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RESUMO

O estudo da diversidade genética entre acessos de bancos de germoplasma
fornece importantes subsidios aos programas de melhoramento vegetal. Com a
finalidade de caracterizar a diversidade genética inter e intra-especifica do género
Vigna, as técnicas de DAF (DNA Amplification Fingerprinting), ISSR (Inter Simple
Sequence Repeat) e SSR (Simple Sequence Repeat) foram aplicadas no presente
estudo. Vinte e nove acessos de Vigna foram selecionados para a analise, incluindo um
acesso de cada uma das quatro espécies V. aconitifolia, V. angularis, V. mungo e V.
radiata, bem como 23 acessos cultivados de V. unguiculata (feijdo-caupi) e duas
subespécies nativas (V. unguiculata ssp. cylindrica e V. unguiculata ssp. sesquipedalis)
usando-se como grupo externo duas cultivares de Phaseolus vulgaris ssp. vulgaris (cv.
‘Neckarkonigin’ e cv. ‘Delinel’). No total foram geradas 1065 bandas polimorficas para a
montagem da matriz de dados a partir de 46 primers, sendo quatro DAF, 22 ISSR e 20
pares SSR. Os resultados obtidos foram analisados pelos métodos de neighbor-joining
(programa MEGA) e de UPGMA (programa NTSYs 2.1). Nos dendrogramas gerados, o
feijao-caupi mostrou-se mais proximamente relacionado com as duas subespécies
silvestres de V. unguiculata. As espécies do subgénero Ceratotropis agruparam-se em
um clado distinto no qual a espécie V. aconitifolia (considerada primitiva no grupo)
aparece em uma posicao basal da qual emergem dois subclados incluindo as espécies
V. radiata e V. mungo no primeiro e a espécie V. angularis no segundo. Os gendtipos
de feijdo-caupi permaneceram unidos com altos valores de bootstrap (99%), formando
dois subclados principais e subgrupos, varios compreendendo acessos com
caracteristicas agron6micas similares. Cultivares com caracteristicas fenotipicas
contrastantes, tais como imunidade (BR14 Mulato e TVU 382) e suscetibilidade (IT
85F-2687) a viroses; resisténcia (BR17-Gurguéia) e suscetibilidade (CE31) ao
nematodide de galhas (Meloidogyne incognita); resisténcia (IT81D-1053) e
suscetibilidade (CNC 0434) ao caruncho (Callosobruchus malucatus); resisténcia
(Pitiuba) e suscetibilidade (Canapu Amarelo) a seca/salinidade, foram agrupados em
clusters distintos, demonstrando desta forma haver suficiente divergéncia genética para
seu uso como parentais em cruzamentos de mapeamento. As implicacbes dos
resultados obtidos, especialmente no que se refere ao melhoramento do feijao-caupi

sao discutidas no presente trabalho.

Palavras-chave: feijdo-caupi, marcadores moleculares, germoplasma, evolugido de
plantas cultivadas.
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ABSTRACT

The characterization of genetic diversity among germplasm bank accessions
brings important evidences, very useful in breeding programs. Aiming to access the
genetic diversity at the inter and intraspecific level in the genus Vigna, three types of
molecular markers have been used including DAF (DNA Amplification Fingerprinting),
ISSR (Inter Simple Sequence Repeat) and SSR (Simple Sequence Repeat). For this
purpose 29 accessions of Vigna have been selected, including representatives of the
four Vigna species: V. aconitifolia, V. angularis, V. mungo and V. radiata, as well as 23
accessions of cultivated cowpea (V. unguiculata) and two native cowpea relatives (V.
unguiculata ssp. cylindrica and V. unguiculata ssp. sesquipedalis). Two cultivars (cv.
‘Neckarkonigin’ and cv. ‘Delinel’) of Phaseolus vulgaris ssp. vulgaris have been also
included as outgroup. A total of 1065 polymorphic bands have been generated using 46
marker systems (4 DAF, 22 ISSR and 20 SSR). The data matrix was analyzed by both
neighbor-joining (MEGA.4 program) and UPGMA (NTSYs 2.1 program) methods. In the
generated trees the cowpea cultivars grouped near the two native V. unguiculata
subspecies. The species of the Ceratotropis subgenus grouped in a distinct clade with
V. aconitifolia (considered primitive in the group) in a basal position from which two
subclades emerged; the first including V. radiata and V. mungo and the second with V.
angularis. Cowpea genotypes remained together with high bootstrap values (100%),
with accessions grouped in two large subclades divided in groups that often included
materials with similar agronomic features. Additionally, accessions with contrasting
phenotypic features as immunity (BR14 Mulato and TVU 382) and susceptibility (IT85F-
2687) to virus; resistance (BR17-Gurguéia) and susceptibility (CE31) to gall nematode
(Meloidogyne incognita); resistance (IT81D-1053) and susceptibility (CNC 0434) to
weevil (Callosobruchus malucatus); resistance (Pitiuba) and susceptibility (Canapu
Amarelo) to drought and salinity, were positioned in distinct clusters, demonstrating the
availability of considerable genetic diversity for their use as parental in crosses for
mapping purposes. The implications of the here generated results, especially regarding

the cowpea breeding program are further discussed.

Key words: cowpea, molecular markers, germplasm, crop evolution.

11



1. INTRODUCAO

Plantas leguminosas estdo entre as principais fontes de proteinas, oleos e
carboidratos da alimentagdo humana e animal. Dentro deste importante grupo vegetal
ha um especial interesse pelos recursos genéticos de espécies do género Vigna, o qual
se fundamenta principalmente no potencial econébmico e ecoldgico da exploragédo da
variabilidade genética de cada uma de suas espécies cultivadas e, ainda, na
possibilidade de transferéncia de caracteristicas genéticas desejaveis das espécies
silvestres as cultivadas, aproveitando eventuais compatibilidades reprodutivas.

Dentre as espécies cultivadas do género Vigna, o feijao-caupi [V. unguiculata
(L.) Walp.], feijao-mungo [V. radiata (L.) Wilczek], feijao-rajado [V. mungo (L.) Hepper],
feijdo-adzuki [V. angularis (Willd.) Ohwi & Ohashi], feijdo-arroz [V. umbellata (Thunb.)
Ohwi & Ohashi] e [V. aconitifolia (Jacg.) Marechal], destacam-se pela sua capacidade
de adaptacao a condicdes climaticas estressantes, crescendo em solos pobres e sem
necessidade de suplementacdo de nitrogénio (Santalla et al. 1998; Fery, 2002),
incluindo paises tropicais, que tradicionalmente dispédem de um menor aporte de
investimentos em melhoramento e biotecnologia.

O feijdo-caupi esta entre as leguminosas mais importantes na alimentagao
humana em areas aridas, semi-aridas ou ainda umidas, sendo cultivado em regides
tropicais e subtropicais. No Brasil, o feijao-caupi € produzido predominantemente nas
regides Nordeste e Norte, figurando entre as principais culturas de subsisténcia, devido
a seu alto conteudo protéico, importante como fonte de calorias, vitaminas e minerais,
além de possuir elevados niveis de acido félico, maior digestibilidade que o feijao-
comum (Phaseolus vulgaris L.), niveis menores de fatores anti-nutricionais e de
flatuléncia, contribuindo também na geragdo de renda por gerar um grande numero de
empregos (Ehlers e Hall, 1997; Benko-Iseppon, 2001; Maia et. al., 2001).

Devido ao seu valor nutritivo, o feijao-caupi € cultivado principalmente para a
producao de graos secos ou verdes visando o consumo humano in natura, desidratado
ou na forma de conserva. Além disso, também é utilizado como forragem verde, feno,
ensilagem, farinha para alimentagdo animal e, ainda, como adubag¢do verde na
recuperacao de solos naturalmente pobres em fertilidade ou esgotados pelo uso
intensivo (Oliveira e Carvalho, 1998; Andrade Junior et al., 2000).

Os programas de melhoramento do feijdo-caupi desenvolvidos pelas instituicoes

brasileiras se baseiam na introducéo ou geragao da variabilidade e posterior selegéo de
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linhagens para caracteres de importancia econémica ou nutricional. Apesar dos varios
objetivos que um programa de melhoramento do feijdo-caupi pode almejar, o aumento
da producgéo ainda € o seu principal objetivo. Entretanto, a produgéo do feijao-caupi &
bastante afetada por fatores fitossanitarios, havendo inimeras doencas e pragas a esta
cultura que podem ocasionar perdas substanciais da produc¢do. Diante disso, a
pesquisa para resisténcia a pragas e doengas torna-se prioritaria. A despeito desta
importancia, a resisténcia a estresses bidticos deve também ser combinada com
cultivares tolerantes a estresses abidticos, como seca e salinidade, possibilitando
assim, a continuidade de seu cultivo em areas secas e por vezes salinizadas,
frequentes na regido Nordeste (Freire-Filho et al., 2005).

Visando a obtencdo de cultivares de feijdo-caupi com maior estabilidade de
producao e resisténcia ou tolerancia aos estresses biodticos e abidticos, a utilizacado de
genitores divergentes que apresentam alelos de interesse em cruzamentos pode ser
uma opg¢ao vantajosa. Esta divergéncia genética, entre genitores, pode promover
combinagdes génicas favoraveis, mediante efeitos de aditividade, pleiotropia e
epistasia. A caracterizagao de bancos de germoplasma permite o conhecimento da
variabilidade existente na espécie, orientando o trabalho do melhorista no planejamento
de cruzamentos (Chiorato, 2004).

Considerando-se que a tolerancia a salinidade e a seca sao caracteristicas
predominantemente controladas por um grande numero de genes (poligénicas), de
dificil manuseio no melhoramento genético classico, poucos cultivares de feijao-caupi
tolerantes a estes estresses e apresentando a produtividade necessaria tém sido
obtidos. Dessa maneira, a biologia molecular assume papel-chave na identificacéo
pontual de genes ou regides gendmicas envolvidos nas respostas ao estresse salino e
déficit hidrico, através do mapeamento genético e desenvolvimento de bibliotecas de
EST (Expressed Sequence Tags). Tal identificacdo podera propiciar a futura
compreensao de rotas metabdlicas envolvidas nas respostas fisiologicas tanto a
salinidade como ao déficit hidrico. Com isso sera possivel, por exemplo, utilizar genes
de interesse como sondas moleculares em programas de melhoramento que auxiliem
na identificacdo de gendtipos e expressem mecanismos metabdlicos que aumentem
sua tolerancia as condigdes de estresse abidtico. Além disso, existe também a
possibilidade do uso de técnicas de engenharia genética (transgenia) como forma de
transferéncia de genes entre diferentes gendtipos mesmo entre espécies incompativeis
(Beever, 2000).
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Nesse sentido o uso de marcadores moleculares, torna-se fundamental para
uma selecdo mais eficiente dos recursos genéticos, facilitando a detecgdo da real
variabilidade genética para fins de melhoramento convencional ou com fins
biotecnolégicos, contribuindo assim para o conhecimento do carater estudado (Benko-
Iseppon et al., 2005).

Estudos com marcadores moleculares no feijado-caupi — tanto na caracterizagao,
na avaliacdo e no manejo de germoplasma, como na identificagdo de cultivares e no
desenvolvimento de mapas genéticos para auxiliar nos processos de cruzamento e
selecao — sao recentes e escassos, quando comparados a literatura existente sobre
outras leguminosas como o feijao comum (Phaseolus vulgaris L.), a ervilha (Pisum
sativum L.), a soja (Glycine max L.) e a alfafa (Medicago sativa L.) (Ehlers & Hall, 1997;
Benko-Iseppon, 2001). Além disso, esses estudos séo voltados para a solugdo de
aspectos da genética e do melhoramento de cultivares do feijdo-caupi adaptados as
regides dos Estados Unidos e da Africa, diferentes dos demandados para a regido
Nordeste do Brasil.

Dentre as metodologias para geragdo de marcadores moleculares existentes, as
técnicas de DAF (DNA Amplification Fingerprinting), SSR (Simple Sequence Repeat) e
ISSR (Inter Sequence Simple Repeat) tém sido consideradas importantes ferramentas
na identificagdo individual, avaliagdo do grau de parentesco entre individuos, estudo da
variabilidade genética e na constru¢ao de mapas de ligacdo (Caetano-Anollés et al.,
1991; Weising et al., 2004). Com esta finalidade, estas metodologias tém sido
eficientemente aplicadas ao estudo da variabilidade em diversas culturas, incluindo
leguminosas como o amendoim (He e Prakash, 1997; Raina et al., 2001; Moretzsohn et
al., 2005), grao-de-bico (Winter et al., 2000; Benko-Iseppon et al., 2003; Sudupak,
2004) e feijao-caupi (Ajibade et al., 2001; Li et. al. 2001; Simon et al., 2007).

Neste trabalho procedeu-se uma caracterizagdo molecular de cultivares de
feijao-caupi que constituem a base dos programas de melhoramento para as condi¢des
do Nordeste Brasileiro, incluindo materiais contrastantes para resisténcia a estresses
biéticos e abioticos. Para refinar a avaliagcéo, os citados genoétipos foram comparados a
taxons relacionados, através das técnicas de SSR, ISSR e DAF. A caracterizacdo aqui
proposta pretende subsidiar programas de melhoramento de feijao-caupi, revelando a
variabilidade genética associada a estas caracteristicas e as possiveis relagdes entre
0os genodtipos analisados, indicando assim candidatos importantes para geracdo de

progénies de mapeamento e melhoramento.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Aspectos Gerais do Feijao-caupi

2.1.1. Centro de Origem e Distribuicao

Analises do género Vigna quanto a variacdo morfologica, citogenética, molecular
e fitogeografica situam o feijdo-caupi entre as espécies mais primitivas ocorrentes na
Africa, sugerindo que sua evolugéo e dispersdo provavelmente tenham ocorrido a partir
deste continente. O género Vigna por sua vez compreende 170 espécies, das quais
120 ocorrem na Africa (66 endémicas), 22 na india e sudeste da Asia (16 endémicas),
havendo poucas espécies descritas para as Américas e a Australia (Faris, 1965;
Ghaffor et al., 2001).

Steele e Mehra (1980) e Ng & Maréchal (1985) citam o oeste da Africa, mais
precisamente a Nigéria, como o centro primario de diversidade de Vigna unguiculata
(L.) Walp. Padulosi e Ng (1997) indicam a regido de Transvaal, na Republica da Africa
do Sul como a mais provavel regidao de especiagédo da espécie. Por outro lado, em um
estudo recente, Simon et al. (2007) confirmam suposi¢cdes anteriores de Kaga et al.
(1996) que nao apdiam a teoria de origem africana, apontando para uma origem na
regidao sudoeste da Asia, reconhecido berco das subtribos Phaseolinae, Galegeae,
Loteae, Trifolieae e Vicieae.

Watt (1978) e Freire-Filho (1988) afirmam que sua introdu¢do no Brasil ocorreu
pelo estado da Bahia, a partir do qual, o feijdo-caupi foi levado pelos colonizadores
para outras areas da regido Nordeste e para outras regides do pais. Por outro lado,
Simon et al. (2007) sugerem que mais de um evento de introdugcdo de diferentes
regides da Africa devam ter ocorrido, especialmente considerando que houve migragéo
de escravos africanos de diferentes regides para nosso pais. Embora o uso do feijao-
caupi seja muito semelhante ao do feijao-comum (Phaseolus vulgaris L.), observa-se
sua predominancia nos tropicos semi-arido, umido e sub-umido, condi¢des climaticas

as quais se apresenta melhor adaptado (Smartt, 1990).
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2.1.2. Classificagao Botanica e Caracteristicas Morfologicas

O feijdao-caupi pertence a classe Dicotiledénea, ordem Fabales, familia
Fabaceae, subfamilia Faboideae, tribo Phaseoleae, subtribo Phaseolinae, género
Vigna, seccdo Catiang, espécie Vigna unguiculata (L.) Walp. e ssp. unguiculata. O
género Vigna apresenta-se subdividido em sete subgéneros: Vigna, Plectotropis,
Ceratotropis, Lesiocarpa, Sigmoidotropis, Haydonia e Macrorhycha dentre os quais o
subgénero Vigna se destaca, por compreender o maior numero de espécies,
apresentando seis seg¢oes: Catiang, Comosae, Leibrehtsia, Macrodontae, Reticulatae e
Vigna (Marechal et al., 1978; Baudoin e Maréchal, 1985; Padulosi e Ng, 1997)

Além do feijao-caupi, diversas outras espécies do género Vigna tém importancia
econbémica e social. As demais espécies amplamente cultivadas pertencem ao
subgénero Ceratotropis (Piper) Verdcourt incluindo feijdo-mungo [V. radiata (L.)
Wilczek], feijao-rajado [V. mungo (L.) Hepper], feijdo-adzuki [V. angularis (Willd.) Ohwi
& Ohashi], feijao-arroz [V. umbellata (Thunb.) Ohwi & Ohashi] e [V. aconitifolia (Jacq.)
Marechal], sendo consideradas por Maréchal et al. (1978), como proximamente
relacionadas.

O feijdo-caupi € uma planta herbacea anual, propagada por sementes, de
crescimento morfolégico diversificado, apresentando variagdo de porte, desde ereto até
prostrado e habito de crescimento determinado a indeterminado (Oliveira & Carvalho,
1998; Freire-Fillho et al., 1999). As flores, completas, tém os érgédos masculinos e
femininos bem protegidos pelas pétalas, em numero de cinco, de coloragdo branca,
amarela ou violeta (Tedfilo et al., 2001).

Apresenta autofecundagdo e uma taxa muito baixa de alogamia ou fecundagéao
cruzada. Tedfilo et al. (1999) encontraram uma taxa de cruzamento natural de 0,80%.
Souza et al. (2005) encontraram uma taxa que variou de 0 a 1,06%, constituindo-se em
um genoma estavel, o que evita o “escape” de genes para individuos selvagens ou
para plantagdes circunvizinhas, o que também impede a introgressdo de caracteres
nao desejados. As geracdes sao curtas, o que facilita projetos de mapeamento amplo
ou direcionado a regides gendmicas de interesse (Benko-Iseppon, 2001). Completando
0 que se pode chamar de “perfil ideal” para um modelo experimental lucrativo, o feijao-
caupi pode ser geneticamente transformado (Machuka et al.,, 2000), expressando
genes exdgenos com sucesso e constituindo-se em uma possivel fonte para a

producao de substancias bioativas.
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2.1.3. Recursos Genéticos

Importantes recursos genéticos encontram-se disponiveis aos pesquisadores,
através dos bancos de germoplasma que tém sido criados em todo o mundo. O
principal centro de pesquisas em feijdo-caupi, com a maior colecdo de germoplasma,
esta localizado na Nigéria, no Instituto Internacional de Agricultura Tropical (lITA),
compreendendo cerca de 15.200 cultivares e 1.646 acessos selvagens, seguido pela
Estacao Regional da Geodrgia de Introducédo de Plantas, com cerca de 7.400 acessos e
da Universidade da Califérnia, em Riverside, com 5.275 cultivares e 50 acessos
selvagens (Ehlers e Hall, 1997).

No Brasil, a Embrapa Meio-Norte ou Centro de Pesquisa Agropecuaria do Meio-
Norte (CPAMN, Teresina, Pl) é responsavel pela Colegcao Ativa do feijao-caupi,
tratando-se do local onde as pesquisas com essa cultura visam beneficiar a producao
local e nacional deste produto (Wetzel et al., 2005). A Colegcdo de Base (colegdo de
ampla abrangéncia, visando assegurar e atender aos interesses futuros dos programas
de melhoramento do feijao-caupi no pais) esta atualmente constituida de 4.845
acessos do género Vigna, dos quais, 48% dos acessos sao originados de coletas e
52% de introdugdes (Wetzel e Faiad, 2001; Wetzel et al., 2005).

Além da Embrapa Meio-Norte, varias instituicbes estaduais (Empresa de
Pesquisa Agropecuaria do Rio Grande do Norte — EMPARN; Empresa Estadual de
Pesquisa Agropecuaria da Paraiba — EMEPA; Empresa Pernambucana de Pesquisa
Agropecuaria — IPA; Empresa Baiana de Desenvolvimento Agricola — EBDA) e
universidades mantém bancos de germoplasma do feijdo-caupi como parte de suas

atividades de pesquisa.

2.1.4. Importancia Econdmica

Os graos maduros do feijao-caupi possuem cerca de 20-30% de proteina, 50-
64% de carboidratos, 0,7-3,5% de dleo e importantes fragdes de ferro, potassio, fésforo
e aminoacidos essenciais como a isoleucina, leucina, fenilalanina, tirosina e metionina,
entre outros, com destaque para a ultima por estar presente em quantidades bem
superiores ao feijao comum (Bressani e Elias, 1980; Prinyawiwatkul et al., 1996; Maia
et al., 2000), podendo ser utilizada na substituigdo ou complementagao dos alimentos

derivados dos animais. Além desses beneficios, se constitui em excelente cultura para
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as regides semi-aridas dos trépicos visto que: (a) apresenta consideravel tolerancia a
seca e ao calor, (b) proporciona uma excelente cobertura vegetal e, desta forma, inibe
o crescimento de ervas daninhas, e (c) ajuda a evitar a erosdo e contribui para a
melhoria da fertilidade de solos em areas marginais, ao fornecer matéria e residuos
organicos que se incorporam ao substrato apds a colheita de seus graos, melhorando a
estrutura edafica, aumentando a disponibilidade de fésforo e contribuindo para a

fixacaéo de nitrogénio, através da associagéo com bactérias fixadoras de N, atmosférico

(Valenzuela e Smith, 2002).

O consumo humano do feijao-caupi pode ser na forma de vagem verde, cuja
colheita é feita quando as vagens estdo bem desenvolvidas, mas ainda com baixo teor
de fibras; na forma de graos verdes, colhidas no inicio da maturacdo e na forma de
grao seco, onde as vagens sao colhidas secas, no ponto de maturagdo de campo
(Vieira et al., 2000). Além da sua utilizagdo na alimentagdo humana, o feijao-caupi pode
ser utilizado na alimentagdo animal, como forragem verde, feno, ensilagem e farinha
(Oliveira e Carvalho, 1998).

A area ocupada com feijdo-caupi no mundo esta em torno de 14 milhdes de ha,
sendo 9.3 milhdes (69% da area mundial) na parte Oeste e Central da Africa. A outra
parte da area cultivada esta localizada na América do Sul, América Central e Asia, com
pequenas areas espalhadas pelo sudoeste da Europa, sudoeste dos Estados Unidos e
Oceania. Entre todos os paises, os principais produtores mundiais sao Nigéria, Niger e
Brasil (Langyintuo et al., 2003; Singh et al., 2003).

O feijao-caupi é cultivado nas regides Norte e Nordeste do Brasil, especialmente
no Sertdo Nordestino. A area cultivada com feijdo-caupi no Brasil é de
aproximadamente 1 milhdo de hectares dos quais cerca de 900 mil (90%) estdo
situados na regido Nordeste do Brasil (Lima et al., 2007).

A area colhida, a producéo e a produtividade dessa cultura oscilam muito de ano
para ano em virtude, principalmente, das variagdes climaticas. Entre 1993 e 2001, a
meédia anual da area colhida foi de 1.355.184 ha, a producéo foi de 429.375 toneladas
e a produtividade, relativamente baixa, na faixa de 300 a 400 kg/ha. Com base nesses
dados e considerando que um hectare gera um emprego por ano, que 0 Consumo per
capita é de 18,6 kg e que o valor histérico da saca de feijao é de US$ 33, 84, estima-se
que, naquele periodo, o feijdo-caupi tenha gerado, em média, por ano, 1,36 milhdes de
empregos, produzindo suprimento alimentar para 23,06 milhdes de pessoas, tendo sua

producao valorizada em US$ 242,6 milhdes (Freire-Filho et al., 2005). Esses dados sédo
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extremamente importantes, uma vez que refletem a participagcédo da cultura no contexto
de geracédo de empregos, de renda e da producéo de alimentos no pais e a credencia
para receber maior atencado por parte das politicas de abastecimento e por parte dos
orgaos de apoio a pesquisa.

O estado do Ceara € o maior produtor nacional, seguido pelo Piaui. Na safra de
2002/2003 a area plantada no Ceara foi de 618.600 hectares e uma produgao de
211.800 toneladas, enquanto que no Piaui, foram cultivados 218.100 hectares com
uma producgédo de 68.500 toneladas. No estado da Paraiba o feijado-caupi possui uma
consideravel producédo, com indices variando desde 300 a 700 kg/ha. Em diferentes
regides do estado, com destaque para as produgbes do Agreste e do Sertéo,
observam-se plantios de baixa, média e larga escala, juntamente em consércio com
culturas mais tradicionais, assim como o milho e o algodao (FNP, 2004; Amaral et al.,
2005).

Embora a importancia desta cultura seja reconhecida para as populagbes de
regides semi-aridas do Brasil, o seu melhoramento tem sido limitado a métodos
convencionais de cultivo e selegcdo, visando adapta-las as condigbes locais (Freire-
Filho et al., 1999). Na década de 90, foram colhidas anualmente, em média, 3,5
milhdes de toneladas de feijao, sendo 0,8 milhdes de toneladas de feijdo-caupi e 2,7
milhdes de feijdo comum. Portanto, mesmo considerando os esfor¢os locais dos
programas de melhoramento, apenas cerca de 23% da produg¢ao nacional refere-se ao
feijao-caupi (Fontes, 2006).

Dentre os fatores que limitam o desenvolvimento do feijdo-caupi pode-se citar a
semeadura em novas areas O que proporciona mesoclimas menos propicios para
cultura, deficiéncia hidrica causada pela escassez e irregularidade das chuvas,
salinizagdo dos solos, plantios predominantemente de subsisténcia, utilizacdo de
cultivares com potencial genético reduzido e ocorréncia de doengas e pragas (Castro,
2000). Deste modo, é necessario que se inicie um estudo mais avangado da genética
desta cultura, de modo que os programas de melhoramento convencionais busquem
apoio da biologia molecular, para que se tornem mais ageis e eficientes,
disponibilizando aos produtores, comerciantes, industriais e consumidores, cultivares

cada vez melhores (Freire-Filho et al., 2005).
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2.1.5. Melhoramento Genético do Feijdo-Caupi no Brasil

Os principais objetivos dos programas de melhoramento do feijdo-caupi no
mundo envolvem: resisténcia multipla a doengas e pragas, melhoria das caracteristicas
de grao, porte, toleréncia ao calor, ao frio, a salinidade e a seca (Ehlers e Hall, 1997,
Timko e Singh, 2008). No Brasil, o melhoramento dessa cultura tem como objetivos
principais: (a) aumentar a produtividade e melhorar a qualidade visual e nutricional dos
graos; (b) aumentar a adaptabilidade, a estabilidade e tolerancias aos estresses
hidricos e salinos; (c) incorporar resisténcia multipla a doengas e incorporar resisténcia
a insetos; (d) obter porte mais compacto e ereto, possibilitando a colheita mecanica e o
processamento industrial (Freire-Filho et al., 1999).

Em conjunto, esses atributos podem compor o gendtipo de uma nova cultivar, ou
serem encontrados em varios genétipos, dependendo do interesse do programa ou das
possibilidades de obtengdo. Basicamente, o esquema de obtencgao e teste de linhagens
consta das seguintes etapas: a) selegdo de parentais; b) formacdo da populagdo
basica; c) avango de geragdes, com descarte das plantas com sintomas severos de
doengas e ataque severo de pragas; d) formagcdao de linhagens; e) teste de
produtividade; f) producdo de sementes genéticas; g) langamento de novas cultivares.
As fontes de germoplasma para selegcdo dos parentais e formagdo da populagéo
segregante sdo as cultivares locais, ja adaptadas, bem como acessos obtidos do
Instituto Internacional de Agricultura Tropical (IITA), incluindo cultivares melhoradas e
linhagens em avaliagcdo. Esses materiais vém sendo obtidos no Banco de
Germoplasma da Embrapa Meio-Norte, nas colegdes regionais e no proprio programa

de melhoramento (Freire-Filho et al., 2005).

2.1.5.1. Principais Doencas e Pragas do Feijao-Caupi no Brasil

Dentro do grupo de agentes patogénicos ao feijao-caupi, as viroses sao
indiscutivelmente os agentes infecciosos de maior importancia no Brasil. Especialmente
o virus do mosaico severo do feijao-caupi (CPSMV, Cowpea Severe Mosaic Virus) da
familia Comoviridae, os mosaicos de potyvirus (CABMV, Cowpea Aphid-Borne Mosaic
Virus e BICMV, Blackeye Cowpea Mosaic Virus) da familia Potyviridae e o virus do
mosaico dourado do feijao-caupi (CPGMV, Cowpea Golden Mosaic Virus) da familia

Geminiviridae, entre outros fatores, tém reduzido drasticamente a produgéo de feijao-
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caupi no Brasil e em outros paises da América Latina (Gongalves e Lima, 1982; Pio-
Ribeiro e Assis Filho, 1997; Barreto, 1999; Freire-Filho et al., 1999; Rocha et al., 2003)
com perdas de até 81% (Araujo et al., 1984; Umaharan et al., 1997).

O CPSMV apresenta uma grande variabilidade bioldgica, sendo eficientemente
disseminado na natureza por meio de coledpteros a maioria deles dos géneros
Cerotoma e Diabrotica (Costa e Batista, 1979; Freire-Filho et al., 2005).

Os primeiros sintomas do mosaico severo aparecem, normalmente, 3 a 4 dias
apo6s a inoculagdo. Quando a infecgdo ocorre em plantas jovens, os sintomas sao
drasticos e visiveis em todas as partes aéreas da planta, causando inclusive necrose
da extremidade superior do caule, morte dos brotos terminais e queda prematura das
folhas. Nas folhas, os sintomas manifestam-se na forma de manchas cloréticas e
necréticas, mosaico severo, distor¢cao foliar, reducdo da lamina foliar, bolhosidade,
clareamento da nervura, necrose sistémica e morte de algumas cultivares. Em muitas
cultivares, podem-se observar manchas irregulares nas vagens e nas sementes, sendo
que estas, normalmente, apresentam-se chochas, com baixa taxa de germinacédo (Lima
et al., 2005). Em fungado disso, os danos na producado sdo bastante significativos,
dependendo da cultivar envolvida e da época de inoculagéo.

Medidas de prevencgao, geralmente envolvem a aplicagdo semanal de inseticidas
para controlar a populacdo de vetores e conseqlientemente a disseminagao do virus
(Costa et al., 1978), um método prejudicial ao meio ambiente que infelizmente néo é
efetivo na estacdo chuvosa, quando as plantagdes estdo em fase de crescimento
(Umaharan et al., 1997; Paz et al., 1999). O alto custo também tem desencorajado a
adogao do controle quimico dos vetores pelos agricultores. Por conta da ampla
distribuicdo do virus nas regides de plantio e dos diferentes tipos de hospedeiros
naturais existentes no Brasil, a identificagcdo de fontes de resisténcia esta entre as
maiores preocupagdes dos pesquisadores que trabalham com o feijdo-caupi (Freire-
Filho et al., 1999).

Os mosaicos de potyvirus (CABMV e BICMV) chegaram ao Brasil no inicio da
década de 70, sendo disseminados por sementes (Rios, 1990) e por insetos,
especialmente pelo pulgdo Aphis craccivora Koch. Os sintomas mais comuns s&o
mosaico intenso no limbo foliar, formado por areas verdes normais entremeadas por
areas clordticas, faixas verde-escuras nas nervuras, distor¢do das folhas e redugao
mais ou menos acentuada do crescimento das plantas. Dependendo da interagao entre

cultivar e estirpe, bem como da época de inicio da infecgcado, perdas acima de 50% tém

21



sido relatadas em condigdes de campo e casa de vegetacgéo (Pio-Ribeiro e Assis Filho,
1997).

Além das infeccbes causadas por virus isoladamente, infecgcdes mistas, como
por exemplo, aquelas provocadas por dupla infecgao (virus-virus; virus-bactéria; etc.)
tém sido relatadas, agravando ainda mais as perdas. Este € o caso da dupla infecgéo
de CABMV e CMV (Cucumber Mosaic Virus) ocasionando nanismo, diminuigdo do
tamanho de todos os 6Orgados vegetativos, mosaico intenso, distorcdo de folhas e
necrose sistémica. Embora este ultimo virus ndo ocasione redugdes significativas no
crescimento e na producédo, o mesmo tem gerado problemas potenciais devido a uma
maior gama de cultivares suscetiveis, sendo capaz de interagir sinergicamente com os
virus do género Potyvirus (Lima et al., 2005).

Além das viroses, outras doencas sdo consideradas importantes, e podem
também gerar perdas significativas dependendo da cultivar utilizada. Infelizmente, ha
poucas fontes de resisténcia para varias das doencgas existentes, estando essas
frequentemente em diferentes cultivares, pouco produtivos ou que nado atendem as
necessidades do mercado (Pio-Ribeiro e Assis Filho, 1997; Barreto, 1999).

Do ponto de vista das doencas causadas por fungos ou oomycetos, existe,
atualmente, um grande numero de espécies fitopatogénicas identificadas. Observa-se
que sua importancia esta fundamentalmente relacionada a regido, a forma de cultivo e
a época de plantio. Neste grupo destacam-se: Colletotrichum truncatum (Schw.) Andrus
& Moore causador da mancha-café; Mycosphaerella cruenta Lathan., (Cercospora
cruenta (Sacc.) Deigtom) e Cercospora canescens (Ellis e Martin) causador da mancha
de cercospora ou cercosporiose; Pythium aphanidermatum (Eds.) Fiptz causador a
podridao do colo; Thanatephorus cucumeris (Frank) Donk. e Rhizoctonia solani (Kihn)
causador da mela (Elsinoe phaseoli Jenk.) causador da sarna; Entyloma vignae Batista,
Bezerra, Ontes & Vasconcelos causador do carvao; Uromyces vignae Barl. causador
da ferrugem e o Fusarium oxysporum Schl. f. sp. tracheiphilum E. F. Smith., Synd. &
Hans causador da murcha-do-fusario-do-feijao-caupi (Rios, 1988; Athayde Sobrinho et
al., 2000; Athayde Sobrinho et al., 2005).

Dentro do grupo de doengas bacterianas do feijdo-de-corda dois grupos
destacam-se como mais disseminados: a mancha bacteriana [Xanthomonas campestris
pv. vignicola (Burkholder) Dye (X. axonopodis pv. vignicola)] e a pustula-bacteriana
(Xanthomonas sp.). A pouca importancia dada as bacterioses do feijao-caupi pode ser
explicada pela dificuldade que o produtor encontra em identificar a doenca quando ela

se manifesta na semente e em plantulas (Rios, 1988). Poucos trabalhos tém sido
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publicados e as razdes para tal devem, provavelmente, estar relacionadas a
importancia econdmica tipicamente regional destas bacterioses.

O feijao-caupi pode, ainda, ser hospedeiro de muitos nematdides. No Brasil,
mais de 30 espécies patogénicas a esta cultura estdo catalogadas, apresentando um
elevado grau de patogenicidade. A despeito desse grande numero, poucas causam
danos significativos a produgéo, excegao feita aos nematoides-das-galhas do género
Meloidogyne, principalmente M. incognita e M. javanica, que possuem extensa
disseminagdo em toda area de cultivo do feijao-caupi, e aos nematoides-das-lesdes-
radiculares do género Pratylenchus e ao nematdide-reniforme da espécie
Rotylenchulus reniformis Linford & Oliveira (Ponte, 1988; Freire-Filho et al., 2005).

As galhas ou tumores exibidos pelas raizes constituem os sintomas
caracteristicos e principais da doenga ocacionada por Meloidogyne. Essa alteracéo
anatbmica resulta da formacao de sitios de alimentagdao do nematdide que ao penetrar
com seu estilete nas células do cilindro central e parénquima cortical das raizes
hospedeiras, secreta substancias que induzem a mitose celular sem a correspondente
citocinese, gerando células gigantes multinucleadas. O resultado deste complexo
evento € o depauperamento da planta que absorve menos agua e nutrientes, o que
resulta em sintomas na parte aérea caracteristicos de deficiéncia mineral acentuada,
murcha nas horas mais quentes do dia, menor crescimento e queda da produtividade
da planta (Silva, 2000; Andrade, 2003).

A galha-das-raizes é muito dificil de ser controlada em face da rapida
disseminagao, formacédo de estrutura de resisténcia (ovos) e um grande numero de
plantas hospedeiras. Algumas cultivares de caupi sdo dotadas de genes que l|hes
conferem resisténcia a maioria das espécies de Meloidogyne (Exemplos: Pitiuba, 40
dias e CE 315). Outras medidas de controle comumente usadas sao: rotagdao de
cultura, plantio de espécies antagdnicas e nematicidas (como Crotalaria sp., Tagetes
sp., Chisantemun sp.) e revolvimento do solo seguido de exposicéo direta dos raios
solares (solarizagao) (Cardoso, 1990).

Em relagao as respostas bioquimicas de defesa contra M. incognita, foi visto que
a atividade quitinasica aumentou nas raizes, hipocdtilos, epicotilos, folhas primarias e
secundarias no cultivar resistente, CE-31, em relagdo ao cv. susceptivel CE-109
(Andrade, 2003).

Além de todas as pragas presentes nas areas de cultivo, esta cultura enfrenta
sérios problemas quanto a sua conservagdo em armazeéns. A principal ordem de

insetos envolvida na contaminagdo dos graos armazenados € a Coleoptera, com
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destaque para as espécies pertencentes a familia Bruchidae. As principais sao:
Zabrotes subfasciatus (Boh.), Acanthoscelides obtectus (Say), Callosobruchus
maculatus (Fabr.), sendo esta Uultima conhecida como caruncho ou gorgulho,
reconhecida como a principal praga do feijao-de-corda armazenado (Sales et al., 2005).

O caruncho possui cerca de 3 mm de comprimento e as fémeas dessa espécie
pdem cerca de 80 ovos na superficie dos graos. O ataque ao feijdo-caupi comega
ainda no campo. A fémea introduz os ovos dentro da vagem, aproveitando-se de
fendas. Ao eclodirem, as larvas penetram nas sementes e passam a se alimentar de
seu conteudo. Apds cerca de 30 dias, as larvas se transformam em pupas e estas em
adultos, que perfuram um orificio de saida e emergem das sementes danificadas
reiniciando o ciclo biolégico (Bastos, 1973; Quintela et al.,1991).

No depdsito de armazenamento, se ndo controlados, estragam as sementes,
perfurando-as e conferindo-lhes sabor desagradavel e mau aspecto comercial. A
simples presenga de ovos ou de insetos adultos, e até mesmo a constatagédo do odor
caracteristico que estes exalam, acarreta forte efeito restritivo sobre o consumo, com a
consequente desvalorizagdo comercial do produto (Bastos, 1973). Também estragam
as sementes destinadas ao plantio, pois, se consomem as reservas alimenticias dos
cotilédones, resultam em plantulas fracas e com baixa viabilidade; por outro lado, se
roem as outras partes do embrido, impedem a germinagéao (Vieira, 1993).

O risco de infestagdo pelo inseto inibe as iniciativas de estocagem, tanto de
graos, no mercado atacadista, quanto de sementes, 0 que acentua a instabilidade de
precos e restringe a possibilidade de incrementos de produtividade da cultura via
difusdo de cultivares melhoradas. Como os meios eficazes de controle, em geral,
através de silos metalicos herméticos, envolvem custos elevados e dificultam o
manuseio de grandes estoques, a utilizacdo de resisténcia genética ao ataque do
caruncho tem sido alvo de investigacao cientifica, especialmente no que diz respeito a
identificacdo de fontes de resisténcia. Tal resisténcia se apresenta como um beneficio
direto ao produtor, pela reducdo de perdas pds-colheitas, sem custos adicionais
(Barreto e Quindaré, 2000).

O controle ideal desses fatores bidticos que contribuem de maneira significativa
para a baixa produtividade do feijao-caupi no Nordeste como um todo, seria mediante
ao emprego de variedades resistentes e com qualidade de grdos que atenda as
demandas dos mercados interno e externo. Isto se da mediante o desenvolvimento de
programas de melhoramento genético, baseados em técnicas convencionais e/ou

biotecnoldgicas, incluindo marcadores moleculares, através do mapeamento genético e
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da selegdo assistida por marcadores, que possibilitam a obtencdo de gendtipos
superiores de maneira mais agil e eficiente (Souza et al., 2005).

Além de aumentos de produtividade e melhoria na qualidade dos graos, uma
variedade melhorada implicara em menor custo de producédo, em fungao do reduzido
emprego de defensivos agricolas e redugdo de gastos com o manejo da cultura,
aumentando, consequentemente, a renda liquida do produtor. Qualquer que seja o
método escolhido, uma etapa imprescindivel para a sua implementagcdo é a
identificacdo de fontes de resisténcia aos organismos que se deseja controlar (Lara,
1996; Kristjanson et al., 2002).

2.1.5.2. Estresse Abidtico Provocado por Seca e Salinidade

Diversos fatores ambientais podem afetar o desempenho do feijao-caupi, tais
como temperaturas muito baixas ou altas, bem como a seca. Fatores edaficos, como
drenagem deficiente, salinidade, acidez e falta ou excesso de elementos nutritivos,
também podem prejudicar o caupi.

A deficiéncia hidrica € uma das maiores causas de reducao na produtividade
agricola (Blum, 1996; Yordanov et al., 2003). O déficit hidrico afeta todos os aspectos
relacionados ao desenvolvimento da planta, incluindo modificacbes anatbémicas,
morfoldgicas, fisiolégicas e bioquimicas, sendo que os prejuizos estdo diretamente
relacionados a sua duragao, severidade e do estagio de desenvolvimento da cultura
(Santos e Carlesso, 1998; Bezerra et al.,, 2003). Leite et al. (1999), relataram que
déficits hidricos ocorridos na fase vegetativa do feijado-caupi tiveram efeitos menores
nos componentes de crescimento produzindo, porém, efeitos mais acentuados na fase
reprodutiva, ou seja, na pré-floragao e no enchimento de graos.

A falta ou excesso de agua, além de prejudicar diretamente o desenvolvimento
da planta, afeta o processo de fixagdo biolégica de nitrogénio. A planta apresenta
estdmatos altamente responsivos a reducédo de disponibilidade de agua, fechando-se
rapidamente, reduzindo a sua condutancia estomatica e, consequentemente, a sua
transpiracdo foliar, permitindo assim, que o potencial hidrico e o teor relativo de agua
de suas folhas permanegam elevados e aproximadamente constantes durante a
imposigao da seca. Logo, um de seus principais mecanismos em face do estresse tenta
impedir a desidratagdo, embora isso resulte na diminuicdo de sua capacidade

produtiva, principalmente quando o estresse é prolongado (Pinho et al., 2005).
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Varios mecanismos de adaptagdo para se desenvolver em um ambiente com
quantidade limitada de agua tém sido descritos no feijao-caupi. Dentre eles citam-se o
desenvolvimento do sistema radicular e alta condutividade hidrica na raiz (para
maximizar a captagcdo de agua); a reducdo da area foliar pelo decréscimo na
condutancia estomatica, bem como mudangas na orientagdo dos foliolos (para
minimizar as perdas de agua) (Shackel e Hall, 1979; Summerfield et al., 1985; Petrie e
Hall, 1992; Costa et al., 1997). Por outro lado, Gomes-Filho & Tahin (2002) observaram
que em cultivares de feijao-caupi tolerantes a seca, como cv. Pitilba, a deficiéncia
hidrica no solo nao acarretaria em redugcdes acentuadas no potencial hidrico foliar.

Além desta cultivar, a EPACE 10 foi recomendada por Pimentel et al. (2002)
para uso em programas de melhoramento genético visando obtengao de resisténcia a
seca, por apresentar alta tolerancia protoplasmatica.

Costa et al. (1997) conduziram estudos em casa de vegetagdao, com o objetivo
de avaliar o efeito do déficit hidrico na producdo, componentes de producido e
distribuicdo de raizes no feijdo-caupi. Os autores observaram redug¢des na area foliar,
na matéria seca da parte aérea e das raizes, enquanto a relacido raiz/parte aérea
aumentou em trés cultivares avaliadas. O aprofundamento do sistema radicular em
resposta ao estresse hidrico também foi observado, mostrando-se menos superficial e
com maiores concentracdes a maiores profundidades, podendo ser entendido como
importante mecanismo de adaptagdo para algumas espécies. Vale acrescentar,
contudo, que as estimativas feitas por técnicos da Embrapa Arroz e Feijao, em 1981,
em regides produtoras de feijdo-caupi dos estados do Piaui, do Ceara e de
Pernambuco indicaram uma reducao aproximada de 70% da safra decorrente de uma
estiagem prolongada (Guimaraes, 1988). Assim, verifica-se que, apesar de ser uma
espécie relativamente adaptada a seca, esse fator climatico ainda constitui um dos
grandes obstaculos ao aumento da produtividade da cultura naqueles estados.

Além da disponibilidade hidrica, a salinizacdo apresenta-se como um problema
recorrente na agricultura. Aproximadamente 45 dos 230 milhées de hectares da area
irrigada do globo terrestre apresentam-se afetados pela salinizagdo, acarretando
prejuizos na produgao agricola, principalmente nas regides aridas e semi-aridas, onde
25% das areas ja se encontram salinizadas (FAO/AGL, 2007).

A salinidade em areas irrigadas € consequéncia do uso de agua de qualidade
inadequada, associado a intensa evaporag¢ao e ao manejo inadequado do sistema solo-
agua-planta. Qualquer que seja sua fonte, a agua utilizada na irrigagcédo sempre contém

sais, embora a quantidade e a qualidade de sais presentes possam variar (Medeiros e
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Gheyi, 1997; Dantas et al., 2002). Além dos sais introduzidos pela agua de irrigagéo, os
solos podem conter sais cuja origem esta associada a sua geoquimica. O excesso de
sais soluveis provoca uma redug¢ao do potencial hidrico do solo, induzindo uma menor
capacidade de absor¢do de agua pelas plantas. Esta redug¢édo do potencial hidrico,
associada aos efeitos toxicos dos ions (CI', por exemplo) interferem inicialmente no
processo de absorgéo de agua pelas sementes, influindo na germinagéo, no vigor das
plantulas e, consequentemente, no desenvolvimento normal das plantas (Rebougas et
al., 1989).

Os sintomas do estresse salino sao muito parecidos com os encontrados no
estresse hidrico, incluindo crescimento ndo uniforme e folhas de coloragdo amarelada,
relativamente grossas e cerosas. Entretanto, quando a salinidade estd em maiores
concentragdes no solo, a coloragao torna-se amarronzada com regides de necrose (Rai
e Rai, 1999). A tolerancia a salinidade difere entre espécies, entre cultivares e, para
uma mesma cultivar, entre estadios do ciclo fenologico. Dependendo do grau de
salinizacdo do solo e do tipo de planta, esse tipo de estresse pode impedir a
sobrevivéncia da cultura (Heenan et al., 1988).

De modo geral, as plantas cultivadas sdo consideradas sensiveis ao excesso de
sais, porém, € possivel encontrar diferengas no grau de tolerancia, as quais podem
estar associadas as capacidades de extracdo de agua e de sais do solo quando
cultivadas em meios salinos. Desse modo, a identificagcao de espécies que apresentem
maior extracdo de sais do solo pode ser um fator importante, contribuindo para o
manejo do sistema solo-planta em ambientes salinos e, consequentemente, para a
convivéncia com o problema da salinidade (Lacerda et al., 2003).

Uma conseqliéncia da combinagdo da alta salinidade e imposi¢cdo do estresse
hidrico € a mobilizacdo de varios genes para o controle e reparo dos danos causados
pelo estresse (desintoxicagédo) e o controle do crescimento, podendo a expressao ser
uma reducdo transitéria da taxa de crescimento foliar, representando, assim, uma
resposta adaptativa (Zhu, 2002). Outra adaptacdo a salinidade é a “suculéncia”,
caracterizada pelo aumento da espessura foliar, visando evitar o déficit hidrico pelo
melhor uso da agua, reduzindo a concentragdo de sais no protoplasma (Greenway e
Munns, 1980; Larcher, 2000). Um exemplo de adaptacéo aos efeitos do estresse salino
e hidrico em feijao foi observado nos cultivares Pitiuba e Vita-3, os quais revelaram um
aumento nos indices de esclerofilia e de suculéncia foliar (Costa et. al., 2003).

Como a resposta ao estresse salino é de natureza poligénica, o melhoramento

nao pode ser tratado como um problema de facil solugdo. Com isso, ndo sera apenas
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extrapolando resultados positivos a partir de estudos em casa de vegetagdo e/ou
campo, transferéncia ou super-expressdo de um oOu poucos genes que serao
desenvolvidas plantas produtivas tolerantes a salinidade. Pelo contrario, um problema
com tal complexidade s6 podera ser enfrentado com o uso de diferentes metodologias
associadas a diferentes areas como a fisiologia, gendbmica, protebmica, genética e
biologia molecular, entre outras, uma vez que o estresse abidtico envolve um

conhecimento multidiciplinar (Hong-bo et al., 2006).

2.1.6. Caracterizacdo Genética

2.1.6.1. Marcadores Moleculares: Tipos, Importancia e Aplicagcdes

A utilizacdo efetiva dos recursos genéticos disponiveis ao melhoramento
genético requer um pleno conhecimento da diversidade genética pré-existente. Em um
banco de germoplasma, informacdes precisas sobre alguns parametros sao
imprescindiveis, tais como: a) parentesco: grau de relacionamento entre os genotipos
de um acesso ou entre acessos de uma populacdo; b) estrutura: a quantidade de
variagao genética presente e sua distribuicdo entre individuos, acessos e colegdes; c)
localizac&o: a presenca de um gene desejado ou complexo génico em um acesso
especifico (Kresovich et al., 1995).

Existem muitas maneiras de verificar o grau de variabilidade genética existente
em uma determinada espécie. O indicador mais simples desta variabilidade é a prépria
diversidade morfolégica. Porém, caracteristicas morfolégicas podem ser influenciadas
pelo ambiente, apresentando variagdo continua e grande plasticidade, podendo nao
apresentar a real similaridade ou diferengca entre os individuos. Logo, para a
determinagcdo mais precisa e segura da variabilidade genética, € necessario utilizar
caracteristicas nao influenciaveis pelo ambiente. Neste sentido, as técnicas de biologia
molecular permitem a observacdo de polimorfismos diretamente no genoma de um
organismo (Zucchi, 2002; Weising et al., 2004).

A estimativa da diversidade genética por marcadores moleculares, quando
acompanhada de informagdes fenotipicas, vem sendo importante para a selegao de
genotipos para o mapeamento genético. Isso porque permite a selegdo de genaotipos
contrastantes e com niveis desejaveis de polimorfismo, que dardo origem a populagdes

de mapeamento segregantes para o carater de interesse e seus respectivos
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marcadores moleculares (Vieira et al., 2005). Os marcadores moleculares sao uteis,
também, se levarmos em conta que durante o melhoramento, via de regra, séo
monitorados diversos tipos de genes, ndo somente aqueles envolvidos com a
resisténcia aos estresses biodtico e abidtico. Nesse contexto, € interessante dispor de
uma ferramenta de selecdo que possa ser utilizada de modo direto, pela simples
analise da presenga ou auséncia de uma sequéncia de DNA no genoma das plantas
que estédo sendo melhoradas (Alzate-Marin et al., 2005).

Entre os principais marcadores moleculares utilizados na analise genética de
plantas, destacam-se o RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism -—
Polimorfismo no Comprimento de Fragmentos de Restricdo), RAPD (Random Amplified
Polymorphism of DNA — Polimorfismo de DNA Amplificado ao Acaso), AFLP (Amplified
Fragment Length Polymorphism — Polimorfismo de Comprimento de Fragmento
Amplificados), SSR (Simple Sequence Repeat - Sequéncias Simples Repetidas) e
ISSR (Inter Sequence Simple Repeat — Regides Internas de Sequéncias Simples
Repetidas) (Kumar, 1999). Todos esses tipos de marcadores possuem potencial para
estudos genéticos basicos e/ou aplicados, respeitando-se as limitagdes de cada um.
Existem ainda os marcadores isoenzimaticos (baseados em diferengas na mobilidade
de enzimas proteinas) os quais vém sendo utilizados desde a década de 60 (Ferreira &
Grattapaglia, 1998). As isoenzimas forneceram importantes informagdes a respeito da
estrutura do genoma, da variabilidade genética entre e dentro de espécies, da origem e
dispersado de espécies cultivadas (Sakiyama, 1993). Entretanto, embora essa técnica
seja superior a dos marcadores morfolégicos, ha limitagdes quanto ao numero de
polimorfismos gerados por marcadores isoenzimaticos motivo pelo qual estes tém sido
gradualmente substituidos pelos marcadores baseados no DNA (Murphy et al.,1996).

O marcador molecular DAF (DNA Amplification Fingerprinting, ou Impressao
Genbdmica da Amplificagdo do DNA) assemelha-se a técnica de RAPD, diferindo por
apresentar maior concentragdo de primer usado na amplificagdo mediada pela DNA
polimerase, bem como menor concentracdo de DNA molde por reacao, tornando os
resultados mais reprodutiveis. Eventualmente a técnica de DAF vale-se de iniciadores
com tamanhos que podem variar de 8-, 10-, 12, 15- a 18-meros, além do uso de
primers em grampo (mini-hairpins). Por ser baseada em uma reacdo altamente
especifica de PCR, por ndo usar radioatividade, por requerer pequena quantidade de
DNA e por nao necessitar de qualquer transferéncia fisica de material genético
(sondas), a metodologia de DAF simplifica as analises genéticas (Caetano-Anollés et

al., 1991). Essa técnica tem sido aplicada com éxito na caracterizagdo genética de
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diversas culturas, incluindo leguminosas como a soja, o grédo-de-bico e o amendoim
(Caetano-Anollés et al., 1991; Ferreira e Grattapaglia, 1998; Winter et al., 2000; Benko-
Iseppon et al., 2003) revelando-se relativamente vantajosa quando comparada com o
RAPD, notadamente por sua elevada reprodutibilidade e por gerar um grande numero
de polimorfismos (Benko-Iseppon et al., 2003; Simon et al., 2007).

Os microssatélites ou SSR consistem de sequéncias de DNA repetidas em
tandem. Estes marcadores sdo abundantes e uniformemente distribuidos pelo genoma
de plantas, além de serem co-dominantes, multialélicos e com alta heterozigosidade
(Zucchi, 2002). A técnica baseia-se na amplificacdo individual via PCR dos
microssatélites, utilizando-se primers especificos complementares as sequéncias
unicas que flanqueiam as sequéncias repetidas de microssatélites. Assim, a base do
polimorfismo desses marcadores esta relacionada a diversidade e abundancia de
sequéncias repetidas (Wu e Tanksley ,1993; Ferreira e Grattapaglia, 1998). Devido ao
elevado nivel de polimorfismo que apresenta, os marcadores microssatélites vem
sendo uteis na integracdo de mapas genéticos e fisicos, proporcionando aos
melhoristas e geneticistas uma ferramenta eficiente para associar variagado genética e
fenotipica (Milach, 1998; Gupta e Varshney, 2000).

Os marcadores ISSR sdo marcadores semi-arbitrarios, gerados de reagdes de
PCR com um primer unico, desenhado a partir de regides de microssatélite. Tais
marcadores tém a vantagem de gerar grandes quantidades de bandas, sendo
abundantes ao longo do genoma de eucariontes, evoluindo rapidamente (Fang e
Roose, 1997; Esselman et al., 1999). Assim, ISSRs mostraram-se uteis na avaliagdo de
populagdes em estudos genéticos, na detecgdo da diversidade entre individuos
proximamente relacionados e no mapeamento genético, sendo mais confiaveis que
outras técnicas como RAPD (Wang et al., 1998; MCGregor et al., 2000; Raina et al.,
2001).
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2.1.6.2. Marcadores Moleculares em Feijao-Caupi

Em feijao-caupi marcadores moleculares e isoenzimaticos tém sido utilizados na
caracterizagao, na avaliagao € no manejo de germoplasma, bem como na identificagao
de cultivares e no desenvolvimento de mapas genéticos para auxiliar nos processos de
cruzamento e selecdo, com énfase para estudos visando o melhoramento de espécies
cultivadas na California (Ehlers e Hall, 1997; Singh et al., 2002).

De um modo geral, os estudos de diversidade genética em feijao-caupi apontam
para uma estreita base genética em cultivares domesticadas (Panella e Gepts, 1992;
Vaillancourt et al., 1993). A perda de diversidade genética vem sendo atribuida, em
parte, aos programas de melhoramento convencionais muitas vezes concentrados em
cruzamentos usando determinadas cultivares mais produtivas ou resistentes (Wilkes,
1983). O monitoramento da variabilidade genética através de marcadores moleculares,
dentro do pool de genes do material elite, podera otimizar o acumulo de alelos
favoraveis e reduzir a quantidade de material a ser selecionado.

Alguns estudos com marcadores moleculares foram desenvolvidos objetivando,
principalmente, analisar a relacado filogenética entre as diversas espécies de Vigna
(Fatokun et al., 1993; Kaga et al., 1996b; Menancio et al., 1993; Maugham et al., 1996;
Mignouna et al., 1998; Ajibade et al., 2000); desenvolver mapas genéticos (Menancio et
al., 1993; Kaga et al., 1996a; Maugham et al., 1996; Menéndez et al., 1997), ou ainda
mapear genes que controlam caracteristicas especificas, como resisténcia a doencas
(Verdier et al., 1998) e pragas (Myers et al., 1996).

Marcadores isoenzimaticos foram testados por Pasquet (1996) para identificar a
diversidade genética entre cultivares e formas silvestres de feijao-caupi, a fim de
esclarecer a histéria de sua domesticacdo, sugerindo o nordeste da Africa como o
centro de domesticagao e V. unguiculata var. spontanea como o mais provavel genitor
do feijdo-caupi. Sonnante et al. (1996) estudando o relacionamento filogenético entre V.
unguiculata e outras espécies da sec¢ao Vigna, por meio de isoenzimas, concluiu que V.
unguiculata estava mais proximamente relacionada a V. vexillata (L.) Richard do que
das demais espécies de Vigna analisadas. Ajibade et al. (2000) utilizaram marcadores
ISSR em 62 acessos de 18 espécies de Vigna, para estimar o grau de relacionamento
filogenético dentro do género. Nesta analise, V. reticulata Hooker Fil. foi identificada
como a espécie mais préoxima de V. unguiculata.

Por sua vez, Menancio-Hautea et al. (1993) compararam V. unguiculata com V.

radiata (L.) Wilczek, por meio de mapas genéticos construidos a partir de marcadores
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RFLP, verificando que cerca de 90% das sondas utilizadas hibridizaram com
fragmentos de ambas as espécies, sugerindo um alto grau de similaridade entre as
sequéncias de DNA. Ainda em relagdo a filogenia, Fatokun et al. (1993) utilizaram
marcadores RFLP para avaliar 44 acessos de 18 espécies de quatro subgéneros de
Vigna, encontrando alto nivel de variagdo genética, especialmente nas espécies
provenientes da Africa em comparacdo com aquelas originarias da Asia. No entanto, ao
contrario dos resultados obtidos por Ajibade et al. (2000) utilizando marcadores ISSR,
os estudos com os marcadores RFLP nao permitiram distinguir com clareza divisbes
acima do nivel de espécie. Estudos similares ao de Fatokun et al. (1993), utilizando
marcadores RAPD e envolvendo apenas V. unguiculata foram desenvolvido por
Mignouna et al. (1998). Nesse trabalho, foram analisados 95 acessos de trés grupos de
cultivares de feijdo-caupi provenientes de diferentes origens geograficas da Africa, da
América e da Asia, revelando alta diversidade entre os acessos estudados.

Simon et al. (2007) amostraram 262 primers com a técnica de DAF, dentre os
quais 26 foram selecionados e recomendados por sua capacidade de gerar
polimorfismos, em 85 acessos de germoplasma do Vigna (seis V. angularis, quatro de
V. mungo e V. radiata, dois V. umbellata, um V. aconitifolia e 68 acessos de V.
unguiculata). Os resultados distinguiram claramente os gendtipos de feijdo-caupi
adaptados as condicdes brasileiras em comparagdo com aqueles originarios da Africa.
As espécies mais relacionadas foram agrupadas (V. angularis e V. umbellata; V. mungo
e V. radiata). Os acessos de feijao-caupi ficaram mais proximos das subespécies de V.
unguiculata (unguiculata, sesquipedalis e cylindrica). Os marcadores DAF foram
bastante informativos no nivel intraespecifico, detectando uma significativa diversidade
entre cultivares de feijao-caupi.

No que concerne ao mapeamento de genes agronomicamente importantes, ou
genes que controlam caracteristicas de resisténcia a doenga e pragas, o trabalho de
Myers et al. (1996) ocupa papel de destaque. Nesse estudo foram cruzadas duas
cultivares de feijao-caupi contrastantes para caracteristicas de resisténcia ao pulgao A.
craccivora, sendo utilizada a técnica de RFLP para detectar a presenca de ligagao
entre o gene Racl, de resisténcia a esse pulgdo, e marcadores RFLP. Como resultado,
foram encontrados um marcador RFLP (bg4D9b) intimamente ligado ao gene de
resisténcia Racl e varios marcadores flanqueando esse gene no mesmo grupo de
ligacdo. A forte ligagcdo entre o gene Racl e o marcador bg4D9b levou Myers et al.

(1996) a concluir que a clonagem do referido gene pode ser feita com sucesso e que a
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selecdo assistida por marcadores (S.A.M.) pode ser empregada para o
desenvolvimento de cultivares resistentes ao pulgéo.

Em relagao a bacterioses, Verdier et al. (1998) utilizaram marcadores RFLP para
caracterizar molecularmente diversas linhagens de Xanthomonas campestris pv.
vignicola (Burkholder) Dye., isoladas de folhas de feijdo-caupi em diferentes areas
geograficas. Os resultados das anadlises a partir dos RFLP sugeriram que a variagéo
genética dessa bactéria foi independente do local de origem e da patogenicidade das
linhagens.

Entre os primeiros estudos com marcadores com o género Vigna para
desenvolvimento de mapas de ligagéo, estdo os de Kaga et al. (1996a) e de Menéndez
et al. (1997). No primeiro, o mapa genético foi desenvolvido a partir do cruzamento
interespecifico (entre V. angularis e V. nakashimae), consistindo de 132 marcadores,
dos quais 108 pela metodologia de RAPD, 19 de RFLP e cinco marcadores
morfologicos, distribuidos em 14 grupos de ligagdo, com apenas 10 marcadores nao
ligados. O primeiro cruzamento intra-especifico de feijdo-caupi (V. unguiculata) usado
na geracdo de um mapa genético foi desenvolvido por Menéndez et al. (1997). Os
autores usaram as metodologias de RAPD, RFLP e AFLP para a saturagdo do mapa,
observando que varios marcadores gerados eram monomorficos. No segundo, foram
utilizadas como populagédo de mapeamento 94 linhagens endogamicas F8 resultantes
do cruzamento entre duas linhagens melhoradas: ‘1T84S-2049’ (IITA-Nigéria) e ‘524B’
(University of California, Riverside). Foram obtidos 181 marcadores dos quais, 133
RAPD, 19 RFLP, 25 AFLP, trés marcadores morfolégicos e um isoenzimatico, os quais
formaram 12 grupos de ligagdo e cobriram uma regido de 972 cM, com uma disténcia
média entre os marcadores de 6,4 cM.

Ouédraogo et al. (2002) geraram um novo mapa em feijdo-caupi, usando uma
populagcdo composta de 94 linhagens recombinantes empregadas por Menéndez et al.
(1997) em F9, que gerou 11 grupos de ligagdo, cobrindo 2.670 cM do genoma dessa
espécie, com uma distancia média entre esses marcadores de 6,43 cM. O mapa
gerado incluiu 242 marcadores, a maioria AFLP, associados a outros 181 marcadores
(RAPD, RFLP e AFLP), bem como marcadores bioquimicos, ja mapeados em estudos
anteriores. Além do mapa em si, marcadores associados a varias caracteristicas de
resisténcia e/ou tolerancia bioldgica, genes de resisténcia e analogos de genes de
resisténcia, incluindo resisténcia a Striga gesnerioides raca 1 e 2, ao Cowpea Mosaic
Virus (CPMV), ao Cowpea Severe Mosaic Virus (CPSMV), ao Blackeye Cowpea
Mosaic Virus (BICMV), ao Southern Bean Mosaic Virus (SBMV), ao Fusarium wilt
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(Fusarium oxysporum f.sp. tracheiphylum (E.E. Smith) W.C. Snyder e H.N. Hansen) e
ao nematoide-das-galhas (Meloidogyne javanica (Treub) Chitwood). Vale salientar, no
entanto, que nao existem até a presente data, mapas genéticos associados a
marcadores moleculares desenvolvidos a partir de cruzamentos com cultivares
brasileiros de feijao-caupi (Benko-Iseppon, 2001).

Ndo obstante as dificuldades apresentadas por genes marcadores
morfoagronémicos, entende-se que a utilizagdo de marcadores moleculares no estudo
da divergéncia genética do feijdo-caupi e também na identificagdo de parentais
contrastantes pode colaborar nos avangos no melhoramento genético dessa cultura no

nordeste brasileiro (Benko-Iseppon, 2001).
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Abstract

Despite the importance of cowpea and related Vigna cultispecies, few data is
available about the relationships between different taxa, as well as regarding important
sources of resistance against biotic and abiotic stresses. The presented study aimed to
access the genetic diversity among 23 cowpea (V. unguiculata) accessions as
compared with six selected Vigna taxa and common bean as outgroup. For this purpose
three approaches have been used, including 20 SSR (Simple Sequence Repeat), 22
ISSR (Inter Simple Sequence Repeat) and four DAF (DNA Amplification Fingerprinting)
reactions, generating 945 polymorphic bands. Besides clear separation from its
relatives (V. aconitifolia, V. angularis, V. mungo and V. radiata), cowpea accessions
could be clearly distinguished from native V. unguiculata subspecies (ssp. cylindrical
and sesquipedalis) with high bootstrap value (100%). Also within cowpea genotypes
considerable levels of polymorphism could be detected revealing contrasting parental
candidates for biotic and abiotic resistance features with significant diversity.

Key words: cowpea, molecular markers, germplasm, crop evolution.
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INTRODUCTION

The legume genus Vigna was proposed by Savin in 1824 and comprises around
170 species classified into seven subgenera distributed in Africa, America, Asia,
Australia and the Pacific (Onwueme and Sinha 1991; Tomoka et al. 2002). Two of these
subgenera have been classified by centers of origin: African Vigna species (Vigna
group) and Asian Vigna species (Ceratotropis group). It contains several important
cultivated species, including cowpea [V. unguiculata (L.) Walp.], mung bean [V. radiata
(L.) Wilczek], black grain [V. mungo (L.) Hepper], moth bean [V. aconitifolia (Jacq.)
Maréchal], adzuki bean [V. angularis (Willd.) Ohwi & Ohashi], and rice bean [V.
umbellata (Thunb.) Ohwi & Ohashi]. Among these, cowpea is of greatest economic
importance, yet this species also appears to be one of the most isolated within the

genus with a poorly defined secondary gene pool (Pasquet 1996; Fery 2002).

The economic important Vigna species exhibit a number of attributes that make
them particularly valuable for inclusion in different cropping systems. They can be
grown successfully in extreme environments (e.g., high temperatures, low rain fall, poor
and narrow soils) with few economic inputs. Many of these species produce multiple
edible products, providing subsistence farmers with a fresh food supply throughout the
growing season as well as dry seeds that are easy to store and transport. Plant residual
biomass can be used as fodder for farming animals. Vigna food products exhibit many
excellent nutritional attributes and provide the necessary complement in diets

comprised mainly of roots, tubers, or cereals (Fery 2002).

Worldwide, an estimated area under cowpea is about 14 million hectares, from
which central and west Africa alone account for over 69% of the area (with about 9.6
million ha, followed by about 2.4 million ha in central and southern America, 1.3 million
ha in Asia, and about 0.8 million ha in eastern and southern Africa). Nigeria is the
largest cowpea producer accounting for about 4 million ha with 1.7 million tones,
followed by Brazil which produces 1.9 million ha annually with 0.7 million tones (Singh
et al. 1997; Langyintuo et al. 2003).

In North and Northeast Brazilian regions, cowpea is a legume representing about
80% of the total grain production for human feeding, used as green vegetable or dry
beans, nurturing approximately 25 million people (Bressani 1993).

Despite its importance, cowpea cannot approach its full potential, unless several

serious problems are solved. Among these are diseases caused by viruses and root-
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knot nematodes, bruchid attack of stored grain, sensitivity to drought and salinity soils,
where decrease on growth rate and productivity has been observed especially
regarding the most productive cultivars. Because no single cultivar is suitable for all
conditions, there is a need to develop cultivars with different attributes and resistance to
major biotic and abiotic constraints, to suit the specific needs of different regions and
cropping systems. Considerable research efforts have been expended on these
problems using conventional breeding methods with little success. Therefore, new
technologies must be developed and employed.

Cowpea breeding program needs also to develop robust sets of genetic markers
for accurately assessing genetic diversity in the course of selection programs,
germplasm evaluations and planning of crosses. In the context of crop improvement,
information about genetic variation in germplasm arrays and genetic relationships
between genotypes provides the basis for decision support regarding selection of
parental combinations that will maximize selection gain and maintenance of genetic
diversity (Jana 1999).

DNA markers have proved to be valuable in crop breeding, especially in studies
regarding genetic diversity and gene mapping. Microsatellite associated markers, as
SSR (Simple Sequence Repeat), ISSR (Inter-Sequence Simple Repeat) and also DAF
(DNA Amplification Fingerprinting), are potential marker systems in Vigna for
fingerprinting cultivars and for estimating genetic distances among cowpea relatives,
potential parents and germplasm accessions, as well as for assessing phylogenetic
relationships.

Microsatellites (SSR) are simple tandemly repeated di- to tetra-nucleotide
sequence motifs flanked by unique sequences. Markers associated with SSR regions
have been used in plants due to its higher reproducibility, evolutionary neutrality and
codominant behavior. Although the primers for amplification are species-specific, these
sometimes are transferable to related organisms with similar specificity (Winter and
Kahl 1995; Winter et al. 2000).

Archana and Jawali (2007) carried out an additional germplasm evaluation using
microsatellites polymorphisms in order to characterize wild and cultivated taxa of V.
.unguiculata originated from different eco-geographical locations. The results of the data
analysis revealed a large amount of intersubspecies variability within V. unguiculata

species.

50



The DAF method is comparable to RAPD (Welsh and McClelland 1990),
employing less DNA (0.1 to 1 ng/pl) and much high primer concentration (up to 100
mM) (Caetano-Anollés et al. 1991) leading to more specific and reproducible reactions.

In a recent study Simon et al. (2007) optimized DAF to estimate the genetic
diversity in a representative core collection of Vigna species. Despite of supposed
narrow genetic base of domesticated cowpea, the results distinguished Brazilian from
African V. unguiculata genotypes and revealed considerable levels of variability within
the main Brazilian germplasm resources.

Inter simple sequence repeat marker is a simple, cost-efficient marker and does
not require prior sequence knowledge, similar to DAF technology. Unlike DAF, ISSR
markers are detected using relatively longer semi-arbitrary primers to amplify DNA
sequences between two inverted SSR at high stringency PCR conditions; thus, they are
reproducible and highly polymorphic DNA markers (Zietkiewicz et al. 1994; Bornet and
Branchard 2001). The utility of ISSR DNA polymorphisms to distinguish taxa within the
genus Vigna was investigated by Ajibade et al. (2000).

These tree types of markers can be used in mapping and gene tagging. The
concept of molecular marker-assisted selection (MAS) is attractive to cowpea breeders
working to improve biotic and abiotic resistance for accessions adapted to the
Northeastern Brazilian region. For successful application of MAS, a high correlation
and/or tight linkage must exist between biotic or abiotic resistance and the molecular
markers that must be stable, reproducible, and easy to assay (Yu et al. 2004).
Unfortunately, only a limited number of molecular markers have been developed and
used for marker-assisted selection in cowpea.

The purpose of this study was to develop polymorphic molecular markers using
SSR, ISSR and DAF methods to determine the level of genetic diversity among cowpea
(V. unguiculata) accessions. For this mean, 23 selected genotypes were compared to
six selected Vigna taxa using common bean as out-group. Besides, this approach
intended to identify contrasting parental lines to generate segregating populations for

features including tolerance or resistance to biotic and abiotic stresses
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MATERIAL AND METHODS

Plant material and DNA extraction

In this study 29 genotypes of seven different Vigna subspecies were analyzed. These
comprised 25 accessions the African subgenus Vigna: (23 V. unguiculata and two
subspecies cylindrica and sesquipedalis) and also a single accession of each of the four
species the Asian subgenus Ceratotropis (V. aconitifolia, V. angularis, V. mungo and V.
radiata). Additionally, two cultivars (cv. Neckarkonigin and Delinel) of Phaseolus
vulgaris L. ssp. vulgaris were employed as outgroup for the phylogenetic analysis
(Table 1).

The plants were cultivated in pods with 5 kg soil capacity containing a mixture of
two parts of soil and one part of manure. Prior to their sowing the seeds have been
disinfected with 0.4% sodium hipocloride. After germination four plants per pod have
been maintained, which remained in the glasshouses until their processing.

DNA was isolated from young leaflets using a CTAB (cetyl-trimethyl-
amoniumbromide) protocol (Weising et al., 1995), with modifications described by
Benko-lseppon et al. (2003). Contaminating polysaccharides were selectively
precipitated (Michaels et al. 1994). DNA concentrations were determined
electrophoretically in agarose gel 1.2% using known amounts of phage A-DNA as a

reference.

DAF and ISSR analysis

The DAF reactions occurred according to Benko-Iseppon et al. (2003), using 5 ng of
genomic DNA, 1.5 ul 10x PCR buffer, 2.5 mM MgCl,, 2.5 mM dNTP-mix (Fermentas),
50 pmol primer (Operon Technologies) and 0.5 U Tag DNA polymerase (Fermentas).
The final volume was adjusted to 15 ul with bidestilated sterile H,O. The DNA was first
denatured for 2 min at 95°C, followed by 40 cycles of 15 s denaturation at 95°C; 1 min
annealing at 35°C and 2 min elongation at 72°C, with a final elongation at the same
temperature for 2 min.

The ISSR reactions contained 15 ng of genomic DNA, 2.0 ul 10x buffer, 2.5 mM
MgCl,, 200 pM of each ANTP (Fermentas), 50 pmol primer and 0.5 U Taq DNA
polymerase (Biotherm), with final volume adjusted to 20 ul with bidestilated sterile H,O.

The reaction included an initial denaturation step of 4 min at 94°C, followed by 30
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cycles, each consisting of a denaturation step of 30 s at 94°C, annealing of 1 min at
50.4 to 60.5°C depending on the primer and an extension of 2 min at 72°C. PCR was
terminated with a final extension period of 7 min at 72°C. Both DAF and ISSR reaction
products were separated on 1.8% and 2.0% horizontal agarose gels respectively, in
TBE buffer with a voltage of 5 V/cm and visualized under ultraviolet light after staining in
0,5 pg/ml ethidium bromide. A DNA ladder 100pb (New England Biolabs or Fermentas)
was used as a molecular weight standard. Digital photo documentation was taken for
each gel.

For DAF reactions four random decamer primers were used. For the ISSR
reactions, twenty-two primers previously selected from previous evaluations on cowpea
and other legume species [chickpea (Ratnaparkhe et al. 1998; Rao et al. 2007); cowpea
and related species (Ajidabe et al. 2000), blackgram (Souframanien and Gopalakrishna
2004) and common bean (Svetleva et al. 2006)] were chosen and ordered from MWG-
Biotech (Table 2).

SSR analysis

Twenty primer pairs were used to assess the transferability and the level of
polymorphism among cowpea cultivars and its related species (Table 3). Of these, nine
SSR primers pairs were developed by Li et al. (2001) with microsatellite-enriched
libraries of cowpea, six were developed by Wang et al. (2004) using (AG)n-SSR-
enriched library in V. angularis and five were designed by Gwag et al. (2006) with
microsatellite-enriched libraries of V. radiata.

Reactions were carried out at a final volume of 20 pl, including 2.5 uM MgCl,,
200 pM dNTP-mix (Fermentas), 30 ng of genomic DNA and 0.5 U Taq of DNA
polymerase (Fermentas).

Reactions using primers developed by Li et al. (2001) and Gwag et al. (2006)
included 10 pmol of each forward and reverse primer, with an initial denaturation at
94°C for 5 min, followed by 38 cycles of denaturing at 94°C for 1 min; annealing
segment at 54 to 60°C (depending on the primer) for 30 s and extension at 72°C for 1
min, with a final extension at 72°C for 5 min.

For the reactions using primers design by Wang et al. (2004) 5 pmol each of

forward and reverse primers was used. The temperature cycling profile involved an
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initial denaturation step of 2 min at 94°C. This was followed by 30 cycles of 94°C for 15
s, an annealing phase of between 68°C for 15 s, and an extension at 68°C for 5 min.

All PCR reactions were carried out in an Eppendorf Mastercycler Gradient
thermal cycler.

The amplified products were separated on 6% non-denaturing polyacrylamide
gels run in TBE (Tris-base, boric acid, EDTA) buffer and stained with silver nitrate for 20
min. A DNA ladder 100pb (New England Biolabs or Fermentas) was used as a

molecular weight standard.

Genetic diversity analysis

After polymorphism analysis two data matrixes (SSR or DAF/ISSR) were constructed
based in polarized data (presence/absence of bands in each genotype) viewed in the
agarose and polyacrylamide gels.. Phylogenetic analysis of the microsatellite, ISSR and
DAF data was performed using the program MEGA (Molecular Evolutionary Genetic
Analysis), Version 4 for Windows, kindly provided by the authors (Tamura et al. 2007),
using neighbor-joining method (bootstrap analysis, 1000 replicates). Additionally, cluster
analysis based on Dice similarity coefficient matrix was carried out using the
unweighted pair-group method with arithmetic average (UPGMA) and sequential,
agglomerative, hierarchical and nested (SAHN) analysis to group all the studied
genotypes using NTSYS-pc 2.1 software (Rohlf 2000).

RESULTS
Figures 1a, 1b and 2 show representative pictures regarding the electrophoretic
pattern of fragments generated by DAF, ISSR and microsatellite analysis respectively.
A total of 1065 bands were obtained using DAF, ISSR and microsatellite
methodologies. Of the 1065 bands, 120 were from the genus Phaseolus and 945 were
from the genus Vigna. All 46 primers used in this study generated polymorphic bands

among the Vigna species.
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The screening with 22 ISSR primers generated 729 scorable band classes,
among which 641 comprised polymorphic markers for Vigna. The number of
polymorphic bands at the intraespecific level in V. unguiculata produced by a single
primer varied from one (ISSR 810) to seventeen (ISSR 888), with an average frequency
of 5.6 polymorphic bands per primer. Five (ISSR 826, 866, 840, 811, 885) out of 22
ISSR primers produced monomorphic profiles in cowpea (Table 2). In a general way,
primers containing AC or AG repeats provided enough polymorphism, except in case of
ISSR 826 [(ACA )5 CC].

Four DAF primers that generated reproducible, informative and easily scrabble
DAF profiles were preselected. These primers produced multiple band profiles (Figure
1) with 161 bands, revealing 148 polymorphisms for Vigna. The number of polymorphic
bands generated by a single primer varied from 28 to 47 among Vigna species, and
from 6 to 21 (with an average of 16) at the intraspecific level among cowpea
accessions. In particular, primers OP-G06 and OP-K14 produced the largest number of
bands (52 and 44, respectively), while primer OP-G06 detected the highest level of
interspecific and intraespecific polymorphism (Table 3).

Using the SSR methodology with 20 primer pairs, a total of 175 polymorphisms
were detected, 89 at intraspecific and 156 at interspecific level (Table 4).
Polymorphisms detected per primer pair varied from 3 to 13 alleles with an average of
4.0 alleles at the intraspecific level.

Considering all nine microsatellite primer-pairs developed by Li et al. (2001) for
cowpea, five SSR primer-pairs (VM 10, VM 36, VM 31 and VM 37) could be
successfully amplified in the present evaluation (Table 5), even after reprobing. For six
microsatellite primers-pairs designed by Wang et al. (2004), only three amplified
(CEDGO043, CEDG026 and CEDGO015)in all accessions (Table 6). However, considering
the five primes developed by Gwag et al. (2006), only two (GBssr-MB14 and GBssr-
MB41) presented no amplification in all accessions (Table7).

The similarity matrices resulting from the combined DNA markers data were
performed to generate correct relationships based on large and different genome
regions. The trees generated after data matrix analysis are presented in Figure 3 (using
MEGA program, Neighbor-joining analysis, with bootstrap function, 1000 replicates) and
in Figure 4 (NTSYS program UPGMA analysis).

In both evaluations, the cultivated cowpea grouped closely with the wild
subspecies of V. unguiculata, and the entire species was clearly separated but most

closely allied to V. angularis. The subgenus Ceratotropis appears on the phenogram
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separately as basally, with one species (V. aconitifolia) in a basal position from which
two other clusters emerged including all accessions of the subgenus Vigna (V.
unguiculata) and species V. radiata, V. mungo and V. angularis.

Considering the cowpea (V. unguiculata) four accessions (IT85F2687,
IT86D7161, TVU 382 and TVU 379) originally sent from IITA to Centro de Pesquisa
Agropecuaria do Meio-Norte (CPAMN, Brazil) (Table 1) appear in a basal position. The
[ITA genotype IT81D 1053 and the Brazilian accessions CE 315, BR9 Longa, CE31 and
TE9628222G are at the basis of all Brazilian cultivars.

DISCUSSION

Both branching and distribution of genotypes on the dendrograms generated
after neighbor joining and UPGMA (Dice) analysis were consistent with their taxonomic
position (e.g. Maréchal et al. 1978) and known pedigree, in some cases also with
remarkable agronomic traits, confirming Phaseolus as adequate outgroup for the
analysis of different Vigna species and accessions, similar to that observed by Simon et
al. (2007).

Considering the experimental aspects and the results obtained, ISSR, DAF
fingerprintings and testing of SSR transferability are fairly easy to apply and relatively
sensitive for the detection of inter and intraspecies variations. A total of 1065
polymorphic bands obtained for Vigna and Phaseolus accessions have been
considered for the construction of the data matrix, generated from only 46 amplification
reactions (four DAF, 22 ISSR and 20 SSR).

The data of the present study indicate that DAF generated the highest level of
polymorphism (92%) followed by SSR (89%) and ISSR (88%).

Although in previous papers (Fang et al. 1997; Souframanien and Gopalakrishna
2004) ISSR markers were considered to be more reproducible and reliable than RAPD
markers, in the present study using DAF method, we observed a good and comparable
reliability for both methods.

DAF analysis yielded 148 polymorphic fragments, with an average of 16
polymorphic fragments per primer. Similar results were obtained by Simon et al. (2007),
using DAF to estimate the genetic diversity in a representative core collection of cowpea

accessions and related Vigna species. The authors used a set of 26 primers selected
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for the characterization of 85 Vigna accessions (six V. angularis, four each V. mungo
and V. radiata, two V. umbellata, one V. aconitifolia and 68 V. unguiculata). This
represented an average of 13.6 polymorphisms per primer. Our approach was definitely
more efficient for the detection of polymorphisms than that of Santalla et al. (1998),
where the authors used 60 primers RAPD to characterize 22 Vigna genotypes of three
taxa (V. mungo, V. luteola and V. radiata ssp. sublobata). From these, 32 primers were
monomorphic, and the remaining 28 generated a total of 246 fragments, with an
average of 8.2 polymorphic bands per primer. The high efficiency of the DAF
methodology as compared with RAPD amplification in the generation of polymorphisms
was also observed before in the analysis of chickpea, another crop of the Phaseolinae
tribe (Winter et al. 2000, Benko-Iseppon et al. 2003).

The high polymorphism number revealed by the ISSR technique was not
unexpected, since the technique amplifies microsatellite areas that are potentially
variable, as observed previously in common bean (Métais et al. 2000; Galvan et al.
2003), in the genus Cicer and in cultivated chickpea (lruela et al. 2002; Rao et al. 2007)
and also in Vigna. A primer containing the CT repeats failed to bring scorable bands,
while primers with GA and CA repeats revealed is most cases higher number of
polymorphisms (Ajibade et al. 2000).

The Results obtained here using ISSR polymorphisms agree well with previous
studies at the species level. Ajibade et al. (2000) used nineteen ISSR primers to study
the genetic relationships among 18 Vigna species. The ISSR polymorphisms produced
by 15 of these primers were very effective for distinguishing taxa at the species level or
below. The study showed that closely related species within each subgenus clustered
together (e.g., V. umbellata and V. angularis (subgenus Ceratotropis), V. adenantha
and V. caracalla (subgenus Sigmoidotropis), and V. luteola and V. ambacensis
(subgenus Vigna). Cultivated cowpea accessions grouped closely to the wild
subspecies of V. unguiculata, and the entire species was separated from its most
closely allied species V. triphylla and V. reticulate. Therefore, the authors note that their
conclusions regarding subgeneric classifications should be taken with caution, due to
the low number of analyzed genotypes.

Similarly, Sudupak (2004) reported the usefulness of ISSR in surveying genetic
variation and determination of genetic relationships in the genus Cicer. Screening of
Cicer accessions with SSR primers revealed highly reproducible amplicon profiles with
relatively high multiplex ratios. The availability of microsatellite markers enabled the

recognition of intra and interspecific genetic diversity in Vigna species and relationships
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among cowpea accessions. In total, alleles were detected using 20 microsatellite primer
pairs. The allele number per primer varied from two to 13 with an average of 8.75,
similar to that observed by Archana and Jawali (2007).

Considering the SSR primers originated from cowpea, azuki bean and mung
bean, amplicons could be obtained for 44%, 50% and 60% respectively, for all Vigna
accessions evaluated. The higher transferability of cowpea SSR primers to the
genotypes studied here was not surprising, especially in subspecies of V. unguiculata,
indicating that these sequences are conserved at intraspecific level. Regarding the
other 50% transferred from adzuki bean microsatellites, few were transferable, often
with a single band or completely absence of amplification, revealing less conserved
inter-species genome repetitive regions.

Combination ISSR, DAF and microsatellite analysis separated African, Asian and
Brazilian Vigna accessions. Clustering of cowpea accessions within groups was similar
when DAF, ISSR and SSR-derived phenograms were compared (Loarce et al. 1996).

At species level results correlated with taxonomic relationships in Vigna, partially
established using RAPD and RFLP analysis (Fatokun et al. 1993; Kaga et al. 1996)
where the Asian and African Vigna groups were clearly differentiated. Within the Asian
Vigna group, V. radiata and V. mungo clustered closely to moth bean; while rice bean
and V. angularis clustered together.

In our evaluation the combination analysis of Vigna species was based on a
single accession of each species and 23 for cowpea. Further analysis using several
accessions per species may produce a more accurate identification of the genetic
diversity within and among these species.

Previous generation of genetic maps in cowpea were sometimes difficult with
most authors arguing that cowpea could bear a genetic narrow basis (Menancio-Hautea
1993; Menéndez et al. 1997). Despite of that, our results showed that DAF, ISSR and
SSR techniques were efficient to generate informative molecular markers and that
diversity is larger than previously supposed. This brings promissory perspectives,
providing important data for selection of contrasting parental lines for the construction of
a map with higher marker density. Accessions with the most distinct DNA profiles are
likely to contain the greatest number of novel alleles, with higher perspectives to
uncover the largest number of unique and potentially agronomic useful alleles
(Souframanien and Gopalakrishna 2004).

All cowpea genotypes clearly grouped into two major branches in the phenogram

with bootstrap value of 100%. One branch represented the African cowpea accessions,
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identified as source of resistance for virus aphid-transmitted (CABMV) and cowpea
severe mosaic virus (CPSMV), except IT85F-2687 that is sensitive to CPSMV. Above
the main African cowpea branch, most accessions grouped into two subclusters. In the
first subcluster, one African accession (IT81D1053) and four Brazilian accessions (CE
31, CE 315, BR9 Longa and TE9628222G) clustered together. The second subcluster
grouped 14 accessions with diversity in response to biotic and abiotic stresses.

BR14 mulato (resistant CPSMV) has been crossed with IT85F-2687 to develop
recombinant inbred lines for identifying DNA markers linked to bruchid resistance and to
transfer the character into yellow mosaic virus-resistant background to develop multiple
biotic-resistant genotypes. Further studies are envisaged to quantify the genetic gain in
populations derived from genotypes with distinct DNA profiles. This is also the case of
accessions IT81D-1053 and CE31 are contrasting for weevil (C. malucatus), being
probably useful in future breeding programs.

Differential responses to abiotic stress were observed among clusters. The
association of salt-tolerance accessions (Pitiuba, Epace 10 and IPA 201) in the same
cluster, was supported by high bootstrap scores (95%), indicating that these accessions
are also interesting for breeding of this feature (Gomes-Filho et al. 2002; Pimentel et al.
2002). Considering salt-sensitive accessions, two groups had been formed: the first
containing three accessions (IPA 204, IPA 205 and IPA 206) and the second with two
accessions (Canapu Amarelo and Pérola). Other authors have shown that the genetic
variations identified by microsatellite markers are useful in evaluating upland accessions
for drought-tolerance related morphology (Zeng et al. 2004).

Considering the application of the present data to cowpea breeding, our results
reveal that local Brazilian germplasm comprises relatively high levels of genetic diversity
to design crosses for mapping purposes employing linkage analysis of QTLs
(Quantitative Trait Loci) and also fine-mapping to identify genes governing important

traits with aid of DNA markers.
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Table 1. Accession numbers and sources of Vigna and Phaseolus genotypes used in the
present study. |. EMBRAPA = Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria, Centro de
Pesquisas do Agropecuaria do Meio-Norte (CPAMN), Piaui, PE, Brazil, Empresa
Pernambucana de Pesquisa Agropecuaria (IPA), Recife, PE, Brazil; Univerdade Federal do
Ceara (UFC), Ceara, CE; Institut fur Pflanzengenetik und Kulturpflanzenforschung Gatersleben
(IPK), Germany. Accessions with no germplasm designations were acquired on local markets.
Important agronomic traits considered only for cultivated cowpea accessions.

Taxon Accession Nr. Germplasm Important Agronomic Traits
bank
V. unguiculata (L.) Walp. ssp. unguiculata PitiCiba UFC Tolerance Abiotic Stress
(Salt/Drought)
V. unguiculata (L.) Walp. ssp. unguiculata Epace 10 IPA Tolerance Abiotic Stress
(Salt/Drought)
V. unguiculata (L.) Walp. ssp. unguiculata IPA 201 IPA Susceptible CPSMV
V. unguiculata (L.) Walp. ssp. unguiculata Vita 3 EMBRAPA Tolerance Abiotic Stress (Salt)
V. unguiculata (L.) Walp. ssp. unguiculata Sempre Verde EMBRAPA Susceptible CPSMV
V. unguiculata (L.) Walp. ssp. unguiculata Vita 5 EMBRAPA Tolerance Abiotic Stress (Salt)
V. unguiculata (L.) Walp. ssp. unguiculata BR17 Gurguéia EMBRAPA Resistant CPSMV
V. unguiculata (L.) Walp. ssp. unguiculata Canapu Amarelo  EMBRAPA Sensitive Abiotic Stress
(Salt/Drought)
V. unguiculata (L.) Walp. ssp. unguiculata Pérola EMBRAPA Sensitive Abiotic Stress
(Salt/Drought)
V. unguiculata (L.) Walp. ssp. unguiculata CNC0434 IPA Resistant CPSMV
V. unguiculata (L.) Walp. ssp. unguiculata BR14 Mulato EMBRAPA Resistant CPSMV,
Sensitive CABMV
V. unguiculata (L.) Walp. ssp. Unguiculata IPA 204 IPA Sensitive Abiotic Stress (Salt)
Susceptible CPSMV
V. unguiculata (L.) Walp. ssp. Unguiculata IPA 205 IPA Sensitive Abiotic Stress (Salt)
Susceptible CPSMV
V. unguiculata (L.) Walp. ssp. Unguiculata IPA 206 IPA Sensitive Abiotic Stress (Salt)
V. unguiculata (L.) Walp. ssp. Unguiculata TE 96.282.22G EMBRAPA Resistant CABMV
V. unguiculata (L.) Walp. ssp. Unguiculata CE31 UFC Susceptible Nematoid (M.incognita)
V. unguiculata (L.) Walp. ssp. Unguiculata BRY Longa UFC Susceptible Weevie (C. malucatus)
V. unguiculata (L.) Walp. ssp. Unguiculata CE315 UFC Resistant Nematoid (M.incognita)
Susceptible CPSMV
V. unguiculata (L.) Walp. ssp. unguiculata IT81D 1053 EMBRAPA Resistant Weevie (C. malucatus)
V. unguiculata (L.) Walp. ssp. unguiculata IT85F 2687 EMBRAPA Sensitive CPSMV
Resistant CABMV
V. unguiculata (L.) Walp. ssp. unguiculata IT86D 716 1 EMBRAPA Resistant CABMV
V. unguiculata (L.) Walp. ssp. unguiculata TVU 382 EMBRAPA Resistant CPSMV
V. unguiculata (L.) Walp. ssp. unguiculata TVU 379 EMBRAPA Resistant CPSMV
V. ung. (L.) Walp. ssp. cylindrica (L.) Verdc. VIG 79/82 IPK -
V. ung. (L.) Walp. ssp. sesquipedalis (L.) Verdc. VIG 28/76 IPK -
V. angularis (Willd.) Ohwi et Ohashi Azikihnen IPK -
V. radiata (L.) Wilcz Mungbohnen IPK -
V. mungo (L.) Hepper PHA 81 48/85 IPK -
V. aconitifolia (Jacqg.) Maréchal PHA 8150/80 IPK -
Phaseolus vulgaris Neckar IPK -
Phaseolus vulgaris Delinel IPK -
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Table 2. List of ISSR primers used and their nucleotide sequence, including the total number of
polymorphic bands and the number of polymorphic bands at intra and interspecific level.

Polymorphisms

PIrSirSnr:r Sequence (5> 3) Intraspecific  Interspecific Total
ISSR-888 5 BDB CAC ACA CAC ACACA 17 52 57
ISSR-825 5 ACA CACACACACACACT 16 40 45
ISSR-841 5' GAG AGA GAG AGA GAG AYC 9 33 39
ISSR-835 5'AGA GAG AGA GAG AGAGYC 9 17 22
ISSR-834 5'AGA GAG AGA GAG AGAGYT 7 37 39
ISSR-807 5'AGA GAG AGA GAG AGA GT 6 34 41
ISSR-887 5'DVDTCTCTCTCTCTCTC 5 30 35
ISSR-828 5 TGT GTG TGT GTG TGT GA 4 22 27
ISSR-857 5 ACA CAC ACA CAC ACACYG 3 30 32
ISSR-861 5'ACC ACC ACC ACCACCACC 2 34 38
ISSR-810 5'GAG AGA GAG AGA GAG AT 1 18 21
ISSR-826 5 ACA CACACACACACACC 0 30 33
ISSR-866 5 CTCCTCCTCCTCCTCCTC 0 26 29
ISSR-840 5' GAG AGA GAG AGA GAG AYT 0 25 28
ISSR-811 5'GAG AGA GAG AGA GAG AC 0 39 41
ISSR-880 5'GGA GAG GAG AGG AGA 8 31 34
ISSR-885 5'BHB GAG AGA GAG AGA GA 0 28 32
ISSR-K1 5 HVH CACACA CACACACA 3 27 30
ISSR-846 5' GAG AGA GAG AGA GAG AA 11 23 29
ISSR-884 5'HBH AGA GAG AGA GAG AG 7 24 28
ISSR-848 5'CAC ACA CAC ACA CAC ARG 6 21 25
ISSR-847 5 CAC ACA CACACACACARC 5 20 24

TOTAL 119 641 729

Note: ISSR primers were obtained from the University of British Colombia. N = (A,G,C,T); R=(A,G); Y =(C,T); B=(C,G,T)
(i.e.not A); D=(A,G,T) (i.e.not C); H=(A,C,T) (i.e. not G), V = (A,C,G) (i.e. not T).

Table 3. List of DAF primers used and their nucleotide sequence, including the total number of
polymorphic bands and the number of polymorphic bands at intra and interspecific level.

Polymorphisms

DAF
. Sequence (5°—> 3’
Primer g ( ) Intraspecific  Interspecific Total
OP-G06  5'GTGCCT AACC 21 47 52
OP-K14 5'CCCGCTACAC 19 41 44
OP-R26010 5'GACCGACACG 18 28 32
OP-B07 5 GGT GACGCAG 6 32 33

TOTAL 64 148 161
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Table 4. Original primers (Left-L and Right-R) used in SSR (Simple Sequence Repeat)
methodology, with their sequences and polymorphisms. Primers from VM group developed by Li
et al. (2001) while CEDG group were identified by Wang et al. (2004) and GBssr-MB group
were identified by Gwag et.al. (2006).

Polymorphisms

S.SR Pairs Sequence (5’— 3’) o .
Primer Intraspecific  Interspecific Total
VM 39 5 GAT GGT TGT AAT GGG AGA GTC 13 13 13
5' AAA AGG ATG AAATTA GGG AGC A
VM 10 5'TCC CAC TCA CTA AAATAA CCA ACC 10 12 13
5'GGA TGC TGG CGG CGG AAG G
VM 36 5'ACT TTC TGT TTT ACT CGA CAACTC 8 9 10
5'GTC GCT GGG GGT GGC TTATT
VM3l 5 CGCTCTTCGTTGATGGTT ATG 7 9 1
5" GTG TTC TAG AGG GTG TGATGG TA
VM 37 5 TGT CCG CGT TCT ATAAATCAGC 6 10 1
5'CGA GGA TGA AGT AACAGATGATC
VM 32 5' GAA AAA GGG AGG AAC AAG CAC AAC 6 9 10
5' AGC GAA AAC ACG GAACTG AAATC
VM 68 5'CAA GGC ATG GAA AGA AGT AAG AT 6 9 9
5'TCG AAG CAACAAATG GTCACAC
VM 5 5' AGC GAC GGC AAC AAC GAT 5 9 10
5'TTC CCT GCA ACA AAA ATACA
VM 27 5'GTC CAAAGC AAATGA GTC AA 3 6 6
5' TGA ATG ACA ATG AGG GTG C
CEDG 008 5'GCC CATATT TTT ACG CCC AC 5 9 10
5'AGG CGA GGT TTC GTT TCA AG
CEDG 043 5 ACTATT TCC AAC CTG CTG GG 4 9 12
5'AGG ATT GTG GTT GGT GCA TG
CEDG 024 5 TTT GGT GAA GAT GAC AGC CC 3 4 5
5'CAT CTT CCT CACCTGCATTC
CEDG 026 5 TGG GAC AAA CCT CATGGT TG 0 5 6
5' TCA GCA ATC ACT CAT GTG GG
CEDG 015 5'CGC CAA AGG AAA CGC AGA AC 0 4 5
5'CCC GAT GAACGC TAATGC TG
CEDG 007 5 GAAGTT GACACT CATCCACC 0 2 2
5'GTG CAG CCA CTACAT GAATG
GBssr-MB77 5 GGA GAG GAA GGA ACA GGG 6 11 13
5'GGC AGA GCA TAA CAT GGC
GBssr-MB14 5' TGG AAT TTG GAA GGA AGG A 7 11 12
5'GAT GCA GGT GTT TGG GAG
GBssr-MB13 5'GCA GCA ACA ACA GCA ACA 0 5 6
5'GCAGGT TTT GTG GCT CAG
GBssr-MB17 5'ACC TGC AAG TTG GCA AGA 0 6 7
5' TAT GTG CAC GCA TGG AAG
GBssr-MB91 5' GAG GCC AAT CCC ATAACTTT 0 4 4
5'AGC ACC ACATCA GAG ATT CC
TOTAL 89 156 175
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Table 5. Number of detected alleles in cowpea and related Vigna species using microsatellite
primers developed by Li et al. (2001).

SSR Number of alleles
Primer

V.aconitifolia V. radiata V.mungo V.angularis V.unguiculata V.ung.cylindrica V.ung.sesquipedalis

VM 39 0 0 0 0 13 1 2
VM 10 2 1 1 2 10 2 1
VM 36 1 1 1 1 8 1 1
VM 31 1 1 1 1 7 1 1
VM 37 1 1 1 1 7 1 2
VM 32 1 1 0 1 6 1 0
VM 68 0 1 1 0 6 1 0
VM 5 1 1 0 1 5 1 1
VM 27 1 0 1 1 3 1 1

Table 6. Number of detected alleles in cowpea and related Vigna species using microsatellite
primers developed by Wang et al. (2004).

SSR Number of alleles
Primer

V.aconitifolia V. radiata V. mungo V.angularis V.unguiculata V.ung.cylindrica V. ung.sesquipeda

CEDG 008 0 1 1 1 5 1 1
CEDG 043 1 1 1 1 3 1 1
CEDG 024 1 1 0 1 3 1 1
CEDG 026 1 2 1 2 1 1 1
CEDG 015 1 1 1 1 1 1 1
CEDG 007 1 0 0 1 0 0 0

Table 7. Number of detected alleles in cowpea and related Vigna species using microsatellite
primers developed by. Gwag et.al. (2006).

SSR Number of alleles
Primer

V.aconitifolia V. radiata V. mungo V.angularis V.unguiculata V.ung.cylindrica V. ung.sesquipeda

GBssr-MB77 1 1 1 1 7 2 2
GBssr-MB14 1 1 1 0 7 1 2
GBssr-MB13 1 1 1 1 1 1 1
GBssr-MB17 1 1 1 1 1 1 1
GBssr-MB91 1 1 1 0 1 1 1
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Figure 1. A) Fragments obtained of DAF reaction for 31 accessions with the primer OPKG6 after
electroforesis in agarose gel. B) The ISSR polymorphism using the ISSR primer 888. M: 100 bp
ladder molecular weight marker; 1:Vigna unguiculata—Pitiuba; 2:V.ung.-Epace10; 3:V.ung.-Vita;
4:V.ung.-IPA201; 5:V.ung.-Vita5; 6:V.ung.-Sempre Verde; 7:V.ung.-Canapu Amarelo; 8:V.ung.-
Pérola; 9:V.ung.-BR17-Gurguéia; 10:V.ung.-IPA204; 11:V.ung.-IPA205; 12:V.ung.-IPA206;
13:V.ung.-CNC0434; 14:V.ung.-BR14Mulato; 15:V.ung.-IT85F-2687; 16:V.ung.-IT86D-716-1;
17:V.ung.-TVU382; 18:V.ung.-TVU379; 19:V.ung.-TE96.282.22G; 20:V.ung.-CE31; 21:V.ung.-
CE315; 22:V.ung.-BR9Longa; 23:V.ung.-IT81D-1053; 24:V.ung. cylindrical; 25:V.ung.sesquipedalis;
26: V. angularis; 27: V. radiata; 28: V. mungo; 29: V. aconitifolia; 30: Phaseolus vulgaris-Neckar;
31: P. vulgaris-Delinel.
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Figure 2. The SSR polymorphism using the primer VM36. M: 100 bp ladder molecular weight
marker. 1:Vigna unguiculata—Pitiuba; 2:V.ung.-Epace10; 3:V.ung.-Vita; 4:V.ung.-IPA201; 5:V.ung.-
Vita5; 6:V.ung.-Sempre Verde; 7:V.ung.-Canapu Amarelo; 8:V.ung.-Pérola; 9:V.ung.-BR17-
Gurguéia; 10:V.ung.-IPA204; 11:V.ung.-IPA205; 12:V.ung.-IPA206; 13:V.ung.-CNC0434;
14:V.ung.-BR14Mulato;  15:V.ung.-IT85F-2687;  16:V.ung.-IT86D-716-1;  17:V.ung.-TVU382;
18:V.ung.-TVU379; 19:V.ung.-TE96.282.22G; 20:V.ung.-CE31; 21:V.ung.-CE315; 22:V.ung.-
BR9OLonga; 23:V.ung.-IT81D-1053; 24:V.ung. cylindrical; 25:V.ung.sesquipedalis; 26: V. angularis;
27: V. radiata; 28: V. mungo; 29: V. aconitifolia; 30: Phaseolus vulgaris-Neckar; 31: P. vulgaris-
Delinel.
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Figure 3. Consensus tree of the analyzed Vigna unguiculata germplasm and other Vigna species based on SSR, ISSR and DAF data.
Phenogram generated with the program TreeView based on Neighbor Joining analyses (complete deletion and p-distance) using MEGA4
program. Bar indicates genetic distance. Bootstrap values >60% [1000 replicates] are depicted above the branches.
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Figure. 4. Phenogram, generated after evaluation of Vigna unguiculata germplasm as compared with other Vigna species based on SSR, ISSR

and DAF data, using UPGMA analysis with NTSYs 2.1 program. Scale represent distance coefficient.
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ANEXO
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Figure. 1. Consensus tree of the analyzed Vigna unguiculata germplasm and other Vigna species based on ISSR data. Phenogram generated with the program TreeView based on Neighbor Joining
analyses (complete deletion and p-distance) using MEGAA4 program. Bar indicates genetic distance. Bootstrap values >60% [1000 replicates] are depicted above the branches.
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Figure. 2. Consensus tree of the analyzed Vigna unguiculata germplasm and other Vigna species based on SSR data. Phenogram generated with the program TreeView based on Neighbor Joining
analyses (complete deletion and p-distance) using MEGAA4 program. Bar indicates genetic distance. Bootstrap values >60% [1000 replicates] are depicted above the branches.
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Figure. 3. Consensus tree of the analyzed Vigna unguiculata germplasm and other Vigna species based on DAF data. Phenogram generated with the program TreeView based on Neighbor Joining
analyses (complete deletion and p-distance) using MEGAA4 program. Bar indicates genetic distance. Bootstrap values >60% [1000 replicates] are depicted above the branches.
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Figure. 4. Consensus tree of the analyzed Vigna unguiculata germplasm and other Vigna species based on ISSR and SSR data. Phenogram generated with the program TreeView based on
Neighbor Joining analyses (complete deletion and p-distance) using MEGAA4 program. Bar indicates genetic distance. Bootstrap values >60% [1000 replicates] are depicted above the branches.

76



77



Onofre, Alberto Vinicius Casimiro
Diversidade genética e avaliacdo de gendtipos de feijdo-caupi

contrastantes para resisténcia aos estresses bhiéticos e abidticos
com marcadores SSR, DAF e ISSR / Alberto Vinicius Casimiro
Onofre. — Recife: O Autor, 2008.

76 folhas : il., fig. tab.

Dissertacdo (mestrado) - Universidade Federal de
Pernambuco. CCB. Ciéncias Bioldgicas, 2008.

Inclui bibliografia.
1. Diversidade genética 2. Evolucao de Plantas 3. Feijao-caupi -

gendétipos. I. Titulo.

582.739 CDU (2.ed.) UFPE
583.74 CDD (22.ed.) CCB - 2008- 106




	CAPA.pdf
	DISSERTAÇÃO-COMPLETA-BiblliotecaUFPE.pdf
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	Dedico ao meu pai e à Lidiane Amorim. 
	Genetic Resources and Crop Evolution 
	 Material and Methods 
	Results  
	discussion 
	 Acknowledgements 
	References 
	 
	 
	 
	 
	 
	 




	FICHABIBLIOTECA.pdf
	Onofre, Alberto Vinicius Casimiro 
	        
	 Inclui bibliografia. 
	      582.739    CDU (2.ed.)            UFPE 
	      583.74      CDD (22.ed.)          CCB – 2008- 106 

	 



