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RESuUMO

O presente estudo descreve os resultados obtidos a partir da aplicagdo da
metodologia de DAF (DNA Amplification Fingerprinting; Impressdo Digital da Amplificagao do
DNA) na discriminag¢ao de alguns acessos de feijao macassar (Vigna unguiculata (L.) Walp.)
depositados em bancos de germoplasma. O estudo avaliou um total de 30 genotipos, incluindo 28
acessos de feijao macassar, um acesso de V. angularis (Willd.) Ohwi et Ohashi e um acesso de V.
umbellata (Thumb.) Ohwi et Ohashi. Nove primers aleatdrios (todos decameros) foram usados
na analise, gerando em média 7,8 bandas e 5,2 bandas polimorficas por primer. A matriz de
dados resultante incluiu 69 bandas analisadas com um total de 1342 caracteres. O dendrograma
gerado pela andlise UPGMA agrupou os acessos de caupi e das duas espécies restantes,
revelando também alguns grupamentos a nivel intraespecifico. As implicacdes da presente
analise e as futuras perspectivas para o melhoramento do caupi no Brasil sdo discutidas no

presente estudo.
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1. INTRODUCAO

O género Vigna pertence a familia Fabaceae (Leguminosae), apresentando
distribui¢do pantropical. Inclui cerca de 200 espécies, dentre as quais sete espécies sdo cultivadas
extensivamente. Por sua vez, o feijdo macassar (Vigna unguiculata (L.) Walp.) destaca-se dentre
estas espécies devido a sua capacidade impar de adaptagdo e rusticidade, crescendo em solos
pobres, sem necessidade de suplementagdo de nitrogénio, o que o torna particularmente
vantajoso para a agricultura de subsisténcia (Santalla et al., 1998).

O feijdo macassar — também conhecido como feijao caupi — constitui a base
alimentar de milhdes de pessoas em todo o mundo (Fery, 2002). Embora seja largamente
cultivado no mundo, sua importancia ¢ maior em paises em desenvolvimento da América do Sul,
da Africa e da Asia, onde as proteinas de origem vegetal perfazem 83% do total de proteinas da
dieta padrao (Mahe et al, 1994), representando uma das maiores esperangas no combate a
escassez de suprimentos alimentares (Ehlers e Hall, 1997).

O Brasil ¢ o segundo produtor mundial de caupi (Santalla et al., 1998). Segundo
Freire et al. (1999) a produtividade média do caupi (130-500 kg/ha) é menor que a do feijao
Phaseolus (565-630 kg/ha) cultivado em outras regides brasileiras. Nos Estados Unidos e em
perimetros irrigados do Nordeste foi possivel se obter produtividade de 4t/ha e 2t/ha,
respectivamente (EMBRAPA, 1982).

Apesar da importancia desta cultura para as populacdes em desenvolvimento de
regides semi-aridas do Brasil, o seu melhoramento tem sido limitado a métodos convencionais de
cultivo e selecdo visando adapta-las as condi¢des locais. Conseqlientemente, em areas mais
férteis e com maior potencial, o caupi tem sido substituido por cana-de-ag¢tcar ou por culturas
forrageiras, resultando num déficit de produgdo e no aumento nos pregos de mercado (May et al.,
1988).

Poucos sao os estudos prévios do germoplasma disponivel de caupi com marcadores
moleculares. No Brasil destaca-se o trabalho de Simon (2002) que analisou 68 acessos de feijao
macassar, comparativamente a 17 acessos de outras cinco espécies cultivadas de Vigna através da
metodologia de DAF (DNA Amplification Fingerprinting; Impressdo Digital da Amplificagao do
DNA). O citado estudo revelou uma significativa variabilidade genética ao nivel intra e inter-

especifico, agrupando distintivamente os acessos de caupi daqueles das outras cinco espécies
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cultivadas. Porém, alguns acessos importantes para o melhoramento do caupi no Brasil, incluindo
importantes fontes de resisténcia a patdgenos, ndo encontravam-se disponiveis a época do estudo.
O presente estudo teve como objetivo geral auxiliar na caracterizagdo e distingdo de

acessos de bancos de germoplasma do feijao macassar (V. unguiculata) através da geracdo de
polimorfismos pela técnica de DAF, incluindo fontes importantes de resisténcia as principais
doengas, subsidiando programas de melhoramento da citada cultura. Os objetivos especificos
foram:

1. Selecionar os marcadores polimoérficos a nivel intra-especifico;

2. Desenvolver marcadores do tipo DAF em feijao macassar;

3. Auxiliar na caracterizacdo e distingdo de acessos, cultivares ¢ variedade de Vigna

unguiculata;

4. Subsidiar programas de melhoramento para a citada cultura;

10
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2- REVISAO DA LITERATURA

2.1- Feijao Caupi - Classificacdo Botanica

O caupi (V. unguiculata (L.) Walp.) é uma planta da classe Dicotyledoneae,
pertencente a ordem Fabales, familia Fabaceae, subfamilia Faboideae, tribo Phaseoleae, subtribo
Phaseolinae e género Vigna, se¢do Catiang (Verdecourt, 1970; Marechal et al., 1978; Padulosi et
al, 1997). Atualmente se aceita a classificagdo da espécie e subespécies proposta por Marechal
(1978) que se baseia naquela adotada por Verdcourt (1970). A proposta de Marechal admite
formas variadas dentro da mesma subespécie ¢ distingue cultivadas e selvagens através das
categorias cultigrupo (cv-gr) e variedade (var.), respectivamente. Na espécie V. unguiculata, a
subespécie unguiculata inclui as formas cultivadas de quatro cultigrupos: ‘Unguiculata’ que ¢ a
forma mais comum nas culturas fornecedoras de graos; ‘Biflora’ ou ‘Catjang’ sdo forrageiras
cultivadas mais freqilentemente na Asia como forrageiras; ‘Sesquipedalis’, comum na Asia onde
se consomem as vagens longas e tenras (conhecidas como feijao de metro) em saladas e
‘Textilis’ cultivado no oeste africano para producdo de fibras, a partir dos longos pedinculos

(Marechal et al., 1978).

2.1.1- Nomes Populares

Muitos sao os nomes populares do caupi no Brasil: feijao-de-corda e macassar ou
macacar (Nordeste), feijdo de praia e de estrada (Norte), feijdo mitido (Sul), catador e geruba
(Bahia e Norte de Minas), feijao-fradinho (Rio de Janeiro) e ainda, caupi, feijdo-pardo, feijao-

verde, feijdo-manteiga e ervilha-de-vaca, entre outros (Aratjo et al., 1984).

11
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2.2- Evolucéo do género Vigna

Apesar da classificacdo proposta por Marechal ser a mais aceita atualmente, Lush
(1979) e Ng (1990) concordam ao afirmar que esta classificacdo ndo considera alguns pontos
importantes. Pasquet (1996), baseado em dados morfologicos e biogeograficos, isoenzimaticos e
no estudo de sistema de cultivo, propds uma nova hipotese evolutiva para o caupi. Os dados
sugerem que antes do pleistoceno, devido a necessidade de umidade, teria ocorrido a primeira
diversificagdo. Logo depois um proto-taxon mais adaptado para areas secas se espalhou em areas
que vao do Congo a Etiopia e da regido do Transvaal até¢ a fronteira entre Congo e Zambesi.
Mudangas de clima isolaram os taxons em subespécies e o ultimo evento parece ter sido a
evolugdo do sistema reprodutivo de polinizagdo cruzada para autopolinizagdo. O provavel
progenitor do caupi cultivado ¢ V. unguiculata ssp. unguiculata var. spontanea, taxon que se

encontra bem distribuido no continente africano.

2.3- Centro de Origem e Diversidade Genética do Caupi

O género Vigna inclui cerca de 170 espécies de distribui¢do pantropical, das quais
120 ocorrem na Africa (66 endémicas), 22 na India e sudeste da Asia (16 endémicas) e umas
poucas espécies nas Américas e na Australia (Faris, 1965; Ghafoo et al., 2001).

Os estudos ndo s3o conclusivos, mas ha fortes evidéncias que apontam para as
variedades mensensis ¢ dekindtiana como provaveis ancestrais da espécie V. unguiculata ssp.
unguiculata. Smartt (1985) acredita ser razoavel propor que a variedade mensensis seja a
progenitora da subespécie unguiculata, considerando que a mesma apresenta-se mais distante das
formas cultivadas, constituindo-se em um tipo intermediario.

Quanto ao local de origem, Faris (1965) e Rawal (1975) indicam o Oeste da
Africa. Posteriormente, Steele e Mehra (1980) assim como Ng e Maréchal (1985) confirmam
esta suposi¢ao e delimitam mais precisamente a Nigéria como sendo o centro primario de
diversidade de V. unguiculata. Atualmente o feijao de corda esta disseminado praticamente
em todo o mundo, contudo cerca de dois ter¢os da safra e mais de trés quartos da area de
producio estdo espalhados pela Africa, do Senegal indo para Leste passando pela Nigéria e
Niger até o Sudao, Quénia e Tanzania e cruzando Botswana e Mogambique até chegar a
Angola (Ng e Maréchal, 1985).

Na India, o caupi teria sido introduzido no periodo Neolitico (Pant et al., 1982;

Arora, 1985). Neste pais, o qual ¢ o segundo centro em diversidade, ocorrem 14 espécies de

12
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Vigna pertencentes aos subgéneros Ceratopteris, Vigna, Ptectrotropis, Macrorhynchus e
Dolichovigna. Contudo ndo ha exemplares selvagens do subgénero Vigna, s6 ocorrendo uma
grande variedade das formas cultivadas. No Sul dos Estados Unidos, o caupi ¢ usado nas mais
diversas formas (verde, grao seco, forragem e rotatividade nas plantagdes), mas devido a sua
crescente importancia e vantagens frente a outros graos, Ehlers e Hall (1997) acreditam que esta

serd uma das maiores culturas em poucos anos.

2.4- Introducdo na América do Sul e no Brasil

Alguns autores datam o século XVI como a provavel época de entrada do feijao de
corda na América do Sul, juntamente com os colonizadores espanhdis e portugueses (Watt, 1978;
Ng e Marechal, 1985; Freire-Filho et al., 1981). Contudo, Steele (1986) considera que o caupi foi
trazido por escravos no século XVII. Nao ha evidéncias a favor de uma ou outra hipotese. Talvez
ambas sejam validas, pois tantos os colonizadores como os escravos conheciam o valor deste
grio na Africa, onde o mesmo constitui a base alimentar de varias popula¢es nativas. No Brasil,
supoe-se que o Caupi entrou pelo Estado da Bahia, disseminou-se pela zona da mata de Alagoas
e Pernambuco e entdo, chegou aos sertdes semi-aridos e ao agreste. No século XVIII foi
introduzido na regido Norte por colonizadores nordestinos e atualmente o feijdo de corda também

pode ser encontrado nas outras regides do Brasil (Guazelli, 1988).

2.5- Doencas do Caupi

Vérios sdo os patdogenos e as pragas que afetam a producdo do caupi, incluindo
bactérias, fungos, nematoides e predacdo por insetos (especialmente na fase pds-colheita).
Porém, o ataque por virus apresenta-se como o mais amplamente limitante. Existem mais de 600
virus de plantas catalogados. No caso especifico do caupi, o Virus do Mosaico Severo do Caupi
(CPSMV, Cowpea Severe Mosaic Virus), da familia Comoviridae, e o Virus do Mosaico
Dourado do Caupi (CPGMYV, Cowpea Golden Mosaic Virus) da familia Geminiviridae, sao os
que tém reduzido mais drasticamente a producdo de caupi no Brasil (Gongalves e Lima, 1982;
Aragjo et al., 1984; Lima e Santos, 1988; Freire-Filho et al., 1999; Barreto, 1999) com perdas de

até 81% em outros paises da América Latina (Aragjo et al., 1984; Umaharan et al., 1997).

13
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Segundo Stace-Smith (1981), o grupo Comovirus ¢ composto por 12 representantes.
No entanto, somente 0 CPSMV infecta naturalmente o caupi no Brasil (Watt e Aratjo, 1988). O
virus dificilmente ¢ transmitido através da semente que, quando oriunda de planta infectada,
apresenta por vezes o embrido morto ou mesmo inexistente, além de manchas marrons no
tegumento, comprometendo a germinagao (Gongalves, 1983 apud Watt ¢ Aratjo, 1988).

Freire-Filho et al. (1978) estudaram 25 cultivares de caupi do Estado do Piaui para
posterior uso dos dados em programas de melhoramento. Os autores observaram que as
cultivares ‘Cowpea-535’ e ‘Mamoninha II’ foram as menos afetadas pelo virus do mosaico
severo e entraram no grupo de maior rendimento, superior a 800 kg/ha tanto em cultivo isolado
quanto consorciado. As cultivares ‘Macaibo’ e ‘CNC 0434°, também selecionadas como
cultivares imunes ao virus do mosaico severo, ndo obtiveram, contudo, caracteristicas
agronOmicas interessantes (no caso de ‘macaibo’) ou boa aceitagdo comercial (no caso de ‘CNC
0434’) no Nordeste brasileiro (Lima & Nelson, 1977; Rios & Watt, 1980; Rios et al., 1980; 1982
apud Watt e Araujo, 1988).

2.6- Melhoramento Genético do Caupi

Embora seja uma cultura tradicional, somente a partir do final da década de 60
houve um consideravel nimero de pesquisas com o feijdo macassar, com vistas a seu
melhoramento genético no Brasil. Os primeiros trabalhos de melhoramento desta cultura tinham
como objetivo basico o aumento de sua produtividade (Krutman et al., 1968; Paiva et al., 1970)

A T Reunido Nacional de Programacdo de Pesquisa do Caupi (Paiva et al., 1977)
constituiu-se no primeiro passo para a realizacdo de um projeto integrado de melhoramento do
caupi, através do levantamento de problemas e definicdo de prioridades de pesquisa do caupi.
Posteriormente essas prioridades foram redefinidas por Estado, durante a III Reunido Nacional de
Programacdo de Pesquisa do Caupi (Embrapa, 1979), sendo incluidas no Programa Nacional de
Pesquisa do Feijao (Embrapa, 1981), o qual compreendeu o feijado comum e o caupi.

A partir dos anos 80, os projetos com caupi tiveram como principais objetivos
desenvolver tecnologias que aumentassem a produtividade, a eficiéncia do uso do solo e que
permitissem o controle de pragas, doengas e ervas invasoras com o uso minimo de insumos
quimicos (Freire-Filho et al., 1999).

No momento os principais objetivos dos projetos de melhoramento do caupi sao: ()

o desenvolvimento de cultivares com alta qualidade de graos; (Il) resisténcia multipla a virus,

14
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doengas fungicas e bacterianas; (I11) porte mais compacto e ereto, que possibilite a colheita
mecanica e o processamento industrial (Freire-Filho et al., 1999).

Comparativamente a outras culturas, pode-se considerar o feijado macassar como
ainda pouco melhorado, apesar da sua ampla variabilidade genética para praticamente todos os

caracteres de interesse agronomico (Teofilo et al., 1989; 1990; Embrapa, 1990).

2.7- Marcadores no Melhoramento do Caupi

2.7.1- Marcadores Morfoldgicos

O uso de marcadores morfologicos com a finalidade de selecionar caracteres
quantitativos e qualitativos de interesse em plantas constitui-se em uma estratégia
tradicionalmente usada por melhoristas para obtencdo de novas variedades adequadas as
necessidades do mercado (Millach, 1991).

O método de descritor morfologico foi primordialmente proposto em 1923 e
continua sendo amplamente usado até hoje, apesar de suas limitagdes. A principal limitagao
enfrentada no uso deste tipo de marcador diz respeito a dificuldade de caracterizagdo quando as
bases genéticas dos cultivares sdo muito proximas (Smith e Smith, 1992) Limita¢des adicionais
relacionadas ao numero reduzido de marcadores fenotipicos disponiveis e na auséncia de

ligagdes destes com os caracteres de interesse econdmico (Pecchioni et al., 1996).

2.7.2- Marcadores Isoenzimaticos

Apesar de possuirem muitos dos atributos necessarios a um bom marcador, os
marcadores isoenzimaticos ndo se apresentam em numero suficientemente grande para auxiliar
no mapeamento de todo o genoma, o que impossibilita um mapeamento de alta densidade

(Winter e Kahl, 1995).

Usando marcadores isoenzimaticos em V. unguiculata var. unguiculata, Pasquet

(2000) conseguiu melhores resultados quanto ao numero de loci polimérficos, quando
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comparado aos dados dos trabalhos de Panella e Gepts (1992) ¢ Vaillancourt et al. (1993). Tal
ocorréncia pode ser explicada pela maior quantidade e diversidade de acessos utilizados, como
também por um maior nimero de loci polimorficos estudados. Mesmo assim, o polimorfismo
isoenzimatico foi baixo comparado ao de outras espécies (Doebley, 1989 apud Menéndez et al.,
1997), particularmente considerando outras culturas de leguminosas tropicais. Talvez a
ocorréncia de um unico evento de domesticacdo (Pasquet, 1999) como a adogdo do sistema de
cultivo onde a reprodugdo se efetue através da autopolinizagdo, tenha ocasionado o baixo nivel
de bandas polimorficas sugerindo baixa variabilidade genética (Steele, 1972; Kumar et al., 1976;
Ladeinde e Bliss, 1977; Williams e Chambliss, 1980).

Mesmo assim, nem todos os marcadores isoenzimaticos nem sempre conseguem
detectar polimorfismos intra-especificos quando a base genética ¢ muito estreita. Para algumas
culturas, como o grao-de-bico, foi preciso recorrer a um cruzamento com uma espécie selvagem
proxima para aumentar o grau de polimorfismo para fins de estudos mais elaborados, como um

mapa genético de alta resolu¢do (Winter et al., 2000).

2.7.3- Marcadores Moleculares de DNA

Borém (1998) salienta a importante contribuicdo que os marcadores moleculares
prestam ao melhoramento de plantas no sentido de agregar maiores informagdes ao estudo
Mendeliano e quantitativo das espécies de interesse. Isto decorre do fato de que a genética
quantitativa, mesmo sendo até¢ hoje a ferramenta mais usada para o melhoramento de plantas,

informa somente superficialmente sobre a estrutura do genoma.

2.7.3.1- Marcadores de DNA na Caracterizacao de Germoplasma

A andlise genética da diversidade e da relacdo entre ou dentro diferentes espécies,
populacdes e individuos ¢ um tema central de varias disciplinas das Ciéncias Biologicas.
Especialmente durante a ultima década, estratégias classicas de avaliacdo da variabilidade
genética, como anatomia comparativa, morfologia, embriologia e fisiologia, foram
complementadas por técnicas moleculares com grande sucesso. Essas incluem a andlise de
compostos quimicos e especialmente de macromoléculas. Os chamados marcadores moleculares,

os quais s3o baseados em polimorfismos encontrados em proteinas ou no DNA, facilitaram
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grandemente as pesquisas em varias disciplinas, como a taxonomia, filogenia, ecologia, genética
e melhoramento vegetal (Weising et. al., 1995; Kumar, 1999; Hedrick, 2001).

Em funcdo da crescente necessidade de um maior empenho na resolucdo de
problemas no melhoramento genético de plantas cultivadas, existe a necessidade de obtengao de
uma melhor caracterizagdo de germoplasma dessas plantas, incluindo o conhecimento da
organizagdo gendmica e cromossOmica, de forma a associar marcadores genéticos as
caracteristicas fenotipicas importantes para o melhoramento vegetal, um trabalho de extrema

importancia (Ferreira e Grattapaglia, 1998).

2.7.3.2- Tipos de Marcadores de DNA e Aplicacbes

Weising et al. (1995) efetuaram uma ampla revisdo bibliografica dos marcadores
classificados como impressdo digital do DNA (Fingerprinting de DNA). Tais marcadores sdo
considerados altamente informativos, em vista da complexidade de locos que acessam
concomitantemente, prestando-se para distinguir inclusive individuos proximamente
relacionados. Os autores destacam que além do uso de enzimas de restri¢do, a metodologia de
PCR (Reacdo em Cadeia da Polimerase), associada a hibridizacdo de fragmentos com
microsatélites, tem em muito colaborado para o refinamento das analises, resultando em um
consideravel aumento no numero de polimorfismos e em reprodutibilidade consideravel.

Virios exemplos de aplicagdo de impressdo digital de DNA na genética de
populacdes, bem como na ecologia e sistematica, t€ém sido descritos na literatura. Entre estes se
destacam estudos com a metodologia de RAPD (Random Amplified Polymorphism of DNA), ou
polimorfismos de DNA amplificado ao acaso (Weising et al., 1995). Este tipo de marcadores foi
usado, por exemplo, para detectar as variagdes existentes entre individuos e populagdes de duas
espécies leguminosas arboreas(Gliricidia sepium e G. maculata) nativas da América Central ¢ do
México, parcialmente influenciadas pelo homem em vista do seu extrativismo e cultivo para
extragdo de madeira (Chalmers et al., 1992). Os resultados evidenciaram populagdes
notadamente monomorficas para todos os iniciadores (primers) avaliados na regido de cultivo-
extrativismo, enquanto as populacdes naturais apresentavam altos niveis de polimorfismo,
confirmando avaliagdes morfologicas e estudos morfométricos previamente realizados.
Aparentemente, a area que sofreu influéncia antropica foi selecionada unidirecionalmente,

decorrendo em um decréscimo da diversidade.
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A analise de impressao digital de DNA (DAF ou DNA Amplification
Fingerprinting) também pode esclarecer alguns aspectos sobre a origem das plantas ocorrentes
em alguns ambientes. Um exemplo classico encontra-se na espécie Microseris pygmea, a qual
ocorreria subspontaneamente no Chile, havendo a hipdtese de que sua introdugao teria se dado a
partir de uma tUnica semente trazida da América do Norte. Enquanto isoenzimas revelaram
apenas baixos niveis de variabilidade, hibridiza¢do poés-restricdo do DNA com o microsatélite
GATA resultou em impressdao digital altamente polimoérfica, contrariando a hipotese anterior
(Houten et al., 1991).

A metodologia de DAF tem sido empregada em outras culturas, sendo considerada
uma poderosa ferramenta na identificacao individual, avaliagdo do grau de parentesco entre
individuos, constru¢do de mapas de ligagao e nas andlises do genoma humano (Caetano-Anollés
et al., 1991), aplicando-se também ao estudo da variabilidade em diversas culturas, incluindo
leguminosas como o grao-de-bico (Cicer arietinum L.) (Winter et al., 2000; Benko-Iseppon et
al., 2003), destacando-se como vantajosos sobre o método de RAPD, uma vez que geram um
grande nimero de bandas polimdrficas de inquestionavel reprodutibilidade.

O DAF foi proposto por Caetano-Anollés et al, (1991) e se caracteriza pela
utilizagdo de primers curtos com até cinco nucleotideos para a amplificagdo de fragmentos
através da PCR. Estes fragmentos sdo separados por eletroforese em gel de poliacrilamida ou
agarose e, posteriormente, as bandas sdo reveladas através da coloragdo por nitrato de prata ou
brometo de etidio.

O resultado final é a visualizacdo de um padrdo de DNA caracteristico e altamente
informativo. Depois, em Caetano-Anollés (1994) ha a proposta de se agregar um mini-grampo ao
primer na posi¢do 5’ com a finalidade de aumentar o nivel de polimorfismo e permitir a
visualizacdo até mesmo daquelas bandas que aparecem muito fracas quando usado o primer
linear simples. Foi detectado que estes mini-grampos associados a primers curtos (3 nt) ajudam
na detec¢do de polimorfismo, uma vez que possuem influéncia na amplificacdo e,
conseqiientemente, na complexidade da impressdao digital. Apesar da incrivel mobilidade
eletroforética alcancada pelos produtos da amplificacdo quando usados primers com mini-
grampos, ndo ha relacdo entre esta e a eficiéncia da amplificagdo na analise DAF (Caetano-
Anollés e Gresshoff, 1996).

Menéndez et al. (1997) construiram um mapa genético do feijao-de-corda a partir
do cruzamento de duas linhagens domesticadas provenientes dos EUA e da Africa. Neste
cruzamento a metodologia de RAPD detectou duas vezes mais polimorfismos que as feitas com

AFLP (Amplified Fragment Legth Polymorphism) ou polimorfismo de tamanho de fragmentos
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amplificados ¢ RFLP. No entanto, nenhum estudo foi efetuado at¢ o momento visando a
aplicacdo de marcadores moleculares na construcdo de um mapa genético a partir de um
cruzamento de linhagens adaptadas as condi¢des do Nordeste brasileiro. Na constru¢do de um
mapa de ligacdao mais eficiente, se faz necessaria uma combinagdo adequada dos parentais para a
populagdo que servira de base para o mapeamento (Winter et al., 2000).

Para o Nordeste brasileiro ainda ha poucas espécies analisadas com a metodologia
de impressdo digital de DNA. Destaca-se um estudo prévio com a metodologia de DAF em
cultivares selvagens e domesticados de feijao Vigna, incluindo o feijdo de corda, supostamente
introduzido da Africa e domesticado em varias regides pelos sertanejos nordestinos. O estudo em
questdo revelou uma variabilidade acima da esperada para o nivel intra-especifico (Simon et al,
2002), provavelmente devido as pressdoes de selecdo exercidas pelo diferentes grupos de
pequenos produtores, associadas as condi¢des extremas do ambiente (Simon et al., 2002; Benko-

Iseppon, 2001).
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Abstract

Genetic characterisation of germplasm accessions is very important for gene
bank managers, since it allows more efficient sampling of the available
resources, improved identification of the genetic variation for breeders and
also a better management of the available gene pool. Here we describe our
findings by application of DAF (DNA Amplification Fingerprinting)
methodology to discriminate cowpea (Vignha unguiculata L. Walp.)
germplasm accessions. A total of 30 genotypes have been analysed,
including 28 accessions of cowpea, one accession of V. angularis (Willd.)
Ohwi et Ohashi and one accession of V. umbellata (Thumb.) Ohwi et Ohashi,
all from germplasm banks in Brazil (27 accessions), Germany (two
accessions) and USA (one accession). Nine random (10-mers) primers were
used, with an average of 7,8 bands and 5,2 polymorphisms per primer. The
resulting data-matrix included 69 analysed bands with a total of 1342
characters. The dendrogram generated by the UPGMA analysis was able to
distinguish cowpea from the remaining species and also to evidence some
diversity at the intraspecific level. The implications of the present evaluation
and future prospects for cowpea breeding are discussed in the present work.

Keywords: Cowpea - Vigna - Molecular markers - Crop evolution - Genetic

diversity - Germplasm characterisation

1. Introduction

Molecular studies of cultivated plants and their wild relatives bring
important evidences to the establishment of breeding strategies, specially
when interspecific crosses are necessary for mapping purposes or for the

incorporation of new features (Benko-lIseppon, 2001).
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Cowpea (V. unguiculata L. Walp.) is widely cultivated throughout
the world. Particularly in the developing countries of South America, Africa
and Asia, where plant proteins comprise 83 % of total dietary protein (Mahe
et al., 1994), it represents one of the best hopes for combating shortage in
food supply.

Called "feijdo-macassar” or "feijdo-de-corda™ in Northeastern
Brazil, cowpea is an important component of Brazilian diet and agricultural
production (May et al., 1988; Freire-Filho et al., 1999). Having superior
nutritional qualities to dry beans (Phaseolus vulgaris L.), it is the main
constituent of the daily diet of the economically depressed rural class in
North and Northeastern Brazil (Freire-Filho et al., 1999). Especially in the
semiarid regions of Northeast Brazil, where dry beans do not grow, cowpea
constitutes the most important food legume (Freire-Filho, 1988; Freire-Filho
et al., 1999), representing 73 % of all beans consumed and nearly 10 % of
total agronomic production value.

DAF methodology is a simple and powerful method for generating
molecular markers, with the additional advantage of being relatively low-
priced and highly reproducible (Winter et al., 2000; Benko-Iseppon et al.,
2003; Rakshit et al., 2003).

Since countries in development need to embrace new technologies
to overcame consumer needs for better food with accessible prices, we
started testing DAF methodology and its applicability to characterise 28
cowpea genotypes as compared with two other Vigna species (V. angularis
(Willd.) Ohwi et Ohashi and V. umbellata (Thumb.) Ohwi et Ohashi).

2- Materials and Methods

Plant Material and DNA extraction
The plants have been cultivated in pots 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 4% sodium hipocloride.
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After germination four plants per pot have been maintained, which remained
in the glasshouses until their processing. DNA was isolated from young
leaflets using a modified CTAB (cetyl-trimethyl-amoniumbromide) protocol
(Weising et al., 1995). Contaminating polysaccharides were selectively
precipitated (Michaels et al., 1994). Since high amounts of RNA have been
detected, an additional step of DNAse digestion was carried out as described
by Sambrook et al. (1989). DNA concentrations were determined

electrophoretically using known amounts of phage A-DNA as a reference.

DNA amplification fingerprinting and electrophoresis

DAF followed the procedure of Caetano-Anollés et al. (1991) with
some modifications introduced by Winter et al. (2000) as follows: PCR was
carried out using random primers procured from Eurogentec (Cologne,
Germany), Operon Technologies (Alameda, USA) or Roth (Karlsruhe,
Germany), respectively. Each 15 ul PCR reaction contained 1.5 ul 10x PCR
buffer (Eurogentec, Cologne, Germany), 2.5 mM MgCl,; 10 mM dNTP-mix;
0.4 U "Silverstar” Taq DNA polymerase (Eurogentec Cologne, Germany), 40
pmol oligonucleotide primer, and 1 ng/ul of template DNA. 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 reaction products were
separated on 1.8% agarose gels stained with ethidium bromide and viewed

under ultraviolet light.

Data analysis

A data matrix was constructed from the analysis of the bands
generated by DAF and visualised after agarose gel electrophoresis. For this
purpose, we considered the presence (a) or absence (b) of each analysed
band for each of the studied individuals. Dubious or faint bands have been
excluded of the analysis, being designated by the letter “n” in order to not

influence evaluation.

29



Spiaggia., F.C.E. (2003). Marcadores de DNA na Caracterizacdo de Germoplasma de
Feijao Macassar (Vigna unguiculata (L.) Walp.).

The UPGMA analysis was carried out with aid of the software
MEGA (Molecular Evolutionary Genetic Analysis) version 2.0 for Windows,
kindly provided by the authors (Kumar et al., 1993). The bootstrap option of
the program was used in order to assess reliability of the tree obtained. The
generated tree was viewed with the program TReeVIEW32 for Windows (Page
1996), kindly provided by Dr. Robert Page of the Glasgow University,
Scotland.

3- Results

The analysed genotypes included 30 accessions of three different
Vigna species (one of V. angularis, one of V. umbellata, and 28 accessions of
V. unguiculata) received from four different germplasm banks as described in
Table 1.

The most informative primers considering total number of bands
and total number of polymorphisms were OP-C03 (12 bands, nine
polymorphic) and OP-G06 (14 bands, six polymorphic). The primer OP-Al4
revealed the lower number of amplicons, generating three bands and only
two polymorphisms. Figure 1 shows two representative pictures of
amplification products including a very informative primer (OP-G06) and a
less informative one (OP-Al14). Table 2 presents a list of the primers used,
including their sequence, number of generated and polymorphic bands.

A total of 70 bands have been generated, from which 47 beared
polymorphisms. In average, the primers generated a total of 7,8 bands and
5,2 polymorphisms per primer.

The resulting data-matrix included 69 analysed bands with a total
of 1342 characters. The dendrogram generated by the UPGMA analysis is
presented in Figure 2. The generated tree presented two major branches

with cultivar the ‘Vita 7’ as outgroup.
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4- Discussion

The present work represents the first molecular evaluation regarding 21
Brazilian germplasm accessions of V. unguiculata (Table 1) and includes
important material for local breeding programs.

Despite the low number of primers used, the DAF methodology was very
efficient in generating molecular markers for this first evaluation, a result
that confirms previous evidences presented by Simon (2002).

Since Simon used a higher number of primers (26) selected from a total of
262, the average number of polymorphism per primer was superior with
13,6 bands/primer, against 7,9 in the present work.

Santalla et al. (1998) analysed 22 Vigna genotypes of three different taxa
(V. mungo L. Hepper, V. luteola (Jacq.) Benth. and V. radiata L. Wilcz ssp.
sublobata (Roxb.) Verdc.) by RAPD (Random Amplified Polymorphism do
DNA). From the 60 primers they used 32 were monomorphic and only 26
generated polymorphisms in an average of 8,2 markers per primer, a similar
result to the present work. Considering the low number of primers we used
and the previous results of Simon (2003) it is clear that DAF is more
effective for generating markers in the genus Vigna, as compared with
RAPD.

The same conclusion was presented in previous works with Chickpea (Cicer
arietinum L.) a cultivated leguminous of the same family as Vigna
(Fabaceae). In mapping studies of this crop RAPD showed most pronounced
segregation distortion as compared with DAF and other five types of
molecular markers. Additionally segregation of markers was not completely
reproducible with RAPD, opposite to the observation of the authors regarding
DAF markers (Winter et al., 2000; Benko-Iseppon et al., 2003; Rakshit et
al., 2003). On the basis of our observations and previous reports, we
consider DAF to be the marker of choice for future cowpea breeding

programs.
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Previously to the present work and the study of Simon (2002) the only
approach to evaluate genetic diversity of cowpea germplasm banks with
molecular markers was based on isoenzimatic polymorphisms carried out by
Pasquet (1996a, 1996b, 2000) that analysed wild and cultivated accessions.
Despite the application of many enzymatic systems, the author found few
polymorphisms between cultivated accessions and only discrete variability
among geophaphic clusters. Comparing these results with both studies
carried out with DAF by our group, it is also clear that this type of markers is
advantageous, since it allowed the distinction of some accessions from their
near relatives, as it is the case of the accessions IPA 204, 205 and 206 that
remained in the same branch but could be distinguished from each other.
The same can be affirmed regarding the cultivars ‘BR5-Maratoa’ and ‘BR5-
Rouxinol’, two related cultivars that differ on the basis of selection for
different agronomical features.

A most complex and laboured type of marker are microsatellite markers. Li
et al. (2001) used 46 primer pairs developed to microsatellites to
discriminate 90 cowpea breeding lines developed at IITA (International
Institute for Tropical Agriculture, Nigeria). They generated a total of 27
polymorphisms that, despite the low number of features, generated a
cladogram able to distinguish most of the lines. Considering the time
consumption of this method and the number of features generated we
consider more advisable to recommend this type of marker for mapping
purposes, especially considering their co-dominant segregation pattern that
generate very robust markers.

Freire-Filho (1988) suggests that cowpea was introduced to Brazil from
Europe and West Africa by European colonizers and African slaves during the
16" and 17" centuries. Simon (2002) suggested that the considerable levels
of polymorphisms found in her work could have arisen during the last four
centuries of recurrent selection and the influence of local environmental
conditions. We agree with both hypothesis, but one should also consider the
genotypes introduced from other countries for breeding purposes in the

course of the decade of 1970 and later. Some of the most important cowpea
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cultivars have been obtained from crossing procedures to introduced
material from IITA, contributing to an increase of diversity in the locally used
gene pool.

Despite the considerations above, considering the present approach and the
previous work of Simon (2002), it is clear that the intraspecific diversity of V.
unguiculata is higher than that observed in other legume crops, as for
example Chickpea ((Winter et al., 2000; Benko-Iseppon et al., 2003; Rakshit
et al., 2003) or Soybean (Glycine max L.) (Anollés and Gresshof, 1994).
Comparing the branching pattern of both dendrograms generated by
approachs of our group, i.e., present work and that of Simon (2002) it is
clear that the dendrogram of Simon is most robust, especially considering
the higher number of features (bands) analysed by the author.

Even considering this limitation and the preliminary nature of the present
work, some similarities can be recognized comparing both works, regarding
the branching pattern. For example both species V. angularis (accession PHA
8023/79) and V. umbellata (PHA 8126/76) remained together in the same
branch in both evaluations, even though in the evaluation of Simon (2002)
they occupied a basal position as compared with the remaining cowpea
genotypes. Also similar grouping of genotypes can be observed for the
cowpea accessions IPA-204, 205 and 206.

Considering the cowpea genotypes analysed here for the first time, some
interesting observations can be done regarding the branching. Both African
accessions from IITA (IT82G9 and IT91K1182) remained close together in a
basal position in the main branch where most of the Brazilian cultivars and
accessions grouped, confirming the influence of introduced material in
Brazilian recent breeding programs. On the opposite, the Californian
accession RIiPIT8452049 (received from the University of California,
Riverside) was positioned in a higher position in the same branch, what can
be explained by the advanced stage that breeding programs on this crop
have been carried out by the group of Riverside, especially considering that

the field selection of the Californian group is directed to features and
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environmental conditions very different from that existing in tropical
countries.

It is also interesting to discuss the position of the cultivar ‘Manaus’ in a basal
position of the main branch generated by the present evaluation. It has been
considered that cowpea was first introduced to Brazilian coast region and
that it was introduced later to the Amazonian region by migrating people
from Brazilian northeastern region (Guazelli, 1988). Meanwhile cowpea is a
very important crop in that region, especially for subsistence agriculture,
since Phaseolus beans do not grow in the environmental conditions of the
Amazonian region (EmMBRAPA, 1979). The position of this cultivar in a basal
position as compared with the remaining accessions and almost intermediary
to both branches may suggest that it’s introduction occurred very early and
that it’s original features have been maintained throughout the years.

Many cultivars obtained from small communities as it seem to be the case of
‘Monteiro’, ‘Cacheado’, ‘Canapu’, ‘Capela’ and ‘Corujinha’ grouped in a most
basal branch together with some accessions derived from crossing
procedures, as CE315, MNC15141 and TE97321G8. We have requested the
pedigrees of the analysed genotypes and it is to suppose that this knowledge
will support the present branching, since many crosses have been carried
out using such cultivars, especially in the search for sources of resistance to
pathogens.

The present work is a further step to support cowpea-breeding projects in
Brazil with molecular markers. The perspectives seem very promising and
shall be still more successful with the integration of morphological features
to the data matrix. Additionally it is intended to saturate the existing matrix
with further molecular markers and also to link the present work to that
carried out by Simon (2002) to achieve a most complete picture of the

existing cowpea gene pool for breeding purposes.
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Table 1: List of analysed Vigna genotypes including name of species, accession number or
cultivar name, germplasm bank and original area of cultivation. Legend for collaboration
germplasm banks: EMBRAPA/CPQMN = Empresa Brasileira de Pesquisas Agropecudrias,
Centro de Pesquisas do Meio Norte, Teresina, Piaui, Brasil; IPA = Empresa Pernambucana de
Pesquisa Agropecudria, Recife, Pernambuco, Brazil; IPK = Institut fiir Pflanzengenetik und
Kulturpflanzenforschung, Gatersleben, Germany; UCA = University of California, Riverside,

USA. Cultivar names or numbers indicated as

Remaining material (indicated as

FT7A1)

were studied previously by Simon (2002).
are studied here for the first time.

Original
Ord. Species Iifg:ggifogtll\llt&ﬁ{)g Germplasm Bank szlrl;;eo(f)r
cultivation
1. V. unguiculata (L.) Walp. AR-87-4358 EMBRAPA/CPQMN Brazil
2. V. unguiculata (L.) Walp. BR-17 Gurguéia”™ EMBRAPA/CPQMN  Brazil
3. V. unguiculata (L.) Walp. BR-2 Braganga® EMBRAPA/CPQMN Brazil
4. V. unguiculata (L.) Walp. BR-5 Marato3® EMBRAPA/CPQMN Brazil
5. V. unguiculata (L.) Walp. BR-5 Rouxinol® EMBRAPBA/CPQM Brazil
6. V. unguiculata (L.) Walp. Cacheado® EMBRAPA/CPQMN Brazil
7. V. unguiculata (L.) Walp. Canapu 028 EMBRAPA/CPQMN  Brazil
8. V. unguiculata (L.) Walp. Capela® EMBRAPA/CPQMN  Brazil
9. V. unguiculata (L.) Walp. Corujinha® EMBRAPA/CPQMN  Brazil
10. V. unguiculata (L.) Walp. Manaus” EMBRAPA/CPQMN Brazil
11. V. unguiculata (L.) Walp. Monteiro® EMBRAPA/CPQMN Brazil
12. V. unguiculata (L.) Walp. Princess Ann® EMBRAPA/CPQMN Brazil
13. V. unguiculata (L.) Walp. Vagem Roxa — Piripiri® EMBRAPA/CPQMN Brazil
14 V. unguiculata (L.) Walp. CE-315® EMBRAPA/CPQMN Brazil
15. V. unguiculata (L.) Walp. IT-82G-9° EMBRAPA/CPQMN Brazil
16. V. unguiculata (L.) Walp. IT-91K-118-28 EMBRAPA/CPQMN  Brazil
17. V. unguiculata (L.) Walp. MNC-1514-18 EMBRAPA/CPQMN Brazil
18. V. unguiculata (L.) Walp. TE97-299G-248 EMBRAPA/CPQMN  Brazil
19. V. unguiculata (L.) Walp. TE97-309G-48 EMBRAPA/CPQMN  Brazil
20. V. unguiculata (L.) Walp. TE97-321G-8® EMBRAPA/CPQMN Brazil
21. V. unguiculata (L.) Walp. TE97-323G-4° EMBRAPA/CPQMN  Brazil
22. V. unguiculata (L.) Walp. VITA-78 EMBRAPA/CPQMN Brazil
23. V. unguiculata (L.) Walp. IT-845-2049 (UCR 430)® UCR USA
24. V. unguiculata (L.) Walp. CNC-0434* IPA Brazil
25. V. unguiculata (L.) Walp. IPA-204" IPA Brazil
26. V. unguiculata (L.) Walp. IPA-205" IPA Brazil
27. V. unguiculata (L.) Walp. IPA-206" IPA Brazil
28. V. unguiculata (L.) Walp. Sempre Verde™ IPA Brazil
29. V. angularis (Willd.) Ohwi et Ohashi ~ PHA 8023/79" IPK Asia
30. V.umbellata (Thumb.) Ohwi et Ohashi PHA 8126/76" IPK Indonesia
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Table 2. Primers used in the DAF reactions including sequence composition,

total number of generated bands and number of polymorphic bands.

Primer Total Nr. of Bands Number of
Polymorphisms
Designation Sequence (5°— 37)
OP-A04 AATCGGGCTG 05 04
OP-Al14 TCTGTCCTGG 03 02
OP-C03 GGGGGTCTTT 12 09
OP-CO08 TGGACCGGTG 05 05
OP-C15 GACGGATCAG 11 05
OP-GO05 CTGAGACGGA 06 06
OP-G06 GTGCCTAACC 14 06
OP-G10 AGGGCCGTCT 08 06
OP-G12 GAGCTCACGA 06 04
Average number of bands generated per primer 7,8 5,2
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- 500 bp

OPA -14
- 500 bp

Figure 1. A representative picture of DAF products including a very
informative primer (OPG-06) and a primer that displayed few bands (OPA-
14). Order of the genotypes: Cowpea 1-6 and 9-15. V. umbellata (7) and V.
angularis (8). Accession Numbers: 1=I1T-845-2049(UCR 430); 2=CNC-0434;
3=Sempre Verde; 4=IPA-206; 5=IPA-205; 6=IPA-204; 7=PHA 8126/76;
8=PHA 8023/79; 9=BR-5 Maratoda; 10=BR-5 Rouxinol; 11=IT-82G-9;
12=IT-91K-118-2; 13=TE97-299G-24; 14=TE97-321G-8; 15=TE97-323G-
4. Fragment sizes for polymorphic bands (in bp) are indicated on the right,
as calculated from a 100 bp ladder (last lane, M).
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VITA7

Manaus
RilPIT8452049

CNCO0434

—E SempreVerde
IPA206

—E IPA205
IPA204

E PHA812676
PHA802379

TE97323G4

—E TE97299G24
TE97309G4

— BRO5Maratoa

| . BR5Rouxinol

— VagemRoxaPiriri

- AR87435

l_ IT82G9

| IT91K1182

Monteiro

MNC15141

_—E BR17Gurgueia
TE97321G8

Cacheado

—E BR2Braganca
Canapu

— Capela

| - PrincessAnn

l_ CE315

— Corujinha

Figure 2. Consensus tree generated from DAF data using bootstrap method

with the program MEGA V.2.0. For further

analysed genotypes see Table 1.

information regarding the
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6. Conclusbdes

1. A metodologia de DAF mostrou-se eficiente na distincdo de gendtipos,

mesmo considerando-se o limitado numero de primers amostrados.

2. As duas espécies V. angularis e V. umbellata apresentaram-se

proximamente relacionadas, confirmando estudos prévios.

3. Os acessos IPA 204, 205 e 206 sao proximamente relacionados,

confirmando dados anteriormente reportados.

4. O cultivar ‘Manaus’ posicionou-se em um clado basal em relacdo a
maioria dos cultivares e acessos melhorados de caupi, sugerindo que
seja pouco selecionado e que tenha sido introduzido na regido

relativamente cedo na introducdo do material no Brasil.

5. Ao contrario do que ocorre com outras leguminosas cultivadas como o
grao-de-bico e a soja, os acessos brasileiros do caupi apresentam uma

diversidade genética significativa.

6. A diversidade genética observada nos gendétipos locais do caupi
apresenta caracteristicas propicias para a conducao de programas de
melhoramento e mapeamento genético com o auxilio de marcadores

moleculares do tipo DAF.
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