia tabaci), que é transmissora do CpGMV. Entre as
pragas de pds-colheita, o caruncho (Callosobruchus maculatus) e a traca (Plodia interpunctella) sdo
as mais importantes, as quais respondem pela quase totalidade das perdas ocorridas nos grdos
armazenados (FREIRE FILHO et al., 1999; FREIRE FILHO et al., 2005).

As tracas (P. interpunctella) sdo pequenas mariposas de aproximadamente 20 mm de
envergadura, cabeca e torax avermelhados, asas anteriores com dois tracos distais também

avermelhados e com o terco basal de coloragdo acinzentada, com alguns pontos escuros nitidos. As
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lagartas sdo de coloracdo branco-rosada, tornando-se mais escuras quando proximas de empupar,
periodo em que tecem um casulo de teia, restos de alimento e excrementos, entre 0s graos, sacarias
ou frestas das paredes. As fémeas da espécie sdo capazes de ovipositar de 100 a 400 ovos, que se
distribuem isoladamente ou agrupam-se sobre os grdos. Vale ressaltar que, por terem o corpo mole,
as tracas ndo penetram profundamente nos grdos armazenados a granel, atacando preferencialmente
os graos da superficie, em especial aqueles trincados ou quebrados (SILVA et al., 2005 In: FREIRE
FILHO et al., 2005).

Os carunchos da espécie C. maculatus, sdo besouros que vivem cerca de cinco a oito dias,
com aproximadamente 3 mm de comprimento, apresentando nos élitros manchas amarronzadas que,
em repouso, formam um “x”. As fémeas da espécie ovipositam em média 80 ovos nas superficies
dos gréos, que ao eclodirem, liberam larvas que penetram nos mesmos, alimentando-se de seu
conteddo interno. No interior da semente, as larvas transformam-se em pupas, e ap0s a emergéncia,
0s adultos perfuram orificios de saida para iniciarem novo ciclo biolégico (SILVA et al., 2005 In:
FREIRE FILHO et al., 2005).

Visto que ambos apresentam infestacdo cruzada, recomendam-se 0os mesmos métodos de
controle tanto para a traga quanto para o caruncho, os quais consistem na limpeza e desinfeccdo dos
armazéns no periodo da entressafra, realizacdo do expurgo de todo material a ser estocado,
pulverizacdo posterior das superficies do material expurgado e monitoramento dos gréos
armazenados, sendo realizada amostragem mensal de cada lote e expurgando-se novamente aqueles
infestados (SILVA et al., 2005 In: FREIRE FILHO et al., 2005).

3.9 Tolerancia de Plantas a Insetos

Os insetos tém grande destaque no equilibrio ecoldgico por serem capazes de habitar
praticamente todos os ecossistemas, se adaptando facilmente as adversidades ambientais. Além
disso, os insetos sdo muito importantes para a agricultura, como agentes polinizadores e no controle
biologico. Por outro lado, algumas espécies de insetos sdo consideraveis na producao agropecuaria,

fato que evidencia a necessidade de controle destes organismos (MACHADO, 2009).

Segundo Gullan & Cranston (2007), uma determinada populacdo de insetos recebe o status
de praga quando apresenta abundancia em individuos, 0s quais, em conjunto, sao capazes de causar
danos consideraveis. Em geral, o dano causado por um inseto, normalmente devido a alimentacao,

ndo chega a ocasionar perdas significativas, visto que as plantas sdo capazes de tolerar certo grau de
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injuria, sendo entdo necessario que ocorra uma elevada densidade populacional da praga para
danificar seriamente a cultura. Porém, em alguns casos, poucos individuos j& sdo suficientes para

provocar perdas econdmicas significativas.

Diversos métodos buscam controlar o ataque por pragas, visando a reducdo dos danos
ocasionados. Dentre estes, uma metodologia que merece destaque € o controle por resisténcia, o
qual se refere a utilizacdo de plantas melhoradas geneticamente, de forma a adquirir tolerancia a
determinadas pragas. Esse método ndo causa danos ao meio ambiente, além de permitir a
manutencdo da praga em niveis inferiores ao de dano econémico, evitando assim maiores gastos
pelo produtor (GALLO, et al., 2002).

A tolerancia de plantas a insetos reflete a existéncia de caracteristicas genéticas herdadas, as
quais fazem com que uma planta seja menos danificada por um inseto que outra suscetivel, nas
mesmas condi¢des (GULLAN & CRANSTON, 2007). Segundo Lara (1991), a resisténcia é um
carater relativo, visto que sua expresséo e efetividade podem variar de acordo com a situagéo, de
forma que uma planta pode manifestar resisténcia em certas condi¢des e manter ou ndo esse carater
em outras condic¢Ges. Além disso, a resisténcia esta diretamente relacionada com o inseto, visto que

a planta pode ser resistente a certa espécie, mas suscetivel a outra.

Ainda conforme Lara (1991), fatores relacionados com as plantas e insetos podem alterar a
manifestacdo do carater, a exemplo da idade da planta atacada, parte da planta atacada, ocorréncia
anterior de dano, fase de desenvolvimento do inseto, espécie, raca ou biotipo do inseto, assim como
0 tamanho da populacdo. Inclusive, alguns fatores ambientais, a exemplo da temperatura,
luminosidade, fertilidade do solo e umidade, podem também influenciar os niveis de tolerancia nas
plantas (PIZZAMIGLIO, 1991).

Dentre os tipos de resisténcia conhecidos, a resisténcia do tipo tolerancia envolve apenas
caracteristicas nas plantas, dependendo somente da capacidade da prépria planta de superar o dano
causado pela alimentacdo do inseto (GULLAN & CRANSTON, 2007). Dessa forma, uma planta
pode ser considerada tolerante quando sofre poucos danos em comparacgdo as outras, Sob um mesmo
nivel de infestacdo da praga, contudo, sem afetar o comportamento ou a biologia do inseto (LARA,
1991).
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3.10 Aspectos Bioldgicos de Callosobruchus maculatus (Fabr.)

O caruncho (C. maculatus) pertence ao reino Animalia, filo Artropoda, classe Insecta,
ordem Coleoptera, familia Chrysomelidae, género Callosobruchus e espécie C. maculatus. Esse
caruncho é conhecido por diversos nomes comuns, a exemplo de caruncho-do-caupi, bruquideo-do-
caupi e caruncho-do-caupi-sulista (BRIER, 2010). A duragdo completa do ciclo de vida do
caruncho é de 26 dias a 30 °C. Durante o ciclo, os ovos sdo colocados em um liquido claro e
pegajoso expelido pela fémea, o qual serve de apoio para a penetracdo da larva no interior do gréo.
As larvas sdo do tipo curculioniforme, enquanto que as pupas apresentam coloragdo branca leitosa,
medindo cerca de 3 mm de comprimento. Os adultos séo pequenos (Figura 2), com comprimento
podendo alcancar os 3 mm, similarmente as pupas, ao passo que as fémeas, em geral maiores que 0s
machos, apresentam quatro manchas claras bem definidas no pronoto, contrastando com a cor
escura e brilhante do corpo (GALLO et al., 2002).

Figura 2. O caruncho Callosobruchus maculatus na forma adulta. (Fonte:
http://hena.republika.pl/atlas.html).

A razdo sexual da espécie é de 1:1, pois a forma adulta apresenta-se na propor¢cdo de uma
fémea para um macho. Durante o ciclo, as fémeas pdem em média 80 ovos nas superficies dos
grdos. Ao eclodirem, as larvas penetram diretamente 0os mesmos, alimentando-se de seu conteido
interno. Dentro dos grdos, transformam-se em pupas e, ap0s a emergéncia, os adultos perfuram
orificios de saida, e fora dos grdos reiniciam o ciclo biolégico (SILVA et al., 2005 In: FREIRE
FILHO et al., 2005). Além de infestar o feijdo-caupi, o caruncho também ataca outros graos de

importancia econbmica, a exemplo de Phaseolus vulgaris (L.), Vigna radiata (L.), Glycine max
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(L.), Lens culinaris (Medikus), Pisum sativum (L.), Vicia faba (L.), Cajanus cajan (L.) e Cicer
arietinum (L.). Sua distribuicdo geogréfica é ampla, podendo se encontrar a espécie na quase
totalidade dos continentes, (BRIER, 2010).

O principal método de transmissdo do caruncho é por meio das proprias sementes infestadas,
a partir do estoque em armazenagem, ou por sementes que sdo contaminadas entre 0s armazéns ou
fora deles. Considera-se os danos causados pelo caruncho como significativamente importantes
porque, acima de tudo, podem provocar perda de peso total das sementes, bem como alterar sua
qualidade nutricional. Além disso, a simples presenca de insetos mortos e de excrementos sobre as
sementes fazem com que a sua aceitabilidade seja prejudicada, o que acarreta sérios problemas para
0 comércio de graos. Vale ressaltar que outro grande problema relacionado a presenca de carunchos
nos graos, é devido a sua alta capacidade de reinfestar as sementes, visto que apenas um caruncho €

capaz de causar 3,5% de perda de peso nos grdos armazenados (BRIER, 2010).

As infestacdes causadas pelo caruncho sdo de facil identificacdo, visto que 0s ovos séo
colocados na superficie da semente (Figura 3), sendo visiveis a olho nu, além disso, como o
desenvolvimento larval e a formacdo da pupa ocorrem dentro do grdo, ao emergir, o inseto adulto
deixa orificios caracteristicos no tegumento da semente. E importante salientar ainda, que o tipo de
semente, assim como colheitas durante o inverno, seguidas de armazenamento por longos periodos
de tempo, séo considerados os fatores que mais influenciam as infestacGes pelo caruncho (BRIER,
2010).

Figura 3. Sementes de feijdo-caupi com ovos de C. maculatus e orificios de emergéncia (Foto da

autora).
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3.11 O Caruncho Callosobruchus maculatus e o Feijao-Caupi

Apesar de ser considerado o terceiro maior produtor e consumidor mundial de feijéo-caupi,
0 Brasil tem sofrido constantemente com o0s danos causados a cultura por insetos, visto que, assim
como em diversos paises, essa leguminosa tem sido prejudicada por diversos insetos durante todo o
seu ciclo de desenvolvimento, sendo em condigdes de armazenamento, atacada principalmente pelo
caruncho C. maculatus, praga de importante destaque (TIMKO & SINGH, 2008; MARSARO Jr. &
VILARINHO, 2011).

Os danos relativos a infestacdo pelo caruncho ndo decorrem apenas da penetracdo e
alimentacdo das larvas no interior dos grdos, mas também da reducdo do peso, do poder
germinativo, do valor nutritivo e do valor comercial dos gréos, assim como do grau de higiene do
produto, devido a presenca de ovos, excrementos e insetos (CASTRO et al., 2010). Em geral, a
infestacdo intensifica-se durante o armazenamento, porém, se houver retardamento da colheita, as
infestacbes podem se iniciar ainda no campo (CARVALHO et al, 2011; MARSARO Jr. &
VILARINHO, 2011).

Devido ao ataque pelo caruncho chegar a provocar perdas totais de até 60% dos gréos
armazenados, 0s agricultores, em especial os pequenos produtores, tentam adotar estratégias para o
controle dessa praga através da utilizacdo de produtos quimicos, porém, embora esse tipo de
controle, quando bem realizado, possa ser eficiente, as condi¢des de armazenamento da maioria dos
agricultores permitem reinfestacdes, da mesma forma que existem relatos sobre o surgimento de
mecanismos de resisténcia a tratamentos quimicos em varias espécies de insetos-praga. Por outro
lado, a crescente preocupacdo da sociedade em relacdo aos efeitos colaterais causados pelos
agrotoxicos, como a toxicidade para os aplicadores, poluicdo ambiental e presenca de residuos em
alimentos, tem incentivado pesquisadores a desenvolver estudos sobre taticas de controle alternativo
as pragas de armazenamento (MARTINAZZO et al., 2000; AZEVEDO et al., 2007; CASTRO et
al., 2010; MELO et al., 2010; CARVALHO et al., 2011).

Por ser de facil manejo, ndo oferecer riscos para a saude humana e animal, apresentar baixo
custo, ndo poluir o ambiente e ser compativel com outras estratégias de controle, o emprego de
genotipos tolerantes surge como uma opc¢do promissora a fim de minimizar as perdas causadas pelo
caruncho durante o armazenamento de feijdo-caupi (LIMA et al., 2004, MARSARO J. &
VILARINHO et al., 2011). Vale salientar que ja existem estudos que tém demonstrado a existéncia

de gendtipos de feijdo-caupi tolerantes ao caruncho, a exemplo de Costa et al. (2004), que avaliaram
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21 gendtipos de feijdo-caupi quanto a tolerancia a C. maculatus, segundo as variaveis numero de
0VOs Viaveis e inviaveis, nimero de insetos e porcentagem de insetos emergidos, ciclo biologico de
ovo a adulto, massa de gréaos consumidos e massa de grdos consumidos por inseto, sendo capaz de
identificar genotipos mais suscetiveis ao caruncho (IPA 206, CANAPU e CORUJINHA) assim
como acessos menos suscetiveis (TE90 170 29F, TE9O 170 76F, CNCx 405 17F e TE87 108 6G).

Anteriormente ao reportado por Costa et al. (2004), Lima et al. (2001) havia avaliado 30
gendtipos de feijdo-caupi quanto a tolerancia ao caruncho, utilizando como variaveis para analise o
namero de ovos por fémea, a viabilidade dos ovos, a duragdo e viabilidade da fase imatura, a taxa
natural de crescimento populacional e o indice de tolerancia. Dentre os 30 acessos estudados, cinco
foram classificados como moderadamente tolerantes, 13 como suscetiveis e 11 como altamente

suscetiveis, sendo apenas um gendtipo (IT89KD-245) classificado como tolerante.

Resultados como esses revelam que diversos estudos tém procurado identificar gendtipos de
feijdo-caupi portadores da tolerancia ao caruncho, entretanto, € importante ressaltar que algumas
informacGes tém se mostrado inconsistentes, o que reflete a necessidade de estudos adicionais, que
busquem o isolamento dos fatores associados com a tolerancia de alguns acessos de feijdo-caupi ao
caruncho (LIMA et al. 2001).

3.12 Estudos Genéticos do Feijao-Caupi

Acredita-se que o melhoramento do feijdo-caupi no Brasil tenha comecado na segunda
metade do século XVI, pois nesse periodo iniciou-se a introducdo de cultivares no Pais, de forma
que os agricultores passaram a escolher apenas aqueles acessos que mais lhes agradavam, para
plantio e consumo. Entretanto, o melhoramento genético propriamente dito comegou apenas em
1925, provavelmente quando Henrique L6bbe, pesquisador da época, publicou um trabalho no qual
avaliou 12 cultivares de V. unguiculata. Contudo, somente anos depois, em meados da década de
sessenta, que os primeiros trabalhos visando o melhoramento do feijdo-caupi tiveram inicio na
regido Nordeste, tendo como objetivo basico o aumento da produtividade local. Nesses estudos,
eram feitas coletas, bem como a caracterizacdo de cultivares locais, as quais em seguida passavam
por um processo de eliminacdo de plantas atipicas, a fim de serem testadas em ensaios de
competicdo. Posteriormente, iniciou-se também a introducdo de novos materiais, de forma que os
ensaios passaram a conter cultivares provenientes de diversas localidades (FREIRE FILHO et al.,
1999; FREIRE FILHO et al., 2011).
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Apo6s a introducdo do melhoramento genético no Pais, mudangas positivas na cultura do
feijdo-caupi foram notadas, visto que seu cultivo ganhou amplitude significativa. Inicialmente, o
cultivo era feito basicamente de forma manual, por pequenos e médios agricultores familiares,
concentrando-se principalmente nas regides Norte e Nordeste, entretanto, com o passar dos anos, a
cultura passou a alcancar produtores empresariais, adeptos de lavouras totalmente mecanizadas, de
forma que atualmente tem se expandido para os grandes pdélos de producdo de gréos e para 0S
grandes centros de comércio e de consumo de outras regibes do pais, principalmente das regides
Centro-Oeste e Sudeste (FREIRE FILHO et al., 2011).

Contudo, apesar de sua grande importancia, o0 melhoramento genético classico baseava-se
apenas em caracteristicas morfolégicas, as quais eram utilizadas para se obter uma identidade para
cada acesso estudado, de forma que por meio do conhecimento de uma série de dados, podia-se
estudar a variabilidade genética de cada amostra. Entretanto, esse tipo de caracterizagdo tem a
desvantagem de ser altamente influenciada por fatores ambientais, o que pode prejudicar a
expressdo dos caracteres estudados, deixando de evidenciar a real similaridade ou diferenga entre os

individuos, o que altera significativamente a eficacia da técnica (MELO, 2010).

Dessa forma, o desenvolvimento e a utilizacdo de técnicas bioquimicas e moleculares, em
especial o emprego de marcadores moleculares, a exemplo dos RFLPs (Do inglés Restricton
Fragment Lenght Polymorphisms; Polimorfismos de Comprimento por Fragmentos de Restri¢éo),
RAPDs (Do inglés Random Amplified Polymorphic DNAs; Polimorfismo de DNA Amplificado ao
Acaso), AFLPs, e SSRs (Do inglés Simple Sequence Repeats; RepeticGes de Sequéncia Simples),
tém facilitado enormemente as analises de genoma de plantas e sua evolucdo, incluindo as relacdes
existentes entre as leguminosas, o que tem contribuido significativamente para o entendimento atual

da organizacéo e evolucdo do genoma do feijao-caupi (TIMKO & SINGH, 2008).

Vale ressaltar que um marcador molecular, definido como um segmento especifico de DNA
é capaz de representar diferencas ao nivel molecular, podendo ou ndo se correlacionar com a
heranca de uma caracteristica fenotipica. A utilizacdo de tais marcadores oferece numerosas
vantagens sobre as alternativas convencionais baseadas apenas no fenotipo, visto que marcadores de
DNA permanecem estaveis e sdo detectaveis em todos os tecidos, assim como em qualquer estagio
de crescimento, diferenciacdo, desenvolvimento ou fase celular, ndo sendo influenciados pelo
ambiente, nem por efeitos pleiotrépicos ou epistaticos (AGARWAL et al., 2008). Outra questao
importante é que, dependendo do tipo de marcador molecular empregado, taxas diferenciadas de

substituicdo ou de evolugdo, podem ser observadas, de modo que, utilizando-se anélises criteriosas
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para a escolha do marcador, questdes relativas a identificacdo de espécies ou formulacdo de
hipdteses filogenéticas em grupos supra-especificos podem ser elucidadas (SOLE-CAVA, 2001).

Comparativamente a literatura existente sobre outras leguminosas, a exemplo do feijao-
comum (Phaseolus vulgaris L.), da ervilha (Pisum sativum L.), da soja (Glycine max L.) e da alfafa
(Medicago sativa L.), os estudos com marcadores moleculares no feijdo-caupi séo recentes e
escassos, tanto na caracterizagdo, na avaliagdo e no manejo de germoplasma, quanto na
identificacdo de cultivares e no desenvolvimento de mapas genéticos para auxiliar nos processos de
cruzamento e selecdo (EHLERS & HALL, 1997). Além disso, esses poucos estudos sdo voltados na
sua maioria para a solucdo de aspectos da genética e do melhoramento de cultivares de feijdo-caupi
adaptados as regides dos Estados Unidos e da Africa, diferentes dos demandados para a regi&o
Nordeste do Brasil (BENKO-ISEPPON, 2001).

Nesse sentido, o emprego de técnicas moleculares, a exemplo dos marcadores moleculares
(marcadores de DNA), aliadas as metodologias cléssicas de melhoramento genético se faz Gtil para
0 desenvolvimento de cultivares adequadas para cultivo em qualquer regido do pais, assim como
para o desenvolvimento de cultivares com tipos de gréos que atendam as exigéncias dos mercados
importadores, visto que, além de ser um produto de grande valor social e econémico para o Brasil, o
feijdo-caupi desempenha também grande papel no mercado internacional (FREIRE FILHO et al.,
2011; BERED et al., 1997).

3.13 Inter Simple Sequence Repeat (ISSR)

A técnica com marcadores do tipo ISSR envolve a amplificacdo de segmentos de DNA
localizados entre duas regides de repeticdes microssatélites idénticas, orientadas em sentidos
opostos. O metodo utiliza microssatélites como primers, em uma PCR de primer Unico, atingindo
assim l6cus maltiplos do genoma, a fim de se amplificar principalmente repeticdes entre sequéncias
simples de tamanhos variados (SEMAGN et al., 2006).

Um nuamero ilimitado de primers pode ser sintetizado a partir de varias combinacoes de di-
nucleotideos, tri-nucleotideos, tetra-nucleotideos e penta-nucleotideos. Apesar dos primers poderem
ndo se ancorar, em geral, na maioria dos casos eles se ancoram nas extremidades 3’ou 5°, se
estendendo até as sequéncias da cauda. Além disso, a técnica utiliza primers longos (15-30
nucleotideos), quando comparados com o0s primers utilizados em RAPD (com apenas 10

nucleotideos), o que permite o uso de temperaturas de anelamento mais altas (45 a 65 °C), as quais
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variam de acordo com a quantidade de bases GC do primer utilizado (SEMAGN et al., 2006;
SHARMA et al., 2008).

Os produtos de amplificacdo, em geral, ttm comprimento que varia de 200-2000 pb,
podendo ser detectados tanto por eletroforese em gel de agarose como em gel de poliacrilamida. E
importante ressaltar também que, apesar de exibirem a especificidade dos marcadores
microssatélites, os ISSRs ndo necessitam de conhecimento prévio da sequéncia para sintese do
primer, o que reflete a vantagem de serem marcadores randémicos. Além disso, os ISSRs podem ser
sintetizados por qualquer pesquisador, sendo uma técnica simples, rapida e que dispensa o0 uso de
radioatividade (SEMAGN et al., 2006).

Vale salientar ainda que marcadores ISSR, normalmente, revelam alto polimorfismo,
entretanto, o nivel de polimorfismo pode variar de acordo com o método de deteccdo utilizado, a
exemplo da eletroforese em gel de poliacrilamida, que em combinacdo com a radioatividade, tem se
mostrado mais sensivel que a eletroforese em gel de agarose. Além disso, apesar de serem
marcadores dominantes, alguns ISSRs, ocasionalmente, exibem a co-dominancia, existindo ainda a
possibilidade de que assim como no caso dos marcadores RAPD, fragmentos encontrados na
mesma posicdo se originem de regibes ndo homologas (SEMAGN et al., 2006; SHARMA et al.,
2008).

Com o passar dos anos, diversas pesquisas, especialmente estudos envolvendo genomas de
vegetais, tém empregado cada vez mais marcadores ISSR em suas analises, e normalmente os
resultados obtidos tém sido considerados satisfatérios, a exemplo de Li & Ge (2001), bem como de
Wu et al. (2005), os quais aplicaram a técnica de ISSR com sucesso em analises de polimorfismo
genético de espécies pertencentes a familia Poaceae, da mesma forma que Gupta et al. (2008)
aplicaram tais marcadores para diferenciar gendtipos de Jatropha curcas, tendo obtido resultados

capazes de evidenciar variabilidade genética entre os acessos estudados.
3.14 DNA Amplification Fingerprinting (DAF)

Marcadores moleculares do tipo DAF, assim como no caso do RAPD, utilizam primers
arbitrarios para amplificacdo, os quais sdo capazes de reproduzir segmentos de DNA pertencentes a
qualquer espécie, sem a necessidade de qualquer informacéo prévia sobre a sequéncia. O padrao de
bandas gerado pelo DAF € considerado altamente complexo, entretanto, considera-se que a

inovacdo dessa técnica realmente se encontre no fato de utilizar um primer (oligonucleotideo) Unico
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e arbitrério, com o objetivo de se reproduzir uma dada amostra de DNA sem conhecimento algum
da sequéncia de interesse (SEMAGN et al., 2006).

Acredita-se que a amplificagdo de &cidos nucleicos por primers arbitrarios seja direcionada
principalmente pela interacdo entre o primer, os sitios padrdo de anelamento e as enzimas, o que é
determinado basicamente pelo complexo cinético e por processos termodinamicos. Nessa técnica,
0s produtos da PCR s&o obtidos a partir de uma temperatura de anelamento adequada, quando o
primer Unico se liga a sitios localizados em margens opostas do genoma, além disso, os sitios de
anelamento precisam se localizar a uma distancia amplificavel, o que em geral delimita que os

mesmos tenham comprimento inferior a 3000 pb (SEMAGN et al., 2006).

Assim como no RAPD, os polimorfismos (presenca ou auséncia de bandas) gerados pelo
DAF resultam de mutacfes na sequéncia, as quais inibem a ligacdo do primer, ou interferem na
amplificacdo de um marcador especifico em alguns individuos, sendo, portanto, detectados apenas
como fragmentos de DNA passiveis de reproducdo em certo individuo, mas ndo em outro. Contudo,
mesmo sendo bastante similares, o protocolo para DAF difere em algumas questdes daquele
aplicado para RAPD, como é o caso do uso de primers de diferentes tamanhos, desde primers curtos
(com no minimo 5 pb) até maiores (com 15 pb), além de altas concentracdes de primers, uso de dois
ciclos de temperatura ao invés de trés, e pela deteccdo dos produtos de amplificacdo, que pode ser
em gel de poliacrilamida (SEMAGN et al., 2006) ou agarose (BENKO-ISEPPON et al., 2003;
SIMON et al., 2007).

Entretanto, apesar da eficiéncia do RAPD, Benko-Iseppon et al. (2003) consideram o DAF
como uma técnica vantajosa sobre esse método, visto que tal marcador é capaz de gerar um grande
namero de bandas polimorficas com boa reprodutibilidade, independentemente do tamanho dos
primers, mostrando-se mais eficiente para 0 mapeamento genetico do que o RAPD, que apresentou
grandes niveis de distor¢do de segregacdo. Alem disso, a eficacia do DAF tem sido comprovada
pela sua ampla aplicacdo em estudos envolvendo diversos organismos, principalmente plantas,
animais e microorganismos. No caso do feijao-caupi, trabalhos recentes tém revelado a eficiéncia
do DAF, a exemplo dos estudos de Simon et al. (2007) e de Spiaggia et al. (2009).

Simon et al. (2007) utilizaram 26 primers DAF para avaliar a diversidade genética entre 85
acessos do género Vigna (dentre os quais 65 pertenciam a espécie V. unguiculata), tendo obtido
resultados que distinguiram claramente os genotipos de V. unguiculata tradicionalmente cultivados
no Brasil de materiais cultivados no continente africano. Spiaggia et al. (2009), por sua vez,
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aplicaram nove primers DAF na analise de 30 gendtipos de Vigna (dos quais 28 acessos eram de
feijdo-caupi), com a geracdo de um dendrograma capaz de revelar diversidade genética ao nivel
intraespecifico. Resultados como esses revelam que marcadores DAF sdo capazes de gerar
polimorfismos significativos até em niveis intraespecificos, podendo assim ser considerados
marcadores extremamente eficientes em comparacdo com outros métodos de analise, a exemplo do
RAPD.
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Resumo

Dentre as pragas do pds-colheita que mais dano causam aos grdos armazenados de feijéo-
caupi, o caruncho Callosobruchus maculatus tem grande destaque, sendo responsavel pela reducéo
da qualidade e do valor comercial dos grdos. O emprego de inseticidas como método de controle
dessa praga ndo tem possibilitado a obtencdo de resultados satisfatorios, sendo a utilizacdo de
cultivares tolerantes considerada uma alternativa promissora. Neste contexto, o presente trabalho
buscou avaliar acessos de feijdo-caupi quanto ao nivel de resposta a infestacdo pelo caruncho C.
maculatus (caruncho do caupi), relacionando os dados obtidos a variabilidade genética através de
marcadores moleculares DAF (DNA Amplification Fingerprinting) e ISSR (Inter Simple Sequence
Repeat) em comparacdo a acessos de taxons relacionados (V. unguiculata ssp. cylindrica e V.
radiata). Um total de 27 acessos de feijdo-caupi foram avaliados quanto ao nivel de resposta a
infestacdo pelo caruncho, utilizando-se o Delineamento Experimental Inteiramente Casualizado,
com quatro repeticGes e um grupo controle. Ap6s submissdo dos resultados obtidos a analise
estatistica, os acessos PATATIVA e MNC99-537F-4 foram considerados tolerantes a infestacao
pelo caruncho, o acesso INHUMA foi considerado suscetivel a infestacdo, enquanto que os demais
acessos avaliados apresentaram comportamento intermediario. A caracterizacdo molecular, a partir
de 25 primers, permitiu a construcdo de um fenograma pelo método Neighbor-Joining
(Agrupamento de Vizinhanga), em que os acessos de V. unguiculata ssp. cylindrica e V. radiata
assumiram uma posicdo basal em relacdo aos acessos de V. unguiculata, que se subdividiram em
dois grupos, nos quais 0S acessos contrastantes quanto ao nivel de resposta a infestacdo
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distribuiram-se em subgrupos distintos, evidenciando diversidade genética entre 0s gendtipos
avaliados.

Genetic diversity associated with tolerance of cowpea (Vigna unguiculata L. Walp.) to the

weevil Callosobruchus maculatus (Fabr.) using molecular markers

Abstract

Of the post-harvest pests that cause more damage to the stored cowpea grains,
Callosobruchus maculatus (cowpea weevil) has great importance, being responsible for the
reduction of quality and commercial value of the grain. The use of insecticides as a method to
control the pest does not allow the achievement of satisfactory results, thus the use of tolerant
cultivars is considered a promising alternative. In that context, the present study aimed to evaluated
cowpea accessions regarding the response to the infestation of C. maculatus (cowpea weevil),
relating data obtained to genetic variability through molecular markers DAF (DNA Amplification
Fingerprinting) and ISSR (Inter Simple Sequence Repeat) comparing to accessions of related taxa
(V. unguiculata ssp. cylindrica and V. radiata). In total, 27 cowpea accessions were evaluated
regarding the response to the weevil infestation by using the Completely Randomized Design, with
four replications and a reference group. After submitting the obtained results to statistical analysis,
the accessions PATATIVA and MNC99-537F-4 were considered tolerant to weevil infestation, the
accession INHUMA was considered susceptible to infestation, while the other accessions tested
showed intermediate behavior. The molecular characterization, using 25 primers, allowed the
construction of a phenogram through Neighbor-Joining method, where the accessions of V.
unguiculata ssp. cylindrica and V. radiata assumed a basal position in relation to V. unguiculata
accessions, which are subdivided into two groups, where contrasting accessions regarding the
response to infestation distributed into distinct subgroups, suggesting genetic diversity among the

evaluated genotypes.

5.1 Introducéo

Devido ao alto teor protéico de seus grdos, o feijdo-caupi (Vigna unguiculata L. Walp.)
apresenta grande importancia social e econémica, o que reflete 0 emprego da cultura como fator
fixador de mao-de-obra, gerador de empregos e de matéria-prima (FREIRE FILHO et al. 1999).
Além do valor nutritivo, o feijdo-caupi destaca-se por ser uma espécie versatil e adaptavel,

componente essencial de sistemas de producdo nas regides secas dos tropicos, as quais cobrem parte

50



da Africa, Asia, Oriente Médio e Américas do Norte, Central e do Sul, & exemplo do semi-arido do
Nordeste brasileiro (SINGH et al., 2002).

Por ter despertado o interesse dos grandes produtores, praticantes da agricultura empresarial,
o cultivo do feijdo-caupi tem se expandido tanto em &rea cultivada quanto comercialmente, da
regido Nordeste para outras regides do pais, inclusive para o exterior. Atualmente, tal expansdo tem
posicionado o Brasil como o terceiro maior produtor mundial de feijdo-caupi, entretanto, durante o
periodo de armazenamento dos grdos, perdas significativas devido ao ataque por pragas tem se
constituido em um dos principais problemas da cultura, comprometendo a quantidade e a qualidade
da producdo. Dentre as principais pragas que acometem a espécie na fase de pos-colheita e
armazenamento, destaca-se o0 caruncho Callosobruchus maculatus (Fabr.) (Coleoptera:
Chrysomelidae), que por infestar os grdos nessas fases torna-se responsavel por uma reducgdo
significativa da qualidade e do valor comercial do produto (SOUSA et al., 2005; FREIRE FILHO et
al., 2006).

Os danos relativos a infestacdo pelo caruncho sdo considerados impactantes, visto que o
inseto ja foi indicado como sendo capaz de destruir cerca de metade da safra anual brasileira de
feijdo-caupi, além disso, chegou também a causar perdas de 40% na producdo dos principais graos
colhidos no pais, como milho, trigo, soja e arroz (MARANGONI, 2002). Infelizmente, o controle
do caruncho em associacdo ao dos demais insetos-pragas, tem sido realizado em larga escala por
meio de produtos quimicos (inseticidas). Todavia, relatos sobre o surgimento de mecanismos de
resisténcia a esses tipos de tratamentos, tém sido cada vez mais frequentes em varias espécies de
insetos (MARTINAZZO et al., 2000; BORGES & VILA NOVA, 2011).

Segundo Lima et al. (2002), visando-se a reducdo dos danos e perdas observados durante o
periodo de armazenamento, o emprego de cultivares tolerantes tem se constituido em uma
alternativa promissora em relacdo ao uso de inseticidas. Nesse sentido, diversos estudos tém
procurado identificar genotipos de feijdo-caupi tolerantes ao caruncho. Carvalho et al. (2011)
avaliaram a tolerdncia de nove gendtipos de feijdo-caupi ao caruncho. Dentre as variaveis
escolhidas para analise, destacaram-se 0 nimero de ovos viaveis e inviaveis e 0 nimero de insetos
emergidos. Da mesma forma, Marsaro Jr. & Vilarinho (2011), ao avaliarem 26 cultivares de feijao-
caupi guanto a tolerdncia ao caruncho, escolheram o nimero de insetos emergidos como uma de
suas variaveis. Vale salientar que, com base nos parametros utilizados, ambos os trabalhos foram

capazes de identificar acessos com niveis consideraveis de tolerancia ao caruncho.
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Entretanto, em plantas, os descritores morfoagronémicos (marcadores morfoldgicos), que se
baseiam em caracteristicas vegetativas, podem ser influenciados por fatores ambientais, podendo
ndo representar com fidelidade as similaridades ou diferengas existentes entre os individuos
(WEISING et al, 2004). Dessa forma, o uso da biologia molecular, incluindo marcadores
moleculares, torna-se necessario para uma selecao mais eficiente dos recursos genéticos, facilitando
a deteccgdo da real variabilidade genética, tanto para fins de melhoramento convencional como para
fins biotecnoldgicos, visto que estes podem ser mais informativos e estaveis do que os descritores
morfoagrondmicos (BENKO-ISEPPON et al., 2005).

Dentre os marcadores moleculares potencialmente Uteis em estudos para 0 melhoramento de
plantas, ISSR (Do inglés Inter Simple Sequence Repeat; Repeticbes Entre Sequéncias Simples) e
DAF (Do inglés DNA Amplification Fingerprinting; Impressédo Baseada na Amplificacdo do DNA)
apresentam-se como técnicas promissoras. Os marcadores ISSR sdo facilmente detectados com o
uso de poucos equipamentos, além de serem bastante variaveis e fornecerem um grande niamero de
dados com um custo razoadvel para o pesquisador (WOLFE et al., 2005), enquanto que 0S
marcadores DAF tém sido considerados como ferramentas importantes para identificacdo de
acessos, avaliacdo do grau de parentesco entre individuos, estudo da variabilidade genetica e
construgdo de mapas de ligacio (CAETANO-ANOLLES et al., 1991; BENKO-ISEPPON et al.,
2003; SIMON et al., 2007).

Contudo, mesmo havendo estudos que avaliem diferentes acessos de feijdo-caupi quanto a
tolerancia ao ataque do caruncho, trabalhos que associem esses acessos a aspectos moleculares
ainda sdo escassos. Nesse sentido, o presente estudo teve como objetivo realizar uma analise da
variabilidade genética entre acessos de feijdo-caupi, que apresentam diferentes respostas a
infestacdo pelo caruncho C. maculatus, por meio de marcadores moleculares ISSR e DAF, visando-
se inferir sobre a diversidade genética dos acessos e seu possivel uso no melhoramento
convencional e ainda indicar possiveis parentais contrastantes quanto ao nivel de resposta a

infestacdo pelo caruncho, para uso em cruzamentos com fins de mapeamento.

5.2 Material e Métodos

Material Vegetal

Sementes de 27 acessos (cultivares e linhagens) de feijao-caupi (Tabela 1), foram fornecidas

pelo Instituto Agrondémico de Pernambuco (IPA), bem como pela Empresa Brasileira de Pesquisa
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Agropecuaria (EMBRAPA) Meio Norte e Clima Temperado, incluindo ainda sementes de
variedades tradicionais coletadas no estado de Pernambuco. As sementes de V. unguiculata ssp.
cylindrica e V. radiata foram fornecidas pelo The Leibniz Institute of Plant Genetics and Crop Plant
Research (IPK) em Gatersleben (Alemanha).

As plantas obtidas a partir das sementes foram cultivadas em casa de vegetacdo, em vasos
com capacidade para cinco quilos de solo, utilizando-se uma mistura de duas partes de solo e uma
de adubo organico. Antes do cultivo, as sementes foram tratadas com uma solugédo de hipoclorito de
sodio a 0,4%, mantendo-se quatro plantas por vaso, para posterior extracdo do DNA genémico. As
sementes dos 27 acessos de feijdo-caupi foram utilizadas também nos ensaios de tolerancia ao

caruncho.
Criagéo de C. maculatus

Os insetos adultos pertencentes a espécie Callosobruchus maculatus, os quais foram
utilizados para instalacdo das criagdes, foram fornecidos pelo Professor Doutor José Vargas de
Oliveira, professor titular da Universidade Federal Rural de Pernambuco e Doutor em Entomologia.
Seguindo-se a metodologia descrita em Santos (1976), os carunchos obtidos foram criados a
temperatura ambiente por sucessivas geracGes em grdos de SEMPRE VERDE, uma cultivar de
feijdo-caupi que é considerada suscetivel a infestagdo pelo inseto. Os grédos de SEMPRE VERDE
infestados foram alocados em recipientes de vidro cobertos com tecido tipo voil (Figura 1), para
facilitar a visualizacdo dos insetos bem como a troca gasosa com o ambiente, respectivamente.
Diariamente as criacGes foram observadas, assim como os grdos foram peneirados visando-se a
manutencdo da higiene no recipiente, a fim de se evitar a contaminacdo da criagdo por outras pragas

que poderiam afetar negativamente o desenvolvimento do caruncho.

Figura 1. Recipientes de vidro contendo grdos da cultivar SEMPRE VERDE, para criacédo de C.

maculatus.
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Ensaios de tolerancia ao caruncho em feijao-caupi

Ensaios em laboratorio foram instalados para avaliacdo do nivel de resposta dos acessos de
feijdo-caupi a infestacdo pelo caruncho. Para tal, utilizou-se a técnica de Delineamento
Experimental Inteiramente Casualizado, com quatro repeti¢cGes para cada um dos 27 acessos, além
de um grupo controle. Durante o experimento duas varidveis foram observadas, nimero médio de
ovos (postura) e numero médio de insetos emergidos, sendo tais observagdes realizadas a

temperatura ambiente média de 28,2 °C.

Segundo metodologia modificada a partir de Santos (1976), foram separadas amostras de 30
gréos de cada acesso, as quais foram acondicionadas separadamente em recipientes de vidro com
aproximadamente 240 mL de volume, os quais foram cobertos com tecido voil de modo a permitir
ampla troca gasosa. Em cada recipiente foram colocados 5 casais de caruncho com até 24h de idade,
0s quais 72h depois foram retirados. Seis dias apos a retirada dos insetos realizou-se a contagem dos

0VO0S viaveis.

O experimento passou a ser observado diariamente até 0 momento em que o0s insetos
comegavam a emergir, quando passaram a ser contados e retirados da amostra, sendo a contagem
feita até o final da geracgéo, o qual se tinha a expectativa que ocorresse até o vigesimo terceiro dia de
experimento. O grupo controle, composto pela cultivar de feijdo-caupi SEMPRE VERDE, mas sem

adicao do caruncho, foi mantido nas mesmas condi¢fes do experimento.
Analise estatistica dos ensaios de tolerancia ao caruncho em feijao-caupi

Segundo o método analitico descrito por Canteri et al. (2001), os dados para as variaveis
namero de ovos e nimero de insetos emergidos foram transformados para log.(x+1) e analisados,
com a variancia de tratamento testada pelo teste F, e as médias comparadas pelo teste de Tukey a
5% de probabilidade.

Extracédo, limpeza e quantificacdo do DNA

O isolamento do DNA nuclear dos 27 acessos de feijdo-caupi, bem como dos acessos de V.
unguiculata ssp. cylindrica e de V. radiata, foi realizado utilizando-se folhas frescas ou congeladas
em freezer a -80 °C, segundo a metodologia descrita por Weising et al. (2004), ao passo que a
limpeza do DNA foi feita de acordo com o protocolo para precipitacdo de polissacarideos descrito

por Michaels et al. (1994).
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A quantificacdo do DNA foi efetuada pelo método comparativo em gel de agarose a 1,2 %,
utilizando-se diferentes concentragdes de DNA Fago-A como referencial. Apds a quantificacao,
parte do DNA foi diluido para aproximadamente 5 ngfiL, para uso nas reacdes de PCR
(Polymerase Chain Reaction).

Amplificacdo do DNA

As reacOes de ISSR ocorreram conforme o protocolo descrito por Bornet & Branchard
(2001), utilizando-se um total de 13 primers (Tabela 3), ao passo que as reacdes de DAF foram
realizadas seguindo-se a metologia de Benko-Iseppon et al. (2003), a partir de um total de 12
primers (Tabela 3). Os produtos das amplificacdes foram submetidos a eletroforese em gel de
agarose a 1,2 %, corado com Brometo de Etidio. Apos a eletroforese, os fragmentos amplificados
(Termociclador TECHNE T-412) foram visualizados com auxilio de um aparelho transiluminador
de luz ultravioleta (Biosystems TFX-35WL), e fotografados (Sony DSC-S2000) para posterior

analise.

Analise estatistica dos produtos de amplificacéo (ISSR e DAF)

O tamanho dos fragmentos amplificados foi estimado pela comparacdo com o marcador
molecular Ladder 100 pb (Fermentas). A partir dos resultados de ISSR e DAF, foram realizadas
comparacgdes entre as amostras, com base na auséncia ou presenca de bandas de DNA no gel de
agarose, 0 que gerou uma matriz de dados. A matriz obtida foi utilizada para a construcdo de um
fenograma, a partir do método Neighbor-Joining (Agrupamento por Vizinhanga) (SAITOU & NEI,
1987), com bootstrap para 1000 replicacbes, sendo todas as analises realizadas com auxilio do
programa estatistico MEGA, versdo 5.0 (TAMURA et al., 2011).
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Tabela 1. Acessos de Vigna analisados, incluindo informacdes disponiveis sobre o porte da planta, peso de 100 sementes (g), procedéncia, genealogia,
tolerancia, tempo para maturacgdo e cor do gréo.

Porteda  Peso de 100 ) ) ) Tempo para Cor do
Acessos Procedéncia Genealogia Toleréncia )
planta graos (g) maturagdo (dias) grao
BRS-Marataod P. 19 - Serid6 X TVX1836-013J CpSMV 67 S.V.
BRS-Milénio P. 24 Tracuateua-PA - - 67 B.
BRS-Novaera E. 20 - TE97-404-1F X TE97-404-3F Mancéhacaf - -
BRS-Pajel P. 21 Juazeiro-CE CNCX405-17F X TE94-268-3D CpGMV - -
BRS-Paraguagu P. 17 - BR10-Piaui X Aparecido Moita 67 B.
BRS-Potengi E. 21 - TE96-282-22G X TE93-210-13F CpAMV - -
BRS-Xiquexique P. 16,5 - TE97-108-6G X TE97-93-8G CpAMV - -
EVX-63-10E E. 22 - CNCX926-5F X Paulista - - -
EVX91-2E-2 E. 18 - EVX-63A X CNC-1735 CpAMV - -
Inhuma P. 22 Inhuma-PI - - 62 M.
IPA 207 E. 25 - Paulista X TE90-180-88F Traga das - -
cruciferas
Maravilha - - - - - - -
MNCO00-553D-8-1-2-3 E. 20 - TE97-404-1F X TE97-404-3F - - -
MNC99-508G-1 P. 17 - - - - -
MNC99-510G-8 P. 19 - Paulista X TE90-180-88F - - -
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MNC99-519D-1-1-5
MNC99-537F-4

Patativa

Paulistinha

Pingo-de-ouro-1-2
Pingo-de-ouro-2
Pretinho
Rajado
S. V. Luis Eduardo
Magalhaes
Sopinha

TE97-304G-4

Vigna 384

m T T

17
20
20

23

23

22
28

12

19

18

Juazeiro-CE

Iguatu-CE
Iguatu-CE
Para
Luis Eduardo
Magalhdes-BA
CNCX405-17F
X TE94-268-3D

CE-315 X EVX92-25E
TE96-282-22G X IT87D-611-3
CNC1735 X (CNCX926 X Paulista)

CpSMV
Zabrotes
subfasciatu
s

62

67

65
63

85

S. V.

P.=Prostrado, E.=Ereto, S. V.=Sempre Verde, M.=Mulato, B.=Branco.
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5.3 Resultados e Discussao

Dentre 0s 27 acessos de feijao-caupi testados quanto a tolerancia ao caruncho, apenas cinco
(Tabela 2) haviam sido analisados em estudos anteriores, a exemplo de Carvalho et al. (2011) e
Marsaro Jr. & Vilarinho (2011). Dessa forma, o presente estudo compreende o primeiro ensaio de

toleréncia ao caruncho para 22 dos acessos analisados.

Conforme a Tabela 2, as analises estatisticas revelaram significancia para os tratamentos, e 0
teste de Tukey a 5% de probabilidade mostrou diferencas significativas entre as médias de
oviposicdo e de insetos emergidos. As médias para cada caracteristica, incluindo as médias gerais,
séo apresentadas nas Figuras 2, 3 e 4, respectivamente.

Considerando-se as médias resultantes da analise de niamero de ovos contados por amostra
para cada acesso, observa-se que EVx63-10E, MNC99-510G-8, PATATIVA, MNC99-537F-4 e
BRS-XIQUEXIQUE destacaram-se frente aos demais por serem 0s acessos menos ovipositados, 0s
quais diferiram estatisticamente de INHUMA, 0 acesso mais procurado para oviposig&o.

Em relacdo aos acessos com comportamento intermediario (AB, Tabela 2), destacam-se
algumas variedades lancadas pela pesquisa, assim como cultivares consideradas tradicionais
(crioulas), a exemplo de BRS-PAJEU, BRS-MARATAOA, IPA 207, PRETINHO, SEMPRE
VERDE LUIS EDUARDO MAGALHAES e RAJADO (Tabela 2).

Segundo Lima et al. (2001), o nimero de ovos vidveis em grdos de feijdo pode estar
relacionado ao nivel de reacdo do genotipo a praga. De acordo com essa suposicdo, os resultados
obtidos para a cultivar INHUMA, apontam para uma maior probabilidade desse acesso ser mais
suscetivel a infestacdo pelo caruncho, em comparacdo aos acessos menos ovipositados. Esta
variacao entre genotipos quanto a preferéncia para oviposicao, foi também verificada por Lima et
al. (2001), os quais, ao avaliarem 30 acessos de feijdo-caupi quanto a tolerancia ao caruncho,
encontraram diferencas significativas entre as médias de oviposicdo. De acordo com o tipo de teste
utilizado pelos autores, seis acessos foram considerados os mais ovipositados, enquanto que apenas
dois deles (IT89KD-245 e CNCx955-1F) foram caracterizados como tolerantes, por ndo preferéncia

para oviposicao.

Similarmente, para a segunda a variavel (nimero médio de insetos emergidos) pode-se

verificar diferenca estatistica entre as médias obtidas para cada acesso (Tabela 2). Para essa
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variavel, os acessos PATATIVA e MNC99-537F-4 destacaram-se por apresentarem as menores
medias de insetos emergidos, diferindo estatisticamente de INHUMA, acesso que novamente
apresentou a maior média (Tabela 2), evidenciando a existéncia de uma relacdo direta entre o
nimero médio de ovos e o numero medio de insetos emergidos para esta cultivar, fato também
observado por Barreto & Quinderé (2000). Portanto, INHUMA pode ser classificado como
suscetivel a infestacdo pelo caruncho, por ser o acesso preferido pelo inseto tanto para oviposicao

quanto para emergéncia (Tabela 2, Figuras 2, 3 e 4).
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Tabela 2. Médias do nimero de ovos e do nimero de insetos emergidos, comparadas pelo teste de Tukey (5%), de 27 acessos de feijao-caupi,

submetidos a infestacdo pelo caruncho.

Acessos NUmero de ovos Ndmero de insetos Média Geral Niveis de resposta
Media Tukey 5% Media Tukey 5% Obtidos Prévios

PATATIVA 39,25 B 23,25 B 31,250 T T
MNC99-537F-4 30,50 B 16,25 B 23,375 T ND
BRS-XIQUEXIQUE 26,00 B 24,75 AB 25,375 MT ND
EVx63-10E 44,25 B 26,00 AB 35,125 MT ND
MNC99-510G-8 43,25 B 38,00 AB 40,625 MT ND
BRS-PARAGUACU 55,00 AB 28,00 AB 41,500 MS MS
BRS-MILENIO 66,75 AB 37,00 AB 51,875 MS MS
BRS-POTENGI 79,00 AB 30,25 AB 54,625 MS ND
BRS-NOVAERA 82,75 AB 42,75 AB 62,750 MS MS
PRETINHO 83,75 AB 28,25 AB 56,000 MS ND
MNCO00-553D-8-1-2-3 84,75 AB 25,50 AB 55,125 MS ND
EVx91-2E-2 92,50 AB 37,25 AB 64,875 MS ND
VIGNA 384 98,75 AB 59,50 AB 79,125 MS ND
TE97-304G-4 99,00 AB 68,00 AB 83,500 MS ND
PAULISTINHA 100,50 AB 68,00 AB 84,250 MS ND
BRS-MARATAOA 104,75 AB 55,50 AB 80,125 MS MS
PINGO-DE-OURO-1-2 107,25 AB 80,00 AB 93,625 MS ND
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SOPINHA 109,75

MNC99-519D-1-1-5 110,75
RAJADO 117,25
MNC99-508G-1 126,50
PINGO-DE-OURO-2 134,50

IPA 207 137,50

S. V. LUIS EDUARDO MAGALHAES 150,25
MARAVILHA 152,50
BRS-PAJEU 153,75

INHUMA 227,25

AB
AB
AB
AB
AB
AB
AB
AB
AB
A

44,75
41,75
30,00
70,25
94,75
51,25
68,00
60,25
101,50
127,50

AB
AB
AB
AB
AB
AB
AB
AB
AB
A

77,250
76,250
73,625
98,375
114,625
94,375
109,125
106,375
127,625
177,375

MS
MS
MS
MS
MS
MS
MS
MS
MS

ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND

Genotipos representados pela mesma letra ou sequéncia de letras ndo diferem significativamente entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

T=Tolerante, MT=Moderadamente Tolerante, S=Suscetivel, MS=Moderadamente Suscetivel, ND=Informacao Nao Disponivel (sem analises prévias).

61



= NUMERO MEDIO DE OVOS

YINNHNI
N3arvd-svd

YHUAVHVYIA

SIVHIVOVIA OaHYNAI SINT"A’S
I £0Z vdl

I 7-04N0-310d-05NId

I T-9805-660NIW

I oavivd

I S-T-T-06TS-660NIW

YHNIOS
C-1-0dN0-10-05NId

YOVIVHVYIN-SHd

YHNILSIINYd

-Or0E-£631

BE VYNOIA

C-3T-TEXAT

I €-2-T-8-0€SS-00ONIN
I OHNIL3Yd

| YYIVAON-SHE

I9N310d-s4d

OINITIN-SYS
N3VNOYYYd-Sd4

8-D0TS-660NIW
J0T-E9XA3
INDIXINDIX-SHE

-4/ €5-660NIN

VAILY1Vd

250 +
200
150 +
100
50

para os 27

[%2)
o}
=]
[G)
==
w
=
w
(%2}
o]
=
L
w)
=
w
[}
o
=}
L
=
o
==
w
=
=2
z
=

obtido no presente estudo

dio de ovos,

7

e

s

umero m
acessos de feijao-caupi analisados.

do graficado n

~

Figura 2. Representac
120 -~

100 -

80 -~

60 -

140

YIAINHNI
N3rvd-syg
VHTIAVHYIN
SIYHIVOVIN OQ¥YNA3 SINT A 'S
£0T vdl
Z-04MN0-10-05NId
1-D806-66ININ
oavvd
5-T-T-06TS-66ININ
YHNIJOS
Z-T-04N0-10-09NId
YOVIVIVIN-SHE
YHNILSITNYd
#DP0E-L611

#8€ YNDIA
Z-IT-T6%XA3
€-C-T-8-0€55-00ONI
OHNI134d
YHIVAON-SHE
I9NILOd-S4g
OINFTIN-SYHE
NoYNOYYYd-sHg
8-D0T6-66ININ
J0T-€9%A3
INDIXINDIX-SHE
t-42€5-66ONIN
VAILYLVd

62

dio de insetos emergidos, obtido no presente estudo,

fica do niimero mé

7

o gra
para 0s 27 acessos de feijdo-caupi analisados.

~

Figura 3. Representac



180

160

140

120

100

80

60

40

= MEDIA GERAL
20

BRS-MARATAOA

PINGO-DE-OURO-1-2
IPA 207

PRETINHO
S. V. LUIS EDUARDO MAGALHAES

PATATIVA
MNC00-553D-8-1-2-3

MNC99-537F-4
BRS-XIQUEXIQUE
Evx63-10E
MNC99-510G-8

BRS-PARAGUAGU
VIGNA 384

BRS-MILENIO
BRS-POTENGI
BRS-NOVAERA
EVX91-2E-2
TE97-304G-4
PAULISTINHA
MNC99-519D-1-1-5
MNC99-508G-1
PINGO-DE-OURO-2
MARAVILHA
BRS-PAJEU
INHUMA

Figura 4. Representacdo grafica da média geral para ambas as caracteristicas analisadas (nimero
médio de ovos e numero médio de insetos emergidos), obtida no presente estudo, para 0s 27 acessos

de feijdo-caupi avaliados.

Observou-se, contudo, que alguns acessos que anteriormente exibiram menor média de
oviposicdo em comparacdo aos demais, ao serem analisados quanto ao numero medio de insetos
emergidos, haviam apresentado maior eclosdo dos insetos, exibindo menor tolerancia ao caruncho,
a exemplo de EVx63-10E, MNC99-510G-8 e BRS-XIQUEXIQUE, os quais foram classificados
como moderadamente tolerantes (Tabela 2, Figuras 2, 3 e 4). Segundo Lara (1997), nem sempre 0S
acessos mais ovipositados serdo considerados suscetiveis, pois, poderdo existir outros fatores que
impecam o desenvolvimento larval do inseto, da mesma forma que nao é obrigatdrio que 0s acessos

menos ovipositados sejam tolerantes, fato observado no presente estudo.

E interessante notar, que para alguns acessos (BRS-MARATAOA, BRS-NOVAERA, BRS-
MILENIO, BRS-PARAGUACU e PATATIVA), os resultados obtidos neste estudo foram
equivalentes aos apresentados em trabalhos prévios (CARVALHO et al., 2011; MARSARO JR. &

VILARINHO, 2011), evidenciando a eficacia do método analitico empregado no presente trabalho.

Dentre os acessos analisados, PATATIVA e MNC99-537F-4 podem ser considerados
tolerantes a infestacdo pelo caruncho, por apresentarem menor média de oviposi¢do e menor média
de insetos emergidos em comparagdo aos demais acessos (grupo B para as duas variaveis, Tabela

2). E interessante ressaltar que tais acessos, além de apresentarem o mesmo nivel de respota ao
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ataque pelo caruncho, exibem também o mesmo porte, sendo ambos eretos (Tabela 1).
Adicionalmente, acessos que tém a mesma procedéncia, a exemplo de BRS-PAJEU, BRS-
NOVAERA e TE97-304G-4, assim como MNCO00-553D-8-1-2-3 e PAULISTINHA (Tabela 1),
apresentaram o mesmo nivel de resposta ao caruncho (Tabela 2), indicando que nesses acessos 0
genotipo esta diretamente correlacionado com a resposta ao ataque pelo caruncho, o que justifica a
importancia da analise dos acessos com marcadores moleculares (SIMON et al., 2007).

Na avaliacdo dos DNAs nucleares dos acessos, a partir dos 25 primers utilizados (12 DAF e
13 ISSR), 239 fragmentos de DNA foram amplificados, destes, 163 foram considerados
polimoérficos (Tabela 3). Essa quantidade de primers revelou ser suficiente para analisar 0s acessos
quanto a diferencas ou similaridades ao nivel molecular. Da mesma forma, Dwivedi et al. (2001)
foram capazes de avaliar a diversidade genética entre 26 acessos de amendoim, utilizando apenas
oito primers. A porcentagem de polimorfismo total para cada primer variou de 12,5% a 100%
(Tabela 3), revelando uma média de 6,5 bandas polimdrficas por primer (incluindo polimorfismos
interespecificos e intraespecificos). Essa média mostrou-se superior a obtida por Xavier et al.
(2005), os quais estudaram 28 acessos da feijao-caupi utilizando 20 primers RAPD, obtendo

contudo, somente 3,7 bandas polimorficas por primer.

A partir da observacao das porcentagens de polimorfismo interespecifico e intraespecifico,
exibidas para cada primer utilizado, pode-se afirmar que ISSR 880 apresentou maior porcentagem
de polimorfismo interespecifico (70,0%), em comparacdo aos demais, assim como DAF Al4, que
destacou-se perante 0s outros por apresentar maior porcentagem de polimorfismo intraespecifico
(67,0%) (Tabela 3). Nesse sentido, ISSR 880 pode ser empregado em estudos que visem analisar a
diversidade genética entre acessos de diferentes espécies, a exemplo de Silva et al. (2011), os quais
avaliaram a diversidade genética entre acessos do género Manihot, por meio de marcadores ISSR.
Da mesma maneira, DAF Al4 pode ser utilizado em analises que busquem a identificacdo de
polimorfismos entre acessos de uma mesma espécie, a exemplo de Amorim et al. (2006), os quais

utilizaram primers DAF para selecdo de parentais entre acessos de feijdo-caupi.

A partir das semelhancas genéticas reveladas pelos marcadores moleculares utilizados, 0s 29
acessos estudados, incluindo genotipos de V. unguiculata ssp. cylindrica e V. radiata, foram
agrupados em um fenograma (Figura 3). Como esperado, acessos pertencentes a subespécie V.
unguiculata ssp. cylindrica e a espécie V. radiata, formaram ramos individualizados na base do
fenograma, refletindo sua maior distancia evolutiva e molecular. Dessa forma, o emprego de 25

primers gerando 163 fragmentos polimérficos, foi suficiente para analise dos acessos, visto que,
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segundo Collombo et al. (1998), um nimero de sete a 30 primers, gerando um total de 50 a 200

amplicons polimorficos, conseguem estimar relacfes genéticas dentro e entre espécies.

Com relacdo aos acessos de feijdo-caupi, observou-se a formacdo de dois grupos (A e B)
(Figura 3). Destes, 0 grupo B, compreendeu apenas trés acessos (BRS-NOVAERA, BRS-MILENIO
e MNCO00-553D-8-1-2-3), os quais apresentaram alta similaridade entre si. Dentre 0s acessos
pertencentes a esse grupo, BRS-NOVAERA e MNCO00-553D-8-1-2-3 compartilham a mesma
genealogia, resultante do cruzamento entre TE97-404-1F e TE97-404-3F (Tabela 1). Os trés
acessos que compdem o grupo B, compreendem individuos que exibem o mesmo nivel de resposta
a infestagdo pelo caruncho, sendo considerados moderadamente suscetiveis (Tabela 2), nesse
sentido, a existéncia de alguma correlacdo genética entre 0s genotipos dos acessos e o nivel de
resposta ao caruncho, torna-se evidente neste grupo. Vale salientar, que resultados semelhantes
foram obtidos por Lamego et al. (2006), os quais avaliaram a similaridade genética entre acessos de
picdo-preto tolerantes e suscetiveis a herbicidas, tendo verificado que os acessos tolerantes

permaneceram em um mesmo grupo no dendrograma.

Ao contrario do grupo B, o grupo A incluiu 24 acessos, divididos em quatro subgrupos,
sendo interessante notar que o maior deles, o subgrupo 3 (Figura 3), comprendeu em sua maioria
acessos moderadamente suscetiveis, similarmente ao grupo B, entretanto, o subgrupo 3 incluiu
ainda acessos com niveis distintos de resposta ao caruncho, a exemplo de PATATIVA e EVx63-
10E (Figura 3), tolerante e moderadamente tolerante a infestacdo pelo caruncho, respectivamente
(Tabela 2). Adicionalmente, este subgrupo contém ainda acessos que compartilham a mesma
procedéncia, a exemplo de BRS-PAJEU e PAULISTINHA (Tabela 1; Figura 3).

Contudo, os subgrupos menores (1, 2 e 4) (Figura 3), compreenderam uma maior
diversidade de materiais, considerando sua resposta ao caruncho (suscetiveis, moderadamente
suscetiveis, moderadamente tolerantes e tolerantes), evidenciando que mesmo sendo geneticamente
semelhantes, esses acessos apresentaram niveis variados de resposta ao ataque do caruncho. Estes
resultados sdo suportados por Lara (1991), que ressalta que a tolerancia é relativa, visto que a
expressao genética pode variar de acordo com a situacdo, de forma que uma planta pode manifestar
sua tolerancia a determinada espécie de inseto em certas condi¢fes e manter ou ndo esse carater em

outras condicdes.
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Tabela 3. Primers utilizados nas reagdes de DAF e ISSR, com suas respectivas sequéncias de bases,

namero de fragmentos totais e polimdrficos, porcentagem de polimorfismo total, interespecifico e

intraespecifico.

Primers N° de Polimorfismos

Codigo  Tipo Sequéncia de bases 5’ 3’ Frag- No° % % %
mentos Total Inter- Intra-

sp. sp.
J20 DAF AAGCGGCCTC 16 13 81,2 68,7 125
NO05 DAF ACTGAACGCC 11 10 909 633 27,6
FO7 DAF CCGATATCCC 14 10 71,4 42,8 28,6
F11 DAF TTGGTACCCC 9 9 100,0 67,0 33,0
F16 DAF GGAGTACTGG 8 7 875 375 50,0
Al4 DAF TCTGTGCTGG 6 6 100,0 33,0 67,0
G13 DAF CTCTCCGCCA 11 6 545 36,3 18,2
Q15 DAF GGGTAACGTG 10 6 60,0 40,0 20,0
H16 DAF TCTCAGGTGG 5 4 80,0 40,0 40,0
G20 DAF TCTCCCTCAG 5 3 60,0 40,0 20,0
H06 DAF ACGCATCGCA 6 3 50,0 333 16,7
H17 DAF CACTCTCCTC 7 3 428 285 143
879 ISSR CTTCACTTCACTTCA 10 10 100,0 60,0 40,0
880 ISSR GGAGAGGAGAGGAGA 10 9 90,0 70,0 20,0
823 ISSR TCTCTCTCTCTCTCTCC 13 9 69,2 46,1 231
857 ISSR  ACACACACACACACACYG 17 8 470 353 11,7
860 ISSR TGTGTGTGTGTGTGTGRA 6 6 100,0 50,0 50,0

840 ISSR  GAGAGAGAGAGAGAGACTT 12 6 50,0 41,7 8,3
856 ISSR  ACACACACACACACACYT 10 6 60,0 40,0 20,0
822 ISSR TCTCTCTCTCTCTCTCA 8 6 750 50,0 250
864 ISSR ATGATGATGATGATGATG 9 6 66,6 555 11,1
809 ISSR AGAGAGAGAGAGAGAGG 12 6 50,0 333 16,7
825 ISSR ACACACACACACACACT 9 5 55,5 333 222
868 ISSR GAAGAAGAAGAAGAAGAA 7 5 71,4 57,1 143

866 ISSR CTCCTCCTCCTCCTCCTC 8 1 125 125 0
Total/Média > 239 163 69,0 450 240
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Apesar de alguns acessos analisados apresentarem caracteristicas fenotipicas marcantes,
expressas em portes distintos por exemplo, verificou-se a existéncia de semelhanca significativa a
nivel molecular entre 0s mesmos, capaz de manter os acessos no mesmo subgrupo do fenograma, a
exemplo de PRETINHO (ereto) e BRS-PARAGUACU (prostrado), que mesmo apresentando
diferentes tipos de porte (Tabela 1), permaneceram no subgrupo 1 (Figura 3). Nesse sentido, 0 mais
provavel é que a existéncia de similaridade entre os acessos resulte do processo de domesticacédo e
melhoramento, 0 que contribuiu para o estreitamento genético pronunciado pela fixacdo de
caracteristicas de facil detecgdo (VAILLANCOURT et al., 1993).

Entretanto, mesmo havendo um nivel consideravel de similaridade genética entre os acessos
estudados, aqueles contrastantes quanto a resposta ao caruncho, a exemplo de INHUMA (S),
MNC99-537F-4 (T) e PATATIVA (T) (Tabela 2), distribuiram-se em subgrupos distintos da arvore
(Figura 3), o que evidencia divergéncia genética entre os mesmos, a qual pode ser considerada
significativa ao ponto de diferencia-los além do fenotipo, foco da pesquisa, caracterizando esses
acess0s COMO promissores para uso em programas de melhoramento, assim como para mapeamento

genético.

Nesse sentido, é possivel afirmar que os ensaios de tolerancia ao caruncho realizados, foram
eficientes em inferir sobre o nivel de resposta dos acessos de feijdo-caupi a infestacdo pelo inseto,
visto que diferentes niveis de resposta foram verificados. Da mesma forma, os marcadores
moleculares DAF e ISSR mostraram-se significativamente informativos para analisar a diversidade
genética dos acessos, tanto a nivel interespecifico como intraespecifico. Adicionalmente, devido a
eficiéncia das técnicas empregadas, foi possivel correlacionar os niveis de resposta obtidos a cada
genotipo satisfatoriamente, sendo possivel selecionar acessos de feijao-caupi constrastantes, 0s
quais apresentam também diferencas a nivel molecular, o que os caracteriza como potencialmente
Uteis para a geracdo de populacbes segregantes adequadas ao mapeamento, sendo também

promissores para uso em trabalhos de melhoramento da cultura.
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Figura 5. Fenograma construido a partir do método Neighbor-Joining (bootstrap 1.000
replicacdes), indicando a similaridade genética, baseada em DAF e ISSR, entre 0s 29 acessos

estudados.
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6. Conclustes

. Com base nos resultados obtidos, é possivel inferir que os ensaios de toleréncia ao caruncho C.
maculatus, aplicado para 27 acessos de feijao-caupi, em conjunto com a andlise estatistica das
médias reveladas, foram capazes de diferenciar 0s acessos quanto ao nivel de resposta a essa praga.

Os acessos PATATIVA e MNC99-537F-4 foram considerados 0s acessos tolerantes em
comparacdo aos demais, enquanto INHUMA foi identificado como o acesso suscetivel a C.

maculatus.

. As andlises por marcadores moleculares DAF e ISSR, seguidas pela geracdo de um fenograma a
partir do método Neighbor-Joining, foram capazes de identificar diferencas, também a nivel
molecular, entre alguns acessos de feijao-caupi contrastantes quanto a tolerancia ao caruncho, 0s

quais se distribuiram em subgrupos distintos no fenograma.

. Os resultados obtidos evidenciam o sucesso das metodologias aplicadas, bem como revelam
acessos potencialmente importantes, os quais podem ser empregados em estudos moleculares,
incluindo mapeamentos genéticos, ou inseridos em programas de melhoramento genético vegetal,

visando a obtencdo de genotipos cada vez mais tolerantes ao caruncho.
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7. Anexos
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Figura 1. Eletroforese em gel de agarose, revelando os fragmentos amplificados pelo primer ISSR

823 em 29 acessos do género Vigna.
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Figura 2. Eletroforese em gel de agarose, revelando os fragmentos amplificados pelo primer DAF

J20 em 29 acessos do género Vigna.
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