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RESUMO

O feijao-caupi [Vigna unguiculata (L.) Walp.] é uma leguminosa originaria do continente
africano com ampla distribuicdo em regides tropicais e subtropicais, constituindo um dos
principais componentes da dieta alimentar, especialmente na zona rural das regides
Nordeste e Norte doBrasil. Essa cultura tem sido constantemente atacada por virus, causando
grandes perdas na producgéo. Diante do exposto, o0 presente trabalho objetivou selecionar e
identificar variedades de feijdo-caupi susceptivel e resistente bem como as proteinas
diferencialmente abundantes envolvidas durante a interacdo Vigna unguiculata (L.) Walp.-
Cowpea aphid borne mosaic virus (CABMYV). Foram utilizadas neste estudo as variedades de
feijdo-caupi Sempre Verde Luis Eduardo Magalhdes— suscetivel, e TVU 966 — resistente ao
virus CABMV para o estudo da protedmica. As plantas foram borrifadas com carborundo e
inoculadas com agua (controle) e com CABMYV e, posteriormente, coletadas em triplicatas
bioldgicas nos tempos controle e 72 horas ap0s a inoculacdo. Proteinas totais foram extraidas
com fenol, precipitadas com acetato de amonio em metanol e, em seguida, digeridas com
tripsina. As proteinas digeridas foram injetadas no equipamento ESI- LC-MS/MS (Thermo
Scientific). A analise de dados foi realizada por meio do software Progenesis® QI for
proteomics (Non linear Dynamics) e a identificacdo das proteinas, por meio do software
Peaks® (Bioinformatics Solutions). Este estudo revelou um total de 250 proteinas
diferencialmente abundantes em ambas as variedades. Com a analise dos resultados foi
possivel observar diversas proteinas identificadas pela sua classificagdo funcional nas
seguintes categorias: metabolismo, fotossintese, estresse e resposta a defesa da planta,
traducdo, dentre outras. A obtencdo dos dados mostrou pela primeira vez os perfis protéicos
susceptivel (LEM) e resistente (TVu 966) infectados com 0 CABMYV o que representa o carater
inédito do presente trabalho auxiliando dentro dos programas de melhoramento genético de
feijdo-caupi e que vem a contribuir cada vez mais para 0 aumento da produtividade dessa

cultura.

Palavras-chave: Vigna unguiculata; Virus; Estresse biotico; Protemica.



ABSTRACT

The cowpea [Vigna unguiculata (L.) Walp.] is a legume originating from the African continent
witha wide distribution in tropical and subtropical regions, constituting one of the main
components of the diet, especially in the rural zone of the Northeast and North regions of
Brazil . This culture has been constantly attacked by viruses, causing great losses in
production. Therefore, the present work aimed to select and identify susceptible and resistant
cowpea varieties as well as the differentially abundant proteins involved during the interaction
Vigna unguiculata (L.) Walp.- Cowpea aphid borne mosaic virus (CABMV). It was used
varieties in this study “Sempre Verde Luis Eduardo Magalhaes” - susceptible, and TVU 966 -
resistant to the CABMV virus for the study of proteomics. The plants were sprinkled with
carborundum and inoculated with water (control) and CABMV and later collected in
biological triplicates at the control and 72 hours times after inoculation. The total proteins
were extracted with phenol, precipitated with ammonium acetate in methanol and then
digested with trypsin. The digested proteins were injected into the ESI-LC-MS / MS (Thermo
Scientific) equipment. Data analysis was performed using Progenesis® QI for proteomics
software (Non linear Dynamics) and identification of proteins using Peaks® software
(Bioinformatics Solutions). This study revealed a total of 250 differentially abundant proteins
in both varieties. It was possible to observe several proteins identified by their functional
classificationin the following categories: metabolism, photosynthesis, stress and response to
plant defense,translation among others. The data collection showed for the first time the
susceptible (LEM) and resistant protein profiles (TVu 966) infected with the CABMV, which
represents the unprecedented nature of the present work, aiding in the genetic improvement
programs of cowpea and that comesto contribute Increasingly to increase the productivity of

the present crop.

Keywords: Vigna unguiculata; Virus; Biotic stress; Proteomic.
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1 INTRODUCAO

O feijdao comum (Phaseolus vulgaris L.) e o feijdo-caupi (Vignha unguiculata (L.).
Walp.)sdo leguminosas de extrema importancia social e econdmica, consumidos em grandes
guantidades, no Brasil e no mundo, por todas as classes sociais (YOKOYAMA, 2002; DEL
PINO; LAJOLO, 2003). O Brasil destaca-se como um dos maiores produtores mundiais de
feijdo (FAO, 2014). O cultivo dessa leguminosa encontra-se distribuido em praticamente todo
o territdrio nacional (WANDER, 2005).

Nas regides Norte e Nordeste, o feijdo-caupi é a leguminosa com maior cultivo,
representando aproximadamente 80% da producéo total de grdos para alimentacdo humana,
sejam verdes ou secos, constituindo uma importante fonte de proteinas (23-30%) e
carboidratos (56-68%) (BRESSANI, 1993; HALL et al., 2003). Entretanto, um dos fatores
limitantes para a cultura sdo os estresses causados por fatores bioticos e abioticos, acarretando
grandes perdas na sua produtividade. Qualquer uma destas condi¢cdes pode retardar o
crescimento e o desenvolvimento, reduzir a produtividade e, em casos extremos, levar a planta
a morte (QIANG et al., 2000; JIANG; ZHANG, 2002; OZTURK et al., 2002; XIONG et al.,
2002).

As pragas estdo entre os fatores bidticos que mais interferem no rendimento
agronémico da cultura. Entre as mais importantes, pelos seus danos diretos e indiretos, pela
regularidade e intensidade de ocorréncia, destacam-se: o pulgdo preto, Aphis craccivora
(KOCH, 1854) (Hemiptera: Aphididae), a cigarrinha-verde, Empoasca sp. (Hemiptera:
Cicadellidae) e o manhoso, Chalcodermus bimaculatus (FIEDLER, 1936) (Coleoptera:
Curculionidae) (SANTOS; QUINDERE, 1988; QUINTELA et al., 1991; SILVA;
CARNEIRO, 2000).

Dentre os fitopatdgenos que atacam a cultura do feijao-caupi, 0s virus sao o0s agentes
infecciosos de maior importancia, responsaveis por perdas expressivas na produgdo. Sua
incidéncia e severidade variam dependendo do hospedeiro, do vetor e da fonte de indculo
(CAMARCO et al., 2009).

O virus do mosaico do caupi (Cowpea aphid-borne mosaic virus - CABMV) é um
potyvirus transmitido por diversas espécies de afideos, de maneira ndo persistente. O cultivo
extensivo dessa cultura faz com que as doengas virais sejam cada vez mais importantes, ndo
apenas pelos danos diretos ocasionados nas plantas hospedeiras mas também pela
predisposicdo a invasores secundarios (AKINJOGUNLA et al., 2008). Segundo Santos

(1987), algumas viroses que atacam o feijado-caupi podem reduzir em até 70% a producdo de
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grdos nas cultivares mais suscetiveis, grupo em que se inclui a maioria das cultivares
tradicionalmente utilizadas no Nordeste do Brasil. Esse virus é transmitido mecanicamente
de plantas infectadas para sadias pelo processo de transmissdo experimental em casa de
vegetacao.

Para as fitoviroses tém-se como estratégias basicas de controle as seguintes medidas:
a obtencdo e utilizacdo de material propagativo livre de virus; roguing (eliminacdo de plantas
doentes,fontes de virus); atuacdo contra vetores; alteracdo do periodo e local de plantio;
intervencgdo no ciclode infeccdo; protecdo cruzada; cultura de meristemas e uso de material
resistente obtido pormelhoramento genético e ou por inducdo de resisténcia (ANDRADE;
PIORIBEIRO, 2001; BLUM et al., 2006).

A maior ou menor severidade no ataque de uma doenca é determinada, entre outras
causas, pela suscetibilidade da cultivar, pelo efeito sinérgico entre patogenos, condi¢fes do
ambiente e a idade da planta na época da infeccdo (ARAUJO et al., 1984; BRIOSO, 2006).

Neste trabalho se propde apresentar pela primeira vez os perfis protéicos dos feijoeiros
resistentes (TVU 966) e susceptivel (Sempre Verde Luiz Eduardo Magalhdes - LEM)

infectados com o virus do mosaico do caupi transmitido por afideos (CABMV).

1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo geral

e Selecionar e identificar genotipos resistente e susceptivel ao virus do mosaico
do feijdo-caupitransmitido por afideos;

e Identificar e analisar a protedmica comparativa de duas variedades de feijdo-
caupi resistente esuscetivel ao virus do mosaico do feijao-caupi transmitido por

afideos.

1.1.2 Objetivos especificos

e Avaliar os efeitos de espacamentos de plantio e 0 numero de plantas por area sobre a
produtividade de gréos do feijao-caupi;
e Selecionar cultivares de feijdo-caupi ao virus do mosaico do feijao-caupi transmitido

por afideos, buscando identificar cultivares com diferentes graus de reacdo para
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embasar o estudo daprotedmica (CABMV);

Analisar o perfil de proteinas com expressdo diferencial entre as variedades resistente
e suscetivel de feijdo-caupi ao virus do mosaico do feijdo-caupi transmitido por
afideos (CABMV);

Identificar as proteinas diferencialmente expressas relacionadas ao estresse a esse
virus.



20

2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 FEIJAO-CAUPI: CONSIDERACOES GERAIS

O feijdo-caupi (Vigna unguiculata (L.) Walp.) € uma leguminosa originaria do
continente africano, com ampla distribuicio em regides tropicais e subtropicais como Africa,
América Latina eSudeste Asiatico. A histdria do feijdo-caupi data de cinco ou seis mil anos
atras, nas lavouras de cereais da antiga Africa Ocidental, onde estava intimamente associada
ao cultivo de sorgo e milheto(DAVIS et al., 1991).

A Organizacdo das Nagdes Unidas para Agricultura e Alimentacdo (FAO) aponta que
a producdo mundial de feijdo tem se concentrado em paises que sdo 0s maiores produtores e,
ao mesmo tempo, também sdo os maiores consumidores. Dentre o0s paises produtores de
feijdo-caupi, a Nigéria classifica-se como maior produtor e consumidor mundial, por
apresentar cerca de cinco milhdes de hectares de area cultivada, fato que reflete sua producéo
anual, estimada em dois milhdes de toneladas. Apds a Nigéria, Niger e Brasil sdo
considerados os maiores produtores, apresentando uma safra anual estimada em 1.800,000 t,
1.500,000 t e 600.000 t, respectivamente (FAOSTAT, 2014).

No Brasil, o feijdo-caupi é cultivado predominantemente no sertdo semi-arido da
regido Nordeste e em pequenas areas na Amazonia. Representa 95% a 100% do total das areas
plantadas com feijdo nos estados do Amazonas, Ceard, Maranhdo, Piaui e Rio Grande do
Norte. No Nordeste, a producdo e a produtividade sdo de 429.375 t e 303,5 kg/ha,
respectivamente (DAMASCENO- SILVA, 2009).

Constitui um dos principais componentes da dieta alimentar, especialmente na zona
rural dasregioes Nordeste e Norte do Brasil. O grédo é uma excelente fonte de proteinas (23-
25% em media), apresentando a maioria dos aminoAcidos essenciais, carboidratos
(aproximadamente 62%), vitaminas e minerais, aléem de possuir grande quantidade de fibras
dietéticas, baixa quantidade de gordura (teor de dleo de 2%) e ndo conter colesterol. Apresenta
ciclo curto (60 a 90 dias) e baixa exigéncia hidrica para se desenvolver em solos de baixa
fertilidade (DAVIS et al., 1991).

Pelo seu valor nutritivo, € cultivado principalmente para producéo de grdos (secos ou
verdes) e consumo humano. Além disso, o feijao-caupi também é utilizado como forragem
verde, feno, ensilagem, farinha para alimentacdo animal, adubacéo verde e protecdo do solo
(ANDRADE JUNIOR et al., 2003).
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A cultura do feijdo-caupi exige um minimo de 300 mm de precipitagdo para que
produza a contento, sem a necessidade de utilizacdo da préatica da irrigacdo. As regides cujas
cotas pluviométricas oscilem entre 250 e 500 mm anuais sdo consideradas aptas para a
implantacdo da cultura. Entretanto, a limitagdo em termos hidricos encontra-se mais
diretamente condicionada a distribuicdo do que a quantidade total de chuvas ocorridas no
periodo (ANDRADE JUNIOR et al.,2003).

A faixa ideal de temperatura para seu desenvolvimento esta entre 18 e 34 °C
(VALADARES et al.,, 2010). Contudo, temperaturas baixas (<19 °C) influenciam
negativamente a produtividade do feijdo-caupi, retardando o aparecimento de flores e
aumentando o ciclo da cultura (LEITE et al., 1997), podendo contribuir para a ocorréncia de
varias enfermidades, principalmente aquelas associadas as altas umidades relativas do ar,
condigdes estas que frequentemente ocorrem quando o cultivo é feito em condicBes de

sequeiro.

2.1.1 Historico, classificacdo botanica e caracteristicas

O feijdo-caupi é originario da Africa, onde é amplamente cultivado, porém ha
controvérsias se teria surgido no Oeste Africano, na Nigeéria, ha cinco ou seis mil anos, onde
estaria associado ao cultivo de milheto e sorgo (DAVIS et al., 1991), ou na regido de
Transvaal, na Africa do Sul, regidode especiacio de V. unguiculata (PADULOSI; NG, 1997).

O feijdo-caupi é uma dicotiledbnea pertencente a ordem Fabales, familia Fabacea,
subfamilia Faboideae, tribo Phaseoleae, subtribo Phaseolinae, género Vigna, espécie Vigna
unguiculata (L.) Walp.) (ONOFRE, 2008).

Trata-se de uma planta herbécea, anual, de estacBes quentes, que necessita de uma
temperatura minima de 18 °C para se desenvolver bem, no entanto, seu crescimento 6timo
encontra-se a temperatura de 28 °C. As sementes provenientes dos tipos cultivados e mais
conhecidos de feijao-caupi pesam entre 80 e 320 mg, variam do formato arredondado até o
reniforme. As mesmas tém a capacidade de permanecer viaveis ou dormentes no solo até que
a umidade esteja favoravel, algo que caracteriza a germinagdo dessa cultura como de alta
percentagem (KIGEL et al., 2015; MEENA et al., 2015).

O tegumento da semente varia em textura (liso, enrrugado ou aspero), coloracdo
(branco, creme, verde, opaco, vermelho, marrom ou preto - figura 1), e uniformidade (sélida,

mesclada ou manchada). A emergéncia da plantula, apos a germinacéo, é considerada epigea,
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e esse tipo de emergéncia torna a plantula mais suscetivel a injdria, visto que a mesma nado
consegue formar ramos abaixo da inser¢do dos cotilédones. As primeiras duas folhas
verdadeiras sdo opostas, sésseis e inteiras, ao passo que as folhas restantes sdo alternadas,
pecioladas e trifolioladas. A estrutura da planta madura varia dependendo do genoétipo,
temperatura durante o crescimento, e do fotoperiodo em que a planta cresce. A maioria
apresenta porte ereto, semiereto, semiprostrado e prostrado, além de crescimento
indeterminado, todavia, algumas das novas variedades com maturacdo precoce apresentam

fendtipo para crescimento determinado (TIMKO et al., 2007).

As vagens apresentam entre oito e 21 sementes, com formato cilindrico, curvado ou
em linha reta. A presenca de longos pedunculos € uma caracteristica marcante da espécie,
sendo algo que facilita a colheita manual. Vale ressaltar que genotipos de feijdo-caupi com
floracdo precoce podem produzir vagens secas em até 60 dias, ao passo que genotipos com
floracdo tardia podem requerer mais de 90 dias para amadurecer, dependendo ainda do
fotoperiodo (MEENA et al., 2015).

Figura 1-Variacdo da coloragéo das sementes de feijao-caupi

Fonte: Nathalia Leite

Recebe outras denominagGes de acordo com a regido e Estado onde é cultivado, tais
como feijdo macassar, feijdo de corda, feijao verde, feijdo de praia, feijdo de estrada, feijao
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middo, feijdo catador (FREIRE FILHO et al., 1999).

As sementes de feijdo-caupi sdo nutritivas, apresentando 63,6% de carboidrato, 24,8%
de proteina, 6,3% de fibras e apenas 1,9% de gordura, além de vitaminas como tiamina,
riboflavina e niacina (DAVIS et al., 1991). Devido ao seu valor protéico, é utilizado na
alimentacdo humana soba forma de grdos secos ou verdes e COmo vagens, mas seus ramos e
folhas também sdo utilizados naalimentacdo animal sob a forma de forragem (SILVA;
FREIRE FILHO, 1999).

A producdo mundial de feijao-caupi, no ano de 2007, alcancou a 36 paises,
destacando-se entre os maiores produtores a Nigeéria, o Niger e o Brasil, respectivamente, que
representam 84,1% da area plantada e 70,9% da producdo mundial (SILVA, 2011).

A producdo de feijao-caupi no Brasil corresponde a 58% de toda a producéo de feijoes
no pais, dos quais 84% sdo produzidos na regido Nordeste. A area plantada com feijao-caupi
no Brasil esta em torno de 30% da area total de feijdo e na Regido Nordeste corresponde a
60%. Esses dados demostram a importancia do feijdo-caupi para a economia do pais e
principalmente da regido Nordeste, onde se torna a base alimentar da populacdo. A area
cultivada com esse feijdo estd em torno de 1.600.000 ha, com os estados do Ceara e Piaui
apresentando as maiores areas cultivadas e as maiores producdes do Brasil (FREIRE FILHO
et al., 1999). Para a safra de 2014-2015, a estimativa de producdo foi de 532,2 toneladas
(CONAB, 2016).

2.1.2 Importancia econdmica

O feijdo-caupi apresenta grande importancia socioeconémica e desempenha papel
fundamental na producdo agricola, além de ser uma das principais fontes proteicas da
alimentacdo humana. A planta é pouco exigente em fertilidade do solo e apresenta boa
capacidade de fixar nitrogénio atmosférico, pela simbiose com bactérias do género Rhizobium
(ANDRADE JUNIOR et al., 2003).

Além de ser uma excelente fonte de proteina, apresenta a maioria dos aminoacidos
essenciais, como também é fonte de carboidratos, vitaminas, sais minerais, fibras dietéticas e
baixo teor de gordura, podendo ser consumido por todas as populacGes, em todas as faixas
etarias. Em funcdo do seu valor nutritivo, o feijdo-caupi € cultivado, principalmente, para a
producéo de gréos secos e verdes, sendo consumido in natura, na forma de conserva ou

desidratado; também € utilizado como adubo verde e na alimentacdo animal como forragem
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e ensilagem ou feno (FREIRE FILHO et al., 2005a).

A cultura do feijdo-caupi é explorada principalmente por pequenos agricultores em
regides com alta incidéncia de seca e em sistema de sequeiro, utilizando baixa tecnologia em
todo o processo produtivo da lavoura. A baixa produtividade da cultura nas regides de clima
semi-arido esta relacionada diretamente ao fato dos agricultores utilizarem cultivares
tradicionais de porte ramador, baixo nivel de tecnologia, ciclo tardio e suscetiveis a pragas e

doencas, como também devido as irregularidades pluviométricas (TEIXEIRA et al., 2007).

O feijdo-caupi, ha alguns anos, esta se expandindo dos ecossistemas de caatinga e
transicdo caatinga-cerrado para as areas de cerrado das regides Norte e Nordeste do Brasil, e
nos Ultimos anos, para os cerrados da regido Centro-Oeste (FREIRE FILHO et al., 2009). O
Brasil apresenta aproximadamente uma area cultivada de 1.300,000 hectares, producédo de
505.233 toneladas, e produtividade média de 388 kg/ha (FREIRE FILHO et al., 2011).

De acordo com o IBGE (2016) o Brasil apresenta uma producdo de 1.384.283
toneladas de feijdo. Apesar da producdo se concentrar principalmente nas regides Norte e
Nordeste, ja se verificauma expansdo no Centro-Oeste, onde grandes produtores da regido
estdo adotando o cultivo do feijdo-caupi, devido ao seu baixo custo de producgéo,
proporcionando, assim, melhor retorno econdmico. No ano de 2011, a Regido Centro-Oeste
apresentou uma producdo com aproximadamente 3%, a Regido Norte com 11% e Nordeste
com 86% da produgdo no Brasil (FREIRE FILHO et al., 2011).

O mercado externo tem preferéncia por feijado-caupi da classe comercial branco e
subclasse fradinho, cuja caracteristica sdo grdos brancos com coloracdo preta em volta do
hilo. Esse tipo de grdo é também importado por cerealistas brasileiros para atender aos
mercados das regides sul e sudeste do Brasil. A cultivar ‘Pogos de Caldas-MG’ foi a primeira
cultivar de gréos tipo fradinho lancada no Brasil (VILARINHO et al., 2008).

Diante da importancia da cultura do feijao-caupi para o Brasil e da expansdo de seu
cultivo, torna-se cada vez mais importante buscar alternativas de melhoria em seu sistema de
cultivo, como cultivares adequadas, pois 0 aumento da sua produtividade é de grande interesse

para o setor agricola nacional.

213 Estresse biético e abidtico
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Diferentes tipos de estresses podem afetar o desenvolvimento geral das plantas,
caracterizados por condicGes externas de adversidade que afetam o crescimento, o
desenvolvimentoe/ou a produtividade. Estes podem ser bidticos, impostos por organismos,
como bactérias, fungos, virus, nematoides e insetos (SANTOS et al., 1999; KORTH, 2003)
ou abidticos, incluindo excesso ou deficiéncia de fatores do ambiente fisico ou quimico
(AGRIOS, 1997; STICHER et al., 1997; DIAS; RANGEL, 2007; SOARES; MACHADO,
2007).

Dentre os fatores abiodticos estdo o estresse hidrico (excesso ou a falta de agua),
variagOes natemperatura (frio ou calor), deficiéncia mineral no solo, excesso de salinidade,
excesso ou falta de luz, além da chuva e vento. Compostos fitotoxicos como o Oz (0z6nio)
também podem causar danos nos tecidos das plantas (ECKEY-KALTENBACK et al., 1997;
SANZ et al., 2002; KRUPA, 2003).

A temperatura pode contribuir para a ocorréncia de varias doencgas, principalmente
aquelas associadas as altas umidades relativas do ar, condigdes estas que frequentemente
ocorrem quando o cultivo é feito em condicdes de sequeiro. Temperaturas baixas (<19 °C)
influenciam negativamente a produtividade do feijdo-caupi, retardando o aparecimento de

flores e aumentando o ciclo dacultura (LEITE et al., 1997).

A radiacdo solar pode ser considerada um fator de grande importancia para o
crescimento e desenvolvimento vegetal, pois influencia diretamente na fotossintese das
plantas. Sob condi¢des favoraveis de solo e clima e quando pragas e doencas deixam de ser
fatores limitantes, a maxima produtividade de uma cultura passa a depender principalmente
da taxa de interceptacdo de luz e da assimilacdo de dioxido de carbono pelas plantas. O
estresse biotico constitui uma das principais causas de reducao da produtividade das lavouras
de vérias espécies agricolas. Em muitos casos pode ocorrer redugdo de até 100% no
rendimento (FRITSCHE-NETO; BOREM, 2012).

Na situacao de ataque por patdgenos, em geral, as plantas apresentam uma variedade
de respostas, envolvendo, desde a alteracdo da expressdo génica e do metabolismo celular até
aalteracéo da taxa de crescimento e mudancas na produtividade (STASKAWICZ et al., 1995;
MORAES, 1998). Entretanto, estas respostas (resisténcia, tolerancia ou suscetibilidade)
dependem ndo somente da duracdo, severidade, nimero de exposi¢Ges e da combinacgao
desses fatores de estresse, mas também do tipo de 6rgdo e tecido, idade de desenvolvimento,
gendtipo e espécie ou variedade das plantas (STASKAWICZ et al., 1995).
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O feijdo-caupi também pode ser afetado por diversos virus, que incluem o Cowpea
severe mosaic virus (CPSMV) (género Comovirus, familia Secoviridae); Cowpea aphid
borne mosaicvirus (CABMV) (género Potyvirus, familia Potyviridae); Cucumber mosaic
virus (CMV) (género Cucumovirus, familia Bromoviridae) e (BGMV) (género Begomovirus,
familia Geminiviridae)(BESERRA JUNIOR et al., 2011).

O estudo do virus do mosaico do caupi que é transmitido por pulgdes tem se tornado
cada vez mais relevante, por ser um dos mais importantes fatores limitantes da producdo da
cultura, tantopela forma de disseminagdo, bem como pela dificuldade no controle (LIMA,
SITTOLIN; LIMA, 2005; GHORBANI et al., 2008).

Os sintomas mais comuns sao mosaico intenso do limbo foliar, formado por areas
amareladas em alternancia com areas de verde normal, faixas verdes nas nervuras (Figura 2),
distorcdo das folhas e reducdo do porte da planta quando esta se apresenta severamente
infectada (BOCK; CONTI, 1974). O CABMYV ¢ transmitido pelas sementes, bem como por

varias espécies deafideos de forma ndo-persistente (BRUNT et al., 1990).

Figura 2- Planta com sintoma do virus do mosaico do feijao-caupi

Fonte: Claudia Crasto

2.1.4 Virus do mosaico do caupi transmitido por afideo (CABMV)

A familia Potyviridae possui cerca de 30% dos virus de plantas ja descritos e € uma
das familias mais estudadas entre os fitovirus. Atualmente as espécies podem ser classificadas
em sete géneros (Potyvirus, Rymovirus, Tritimovirus, Bymovirus, Ipomovirus, Macluravirus
e Brambyvirus). Esta divisdo e baseada de acordo com o inseto vetor e o nimero de
componentes do genoma viral, que é conservado dentro da familia, com excec¢éo do género

Bymovirus que apresentagenoma bipartido (KING et al., 2012).
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A familia Potyviridae constitui a maior e economicamente mais importante familia de
virus de plantas, com ampla gama de hospedeiros que englobam dicotileddoneas e
monocotiledéneas (HULL, 2002; KING et al., 2012). O género Potyvirus € o mais estudado
dentro da familiaPotyviridae, tendo 146 espécies ja caracterizadas (KING et al., 2012). So
virus compostos de RNA de fita simples, sentido positivo que ao ser traduzido gera uma
poliproteina que se autocliva em 10 proteinas maduras (KING et al., 2012). Recentemente
uma pequena ORF incorporada na regido codificadora para a proteina P3 foi identificada e
denominada de Pretty Interesting Potyviridae ORF PIPO (CHUNG et al., 2008).

O virus do mosaico do caupi transmitido por afideos apresenta particulas filamentosas
e flexuosas, com dimens@es aproximadas de 690 a 760 nm. Possui genoma do tipo RNA de
fita simples, senso positivo, e um Unico tipo de proteina capsidial de aproximadamente 38
KDa (VAN REGENMORTEL et al., 2000). Este género constitui o grupo taxonémico com o
maior nimero de espécies virais que infectam plantas e, consequentemente, é o grupo de
maior importancia econémica (LIMA et al., 2005b).

Em relacdo a organizacdo do genoma dos potyvirus, a proteina capsidial apresenta
uma regido amino-terminal altamente variavel em tamanho e sequéncia, uma regido central
altamente conservada, contendo de 215 a 227 aminoacidos, e uma regido carboxi-terminal
com 18-20 aminoacidos. As regides amino e carboxi-terminal estdo voltadas para o exterior
da particula viral e sdo responsaveis pelas propriedades antigénicas da proteina e,
consequentemente, da particula viral (BOCK; CONTI, 1974).

O RNA dos potyvirus é covalentemente ligado a uma proteina de origem viral
denominada Vpg (genome-linked viral protein) em sua extremidade 5’ e apresenta uma cauda
poliadenilada, de origem viral, em sua extremidade 3’ (ALISSON et al., 1986). O RNA
genbmico apresenta uma Unica fase aberta de leitura (open reading frame, ORF) localizada
entre duas regides ndo codificadasdenominadas 5’NTR e 3’NTR. A tradugdo da ORF origina
potencialmente uma poliproteina com peso molecular de aproximadamente 350 kDa
(ALISSON et al., 1986), que é processada por meio da atividade de trés proteases (P1, HC-
PRO e Nla) contidas na propria sequéncia, gerando oito a dez produtos finais.

As proteases P1 e HC-PRO catalisam unicamente suas proprias clivagens em cis. A
proteaseNIa, além de catalisar sua propria clivagem em cis, catalisa seis clivagens adicionais
em trans. Uma caracteristica das proteinas sintetizadas pelos Potyvirus é o seu carater
multifuncional. Cada proteina é geralmente responsavel por vérias funcdes durante o ciclo
de infeccdo (CARRINGTONEet al, 1990).
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Entre as medidas mais eficientes de controle do virus, o controle quimico do inseto
vetor (pulgdo) é o mais utilizado. Contudo este tipo de controle é dificultado devido a
constante migracdode grandes populacdes do inseto de lavouras mais velhas para as mais
novas, também pela rapida resisténcia adquirida aos inseticidas, além de elevar drasticamente
0s custos de producdo (FARIA etal., 2000).

O uso de variedades resistentes podera ser efetivo, uma vez que os demais métodos
tém eficiéncia parcial. Sendo assim, a identificacdo de fontes de resisténcia é de grande
importancia no manejo das viroses de um modo geral. No caso do CABMV ja se encontrou
algum nivel de resisténcia em acessos de feijoeiro (Phaseolus vulgaris) (FISHER; KYLE,
1996).

O género Potyvirus inclui os virus transmitidos por afideos e com um componente
gendbmico(BERGER et al., 2005) e parece englobar os virus mais bem sucedidos em infectar
as plantas (RYBICHI; PIETERSEN, 1999). O controle de doencas causadas por Potyvirus é
dificultado pelo carater da transmisséo via inseto vetor e pela ampla gama de hospedeiros do
virus. O tipo de transmissdo inviabiliza o controle do virus pelo controle quimico do vetor
(ZERBINI; MACIEL- ZAMBOLIM, 2000).

O virus pode ser controlado por meio de praticas culturais, que incluem a semeadura
precocee consorciacdo de feijdo-caupi com cereais, e isso pode, eventualmente, diminuir a
incidéncia do virus (KANNAIYAN; HACIWA 1993). Uso de sementes livres de virus é
potencialmente importante, sobretudo na prevencdo da disseminagdo a novas Aareas
(ZETTLER; EVANS, 1972).

As medidas de controle utilizadas visam reduzir as fontes de infeccdo dentro ou fora
da cultura, limitar a disseminagéo de vetores e minimizar o efeito da infec¢do na produgéo.
De modo geral, tais medidas ndo oferecem nenhuma solugdo permanente para o problema das
doencascausadas por virus (MATTHEWS, 1991). Apesar da considerdvel quantidade de
pesquisa na area, nao existe nenhum composto que possa ser aplicado rotineiramente para
controlar de forma diretaos virus que atacam as plantas. A toxicidade e os custos elevados
tornam inviavel a comercializacdode compostos antivirais (FRASER, 1990). Além disso,
como os virus ndo tém metabolismo préprio e sdo intimamente dependentes do hospedeiro
para sua multiplicacdo, qualquer composto quebloqueie a multiplicacdo viral também afetara
o desenvolvimento da célula hospedeira (VICENTE; DE FAZIO, 1982).

O CABMYV é transmitido mecanicamente de plantas infectadas para sadias pelo

processo de transmissdo experimental. Zerbini e Maciel-Zambolim (2000) enfatizaram que
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esse género em condi¢Oes naturais € transmitido, de forma ndo persistente, por mais de 200
espécies de afideos, destacando-se o Aphis craccivora Kock como um dos principais vetores
(Figura 3). Contudo, sua disseminacdo também acontece por meio de sementes infectadas.
Desta forma, o intercAmbio de sementes com outras regides é responsavel por sua larga
distribuicdo geogréfica. Santos et al. (1999) observaram a transmissibilidade do CABMV por
sementes de feijao-caupi de 0,16%, por meio do teste de ELISA indireto. Nogueira (2007)
observou que, embora a transmissibilidade do CABMV por sementes de feijdo-caupi seja
baixa, por meio da técnica de RT-PCR foi possivel detectar a presenca do virus utilizando
uma quantidade menor de sementes quando comparado ao teste de ELISA. Diante disto, a
técnica de RT-PCR mostrou-se mais eficiente que o teste de ELISAna diagnose do virus em

sementes.

Figura 3 -Pulgdes (afideos) em planta de feijdo-caupi

Fonte: Claldia Crasto

2.15 Protedbmica

A protedmica surgiu como uma das vertentes da era pds-genémica e vem contribuindo
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significativamente para o entendimento global e integrado dos sistemas bioldgicos. O estudo
do proteoma envolve todo o conjunto de proteinas expressas pelo genoma de uma célula, mas
pode também ser direcionado somente aquelas que se expressam diferencialmente em
condic@es especificas (MEIRELES, 2007).

A protedmica tem se desenvolvido principalmente por meio da separacdo das
proteinas por eletroforeses em gel bidimensional e técnicas cromatograficas (EBERLIN,
2005). Mas é na espectrometria de massas que a protedmica tem encontrado uma de suas
principais aliadas.

A técnica é comumente utilizada para analisar moléculas com relacdo a sua razao
massa/carga (m/z). Esse procedimento consiste em ionizar as moléculas de forma que elas
recebam ou doem protons, ficando carregadas positiva ou negativamente para,
posteriormente, serem submetidas a um campo elétrico, que faz com que esses ions se
desloquem no interior do analisador, de acordo com as caracteristicas quimicas dessas
moléculas.

A protedmica envolve a analise funcional dos produtos génicos dentro da area
denominada “gendmica funcional”, que inclui a identificacdo em larga escala, localizagéo e
compartimentalizacdo das proteinas, além de estudos e construcdo de redes de interacdo
protéica (AEBERSOLD; MANN, 2003).

Nos anos recentes, as tecnologias na protedmica, particularmente a identificacdo de
proteinas baseada em espectrometria de massas (MS — mass spectrometry), tém sido
amplamente aperfeicoadas em virtude de avancos na instrumentacdo, na preparacdo de
amostra e na analise computacional. H& uma década, o sequenciamento e a identificacdo
de uma proteina individual eram um grande desafio, enquanto que, atualmente, a
identificacdo e a quantificacdo de grande parte das proteinas expressas sdo alcangaveis em
um unico experimento (ALTELAAR; MUNOZ; HECK, 2013).

A protedmica estuda o conjunto de proteinas sintetizadas por uma célula ou conjunto
de células em determinado estagio de desenvolvimento ou condi¢es ambientais especificas
definidas. A separacdo das proteinas por eletroforese bidimensional confere visualizacdo
geral (sistema aberto) do proteoma de uma amostra bioldgica e permite a pré-separacdo das
proteinas conforme seu ponto isoelétrico (pl) e massa molecular (MM). Desta forma, é
possivel realizar a caracterizacdogeral do proteoma com identificagdo do maior nimero
possivel de proteinas ou daquelas proteinas diferencialmente expressas entre duas amostras
contrastantes.

Mais além, ao contrario do genoma que € constante num organismo, 0 proteoma €
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altamente dindmico e dependente do ciclo celular, influéncias ambientais e tipo de

tecido/célula.

2.1.5.1 Protedmica Shotgun

A protedmica shotgun é uma abordagem alternativa que envolve a digestdo de
proteinas em misturas complexas, que visa o0 estudo qualitativo do proteoma, seguida de
anélise espectrométrica de massa dos peptideos para identificacdo de proteinas (OLD et al.,
2005). Esta abordagem apresenta maior rendimento em relacdo as outras tecnologias
protedbmicas baseadas em MS, como, por exemplo, 0 sequenciamento de proteinas intactas
(REID; MC LUCKEY, 2002) e analise de proteinas baseadas em gel. O alto rendimento desta
abordagem se da por alguns fatores, como a digestdo proteolitica de proteinas em peptideos,
permitindo um melhor sequenciamento, pois 0s peptideos sdo mais faceis de serem
fragmentados do que as proteinas intactas; e também a realizacéo da analise sem a utilizacéo
de gel que, em nivel proteico, simplifica 0 manuseio da amostra, aumentando a eficiéncia dos
dados. Por outro lado, a analise e interpretacdo, dos dados sdo mais dificeis, pois € necessario
0 processamento de grandes volumes de dados MS/MS (ZHOU et al., 2002; YAO et al.,
2001).

Esta metodologia esta em continuo desenvolvimento e aperfeicoamento e se baseia na
cromatografia liquida acoplada ao espectrdbmetro de massas (LC-MS). A LC-MS esta
aparecendo como um dos principais métodos de quantificacdo, sendo, consequentemente, o
alicerce da protebmica atualmente. Equipamentos modernos de LC-MS conseguem
identificar milhares de proteinas de uma amostra complexa com uma Unica injecao
(IWASAKI et al., 2010; MICHALSKI et al., 2011; THAKUR et al., 2011) e identificar as
proteinas pouco abundantes que costumam ser identificadas apenas com as técnicas baseadas
na ligacdo com um anticorpo especifico, que sao técnicas caras e costumam demandar muito
tempo.

As principais etapas para uso dessa técnica sdo: 1) extracdo e digestdo de proteinas; 2)
anélise LC-MS/MS e 3) analise computacional dos espectros obtidos para deducdo das
sequéncias de peptideos (AEBERSOLD; MANN, 2003; BUTS et al., 2014). A identificacdo
dos peptideos presentes na amostra e suas proteinas correspondentes podem ser feitas por
meio da busca em bancode dados (NCBI e Swiss-Prot) e por meio do sequenciamento de novo
dos espectros ndo anotados.
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Para reduzir a complexidade da amostra e permitir, assim, o sequenciamento de grande
numero de peptideos sdo necessarias varias separacGes cromatograficas de dimensbes. A
separacdo e 0s passos da espectrometria de massa podem ser automatizados, o0 que
compreende uma identificacio muito maior de proteinas por amostra (WILMARTH,;
RIVIERE; DAVID, 2009). Para a identificacdo dos peptideos os espectros MS/MS sédo
confrontados com uma base de dados de sequéncias de proteinas, por isso foram
desenvolvidas inimeras ferramentas de pesquisa em banco de dados automatizados, como
alguns programas de origem comercial (MANN; WILM, 1994; REID; MC LUCKEY, 2002;
FIELD et al., 2002).

2.1.5.2 Protebmica Vegetal

O estudo protedmico de espécies vegetais tem diversas finalidades, podendo auxiliar
em programas de melhoramento vegetal, por exemplo, na identificacdo de proteinas que
causam alergias ao homem (SCHENK et al., 2011) ou, ainda, entender como as proteinas
estdo envolvidas na protecdo e resposta de plantas submetidas a estresses bidticos e
abidticos (KOSOVA et al.,2011).

Segundo Park (2004), a prote6bmica vegetal encontra-se menos avancada em relacao a
pesquisa protedmica para os organismos unicelulares e leveduras. Grande parte do maior
avanco no caso destes organismos pode ser explicada pela rapida disponibilidade de suas

sequéncias gendmicas completas.

A anélise protedmica em plantas foi iniciada com milho (Zea mays) (TOUZET et al.,
1996) e Arabidopsis thaliana (SAHNOUN et al., 2000), porém a primeira revisdo em
protedbmica vegetal foi publicada apenas em 1999 (THIELLEMENT et al., 1999). A maioria
destes estudos estava baseada na comparacdo dos niveis de expressdo, sem a atual
identificacdo das proteinas, e tinha como objetivo a identificacdo de marcadores para
diferentes situagdes.

Além dessas plantas, estudos tém sido realizados em outras espécies de dicotileddneas
tais como feijao, uva, linho, ervilha, papoula, batata, tabaco, tomate, espinafre, etc. Estes
estudos tém fornecido um grande numero de aplicacdes de novas tecnologias para a
preparacdo da amostra e proteomas de materiais vegetais de diferentes estagios do
desenvolvimento, passando por estresses ambientais e interagdes planta-microrganismo
(AGRAWAL et al., 2005).
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Com o desenvolvimento e surgimento de novas técnicas, varios estudos tém sido
realizados, objetivando a determinacdo de proteomas sub-celulares ou complexos protéicos,
como proteinas de membrana, nucleo, mitocéndria e cloroplastos (VAN WIJK, 2001) para
diminuir a complexidade daamostra. Isto € consequéncia do grande ndmero de proteinas
celulares presentes em niveis varidveis de abundancia e diversidade de pl, hidrofobicidade e
massa. Além disso, esse tipo de abordagem fornece a caracterizacao de organelas individuais
e a localizacdo da proteina, relacionando-a a sua funcéo.

Uma das maiores dificuldades da proteémica vegetal € a capacidade de identificacdo
de proteinas em genomas nao sequenciados. A identificacdo e caracterizacdo de proteinas séo
aceleradas pela disponibilidade de sequéncias gendmicas e de ESTs. A. thaliana foi a primeira
planta a ter seu genoma totalmente sequenciado (Arabidopsis Genome Iniciative, 2000).

Para contornar os problemas de falta de sequéncias gendmicas, duas alternativas sao
possiveis: se sequéncias EST estdo disponiveis, proteinas podem ser identificadas por
sequéncias tags obtidas por ESI-MS/MS ou usando-se MALDI-TOF PSD (post source decay
— decaimento ap6s a fonte), mas é fortemente dependente do tamanho e qualidade dos
bancos de dados EST.Outro caminho seria realizar buscas baseadas na homologia,
preferencialmente usando-se sequéncias obtidas de MS/MS, MALDI-TOF PSD, ou
sequencimento de Edman. Proteinas vegetais, em geral, compartilham uma quantidade
significativa de identidade/homologia entre elas (VAN WIJK, 2001).

Boa preparagdo da amostra, isto €, a extracdo do maximo numero de proteinas de uma
dada célula, tecido, 6rgédo ou organismo (WILKINS et al., 1996), é o mais importante passo
para a subsequente separacdo, resolucdo e identificacdo das proteinas. A preparagdo de
amostras de material vegetal é reconhecidamente mais dificil devido a rigidez das paredes
celulares e ao acumulo de uma ampla gama de metabolitos secundarios no vacuolo central.

A prevaléncia destes

compostos possivelmente representa o problema mais significativo associado com a anélise
de proteomas vegetais (ROSE et al., 2004). A baixa concentracdo de proteina neste material
também representa outro obstaculo. Um protocolo de extracdo ideal reproduziria a captura e
solubilizacdo dototal de proteinas em uma dada amostra, minimizando artefatos pds-extracéo
e contaminantes nao protéicos (ROSE et al., 2004).

Varios métodos de preparacdo estdo disponiveis para diferentes materiais vegetais
(RABILLOUD, 1996). Um dos métodos mais comuns utilizados € o que utiliza &cido
tricloroacético (TCA) e acetona (TCA/acetona) para a precipitacdo direta da proteina de um
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dado material (GRANIER, 1988). Uma vantagem é a precipitacdo imediata das proteinas e a
inativacdo simultanea de componentes envolvidos na degradacdo protéica, como as proteases.
Entretanto, este método também envolve a precipitacdo de outras substancias (sais, pigmentos
e polifendis) que interferem com a focalizagdo isoelétrica (IEF) das proteinas.

A utilizacdo de ferramentas protedmicas na investigacao dos estagios da embriogénese
somatica e agregados celulares em meios diferenciais de Ocotea catharinensis é a
identificacdo de suas possiveis proteinas especificas ou diferencialmente expressas, além de
contribuir para o entendimento do desenvolvimento da embriogénese nessa espécie, podendo
também ser utilizada para definir marcadores bioldgicos para acompanhar o desenvolvimento
dos embriGes somaticos.

As proteinas sdo produtos da expressao de um gene, sendo complementar ao genoma.
O proteoma se refere a um conjunto de proteinas de um organismo biologico sob
determinadascondi¢des ambientais. O estudo das proteinas € denominado protedmica, e este
estudo tem como objetivo identificar os componentes de um proteoma e analisar a expressao
dessas proteinas sob a influéncia de diferentes estimulos. Pode-se entdo compreender 0s
estados fisiologicos e patoldgicos de um determinado organismo mediante uma ampla analise
dos processos biologicos envolvidos (TAO et al., 2011; FOURNIER et al., 2007).

Os estudos protedmicos foram iniciados em 1975 com O’Farrell que descreveu a
eletroforese 1D em gel de poliacrilamida, técnica estd conhecida como SDS-PAGE com
capacidadede separar as proteinas de acordo com a sua massa molecular. Em seguida, com
Klose foi possivel descrever a eletroforese bidimensional em gel de poliacrilamida (2D-
PAGE). Na eletroforese bidimensional ocorrem duas etapas, a focalizacdo isoelétrica, onde
as proteinas sao agrupadas de acordo com o seu ponto isoelétrico e a eletroforese em gel, onde
as proteinas sdo separadas de acordo com a sua massa molecular. O produto da eletroforese
bidimensional é a distribuicdo de pontos formados por proteinas Unicas ou mistura de
proteinas (SALVATO; CARVALHO, 2010; PENNINGTON; DUNN, 2001).

Nos anos seguintes surgiu lonizacdo e Dessorcdo a Laser Assistida por Matriz
(MALDI) (KARAS; HILLENKAMP, 1988), técnica de ionizagdo utilizada em
espectrometria de massa que permite a analise de biomoléculas que se fragmentam quando
ionizadas por métodos convencionais.Ha duas andlises aplicadas a separacdo de proteinas e
de identificacdo, a primeira denominada proteémica top-down, analise de proteinas intactas
que permite deduzir a estrutura primaria das proteinas e a segunda denominada protedmica

bottom-up, nesta as proteinas sdo digeridas e 0s peptideos analisados por Espectrometria de
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Massa (MS) (SALVATO; CARVALHO, 2010; NESATY; SUTER, 2008).

O gel 2D ¢é amplamente utilizado na protedmica vegetal para estudo da expressao de
genes, resultando em mapas proteicos de diferentes gendtipos e diferentes condicdes de
tratamentos. Esta técnica é bastante utilizada no estudo de interacéo planta-patdgeno a fim de
identificar as proteinas diferencialmente abundantes durante a infeccdo (VILLETH et al.,
2009; CARMO et al., 2013). Apesar das vantagens, esta técnica apresenta algumas limitagoes,
como a cobertura incompleta das sequéncias das proteinas, a demanda de tempo para o
processo e a dificuldade na deteccdo de proteinas menos abundantes (NESATY; SUTER,
2008). Tentando superar essas limitagOes, outras abordagens foram desenvolvidas para a
separacdo de misturas complexas, posteriormente surgiu, entdo, a protedbmica shotgun com
base no acoplamento de Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia(HPLC) e Espectrometria
de Massa (MS), neste, milhares de espectros de massa em tandem (que se repetem) sdo
comparados com 0s espectros de massa em tandem tedrico, utilizando uma base de dados,
procurando algoritmos para identificacdo das proteinas na amostra (FOURNIER et al.,2007).
Todas essas abordagens, combinadas com a pesquisa de banco de dados, permitiram que 0s

campos da protedmica comecassem a se expandir (ENG et al., 1994).
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3 ESPACAMENTO COMO ESTRATEGIA DE INCREMENTO DA
PRODUTIVIDADE DE GRAOS DE CULTIVARES DE FEIJAO-CAUPI!

A ser submetido a Revista Ciéncia Agronémica

Espacamento como estratégia de incremento da produtividade de gréos de cultivares de
feijdo-caupit

Spacing as a strategy to increase productivity cowpea grains genotypes

RESUMO: O feijdo-caupi tem significativa importancia socioecondmica como suprimento
alimentar, na fixagdo de méo de obra no campo e como componente da producdo agricola,
especialmente nas regiGes Norte e Nordeste do Brasil. A densidade populacional é fator que
influencia diretamente a produtividade do feijdo-caupi e 0 manejo da cultura, sendo essencial
no estabelecimento do equilibrio entre os fatores de produgdo. Objetivou-se avaliar 0s
espacamentos de plantio e 0 nimero de plantas por area sobre a produtividade de grdos do
feijdo-caupi, com populagdes variando de 100.000 a 400.000 mil plantas/ha. Os experimentos
foram executados nos municipios de Ibimirim e Goiana-PE, utilizando as cultivares Miranda
IPA 207 (porte semiprostrado) e BRS Tumucumague (semiereto) em dois anos agricolas. O
delineamento experimental foi o de blocos ao acaso, com quatro repeti¢des, onde os fatores
avaliados na analise conjunta foram anos agricolas; espacamento entre linhas (50, 60 e 80 cm)
e espacamento entre covas (25, 30, 40 e 50 e 60 cm). Observou-se para a cultivar BRS
Tumucumaque que houve diferenca significativa na interacdo entre as variaveis anos X
espacamentos entre linhas e que o melhor espacamento verificado nos dois anos avaliados foi
o de 50 cm. Os espacamentos entre covas, e locais nao alteraram a produtividade da cultivar
Miranda IPA 207 nos dois anos agricolas avaliados. Conclui-se que os espa¢amentos de 25 e

30 cm entre covas proporcionaram maiores incrementos na produtividade; e indica-se 0s
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espacamentos de 80 cm x 25 cm e 50 cm x 25 c¢cm, para cultivares de porte semiprostrado e de
semiereto, respectivamente.
PALAVRAS-CHAVE: Vigna unguiculata. Densidade populacional. Cultiva porte.

semiprostrado. Cultivar porte semiereto. Pernambuco.

ABSTRACT: The cowpea bean has significant social and economic importance, as well as
food supply, in the labor setting in the field and as a component of agricultural production,
especially in the North and Northeast of Brazil. The population density is a factor that directly
influences the cowpea productivity and crop management is essential in the average between
the factors of productivity. The purpose of this work was to evaluate the different array
spacings and the number of plants per area on the productivity of cowpea grains, with
populations ranging from 100 to 400 thousand plants/ha. The bioassays were carried out in
the Ibimirim and Goiana-PE municipalities using the Miranda IPA 207 (semi-prostrated) and
BRS Tumucumaque (semi-erect) genotypes in two agricultural years. The experimental
design was a randomized block with four replicates, where the factors evaluated in the pooled
analysis were agricultural years; spacing (50, 60 and 80 cm) and spacing between in the hill
row (25, 30, 40 and 50 and 60 cm). There was to BRS Tumucumaque a significant difference
in the interaction between the variables years and row spacings and that the best spacing
found in the two years evaluated was 50 cm. The spacing between hill, and places did not
change the productivity of Miranda IPA 207 grow in the evaluated two agricultural years. The
spacings 25 and 30 cm between plants provided were better on the productivity; and indicate
to the spacings of 80 cm x 25 cm and 50 cm x 25 cm semi-prostrated and semi-erect
genotypes, respectively.

KEYWORDS: Vigna unguiculata. Populational density. Genotype. Semi-prostrated. Semi-

erect. Pernambuco.
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INTRODUCAO

O feijdo-macassar [Vigna unguiculata (L.) Walp.], também conhecido como feijao-
caupi, de praia e feijdo-de-corda, € uma leguminosa rica em proteinas, vitaminas e minerais,

representando assim uma importante fonte nutricional, constituindo uma das principais

culturas para a alimentacdo humana (CARDOSO; RIBEIRO, 2006). Nas regides Norte e

Nordeste do Brasil, desempenha importancia fundamental no contexto socioeconémico das
familias de baixa renda, com produtividade de 524 e 432 kg.ha-1, respectivamente (IBGE,

2009).

Nas Gltimas décadas, a cultura do feijdo-caupi tem apresentado melhorias técnicas e
econdmicas dos sistemas de producdo que, juntamente com outros fatores, vém contribuido
para 0 aumento progressivo da participacdo de empresarios de médio e grande porte na sua
producdo e comercializacdo (FREIRE FILHO et al., 2005). Estes fatos tém gerado uma
demanda por cultivares com caracteristicas que atendam as necessidades dos sistemas de
producéo tecnificados, dentre elas o potencial de rendimento, resisténcia a pragas e doengas e
a qualidade do grdo (BEZERRA et al., 2008). O manejo adequado da cultura é essencial no
estabelecimento do equilibrio entre os fatores de producdo, possibilitando a obtenc¢éo de uma
Otima produtividade de graos. O porte, a arquitetura e o sistema de producdo sao fatores que
influenciam na determinacdo do arranjo de plantas mais adequado para que os fatores
ambientais sejam eficientemente aproveitados e o potencial produtivo da cultivar seja
maximizado (BEZERRA, 2005; BEZERRA et al., 2008; MATOSO et al., 2013).

A maior expressdo do potencial produtivo das cultivares é resultado da combinagéo de
um conjunto de fatores, destacando-se, dentre eles, a populacdo de plantas (BEZERRA, 2005;

BEZERRA et al., 2009). O adensamento populacional esté correlacionado ao tamanho da area
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foliar, interceptacdo da radiagdo solar, eficiéncia de seu uso, que afeta diretamente as
caracteristicas morfofisioldgicas e a produtividade de grdos (OROKA; OMOREGIE, 2007).

De acordo com Tourino et al. (2002), a manipulacdo da densidade de plantas e
espacamento entre linhas tém por finalidade o estabelecimento de uma area mais produtiva,
pois as plantas distribuidas uniformemente tendem a aproveitar com mais eficiéncia a luz,
agua e nutrientes disponiveis no ambiente.

Na regido do Nordeste brasileiro, normalmente, a precipitacdo pluvial é bastante
irregular, ocasionando o fendémeno conhecido por “veranico” que, ocorrendo no periodo
critico da cultura, compromete a producdo de alimentos, em virtude, principalmente, da
utilizacdo inadequada de espagamento entre fileiras e numero de plantas por Aarea.
(CARDOSO; RIBEIRO, 2001; HALL, 2003; TAVORA et al., 2001). Diante do exposto, o
trabalho teve como objetivo avaliar os efeitos de espacamentos de plantio e 0 nimero de plantas
por area sobre a produtividade de grdos do feijao-caupi.

MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram realizados nas Estagcdes Experimentais do Instituto Agronémico
de Pernambuco (IPA), nos municipios de Ibimirim-PE (Sertdo do Moxot6) e em Goiana-PE
(Mata Norte), em dois anos agricolas, avaliando-se o espacamento para o plantio de feijao-
caupi, bem como o manejo populacional

Em Ibimirim, os ensaios foram instalados com irrigagdo, em um Neossolo Flavico
Eutrofico (JACOMINE et al., 1973), cujo clima estd divido em trés tipos (BSwh’, BSw’h’ e
BSs’h’), com até oito meses secos e precipitacdo variando de 350 mm a 600 mm anuais. Em
Goiana, sob regime de sequeiro, 0 solo se caracteriza como Espodossolo Ferrihumillvico
(JACOMINE et al., 1973), de clima As’ e Ams’, com até quatro meses secos e precipitacéo
em torno de 1800 mm

Foram utilizadas as cultivares de feijado-caupi de porte semiereto BRS Tumucumaque
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em dois espacamentos entre fileiras, 50 e 60 cm, e quatro espagamentos entre covas (25, 30,
40 e 50 cm), e a cultivar Miranda IPA 207, de porte semiprostrado, com espacamento de 80
cm entre fileiras e 20, 30, 40, 50 e 60 cm entre covas. Os experimentos receberam adubacgéo
quimica (40, 60, 30), de acordo com a analise de solo, em fundacéo, efetuando-se o controle
de pragas quando necessario. Os tratos culturais foram conduzidos manualmente. A
correspondéncia entre espagamento e populacéo de plantas por hectare encontra-se na Tabela
1.

Tabela 1. Espacamentos empregados e populacdo de plantas por hectare para cultivares

BRS Tumucumaque (espacamento entre fileiras de 50 e 60 cm) e Miranda IPA 207
(espacamento entre fileiras de 80 cm), de porte semiereto e semiprostrado, respectivamente

Espacamento (cm) Populacdo (plantas/ha)
Entre Fileiras Entre Covas
50 25 240,000
50 30 195,000
50 40 150,000
50 50 120,000
60 25 200,000
60 30 162,500
60 40 125,000
60 50 100,000
80 25 150,000
80 30 121,875
80 40 93,750
80 50 75,000
80 60 56,250

Utilizou-se o delineamento experimental de blocos ao acaso, com quatro repeticdes, e
parcela constituida de quatro fileiras de quatro metros de comprimento, sendo as duas centrais
constituindo a area util, com o nimero de covas variando de acordo com os tratamentos.
Utilizaram-se trés sementes por cova, sem efetuar desbaste. A area total da parcela foi de 8,0
m?, 9,6 m? e 12,8 m2 respectivamente para os espacamentos de 50 cm, 60 cm e 80 cm.

Avaliou-se a produtividade de grdos nos experimentos de espacamento para ambas
as cultivares.

Apos escolhido(s) o(s) melhor(es) espacamento(s) (entre fileiras e covas), foram

realizados novos experimentos direcionados a nimero de plantas por area de plantio para as
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cultivares de tipo semiereto (BRS Tumucumaque) e semiprostrado (Miranda IPA 207)
(Tabela 2). As variaveis analisadas no experimento de manejo populacional foram
comprimento médio de vagens (CMV) - utilizando-se trena, com valores expressos em
centimetros (cm); peso de 10 vagens (P10V) - pela pesagem de 10 vagens colhidas ao acaso,
com valores expressos em gramas (g); numero de sementes de 10 vagens (NS10V) — pela
contagem do numero de sementes de 10 vagens colhidas ao acaso; peso de sementes de 10
vagens (PS10V) - pela pesagem das sementes de 10 vagens colhidas ao acaso (expressos em
g); peso de 100 sementes (P100S) - pela pesagem de trés lotes de 100 sementes (expressos em
g); produtividade, determinada apos a colheita manual da area Util (de cada tratamento), sendo

os Vvalores expressos em quilograma/hectare.

Tabela 2. Manejo populacional de feijdo-caupi, tipo semiereto e semiprostrado, BRS
Tumucumaque e Miranda IPA 207, respectivamente

Tratamentos NUmero de plantas/m NUmero de plantas/ha x 1000
1 5 100
2 6 120
3 7 140
4 8 160
5 9 180
6 10 200
7 10 200
8 12 240
9 14 280
10 16 320
11 18 360
12 20 400

Nos experimentos de manejo populacional, utilizou-se delineamento de blocos ao acaso,
com trés repeticdes, e parcela constituida de quatro fileiras de quatro metros de comprimento,
sendo as duas centrais constituindo a area util. O espacamento entre fileiras foi de 50 cm para
a cultivar de porte semiereto (BRS Tumucumaque) e de 80 c¢cm para a cultivar de porte
semiprostrado (Miranda IPA 207). O semeio foi realizado em sulcos, com o dobro de

sementes necessarias para se garantir o nimero de plantas desejado por tratamento, quando da
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realizacdo do desbaste, conduzido aos 20 dias ap06s o plantio. A area total das parcelas foi de 8
m2 e 12,8 m? para as variedades de porte semiereto e semiprostrado, respectivamente.

Para avaliacdo dos dados dos ensaios de espacamento foi realizada analise de variancia,
sendo as médias comparadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade, considerando-se a
analise conjunta dos dados. Os dados de manejo populacional foram submetidos a analise de
variancia e as médias comparadas pelo teste de Duncan a 5% de probabilidade. Utilizou-se o

programa estatistico Sasmagri (CANTERI et al., 2001).

RESULTADOS E DISCUSSAO
Na analise conjunta dos espacamentos utilizados na avaliacdo da produtividade (kg/ha)
da cultivar IPA 207 (Tabela 3), observa-se que ndo houve interacdo entre os fatores
analisados. Desta forma os mesmos tiveram efeitos isolados, com excecdo do fator covas

(espacamentos de: 25; 30; 40; 50 e 60 cm), na variavel estudada.

Tabela 3. Resumo da analise de variancia para produtividade da cultivar Miranda IPA 207,
em dois anos agricolas (2009 e 2010), e em duas regides (Ibimirim e Goiana — PE), utilizando
diferentes espacamentos

F.V.1 G.L. Q.M. F
Locais (A) 1 2532945,46 39,95™
Anos (B) 1 3290686,70 51,90
Entre Covas (C) 4 126881,71 2,00
Interacdo (A x B) 1 14970,75 0,24"
Interacdo (A x C) 4 65518,11 1,03™
Interacdo (B x C) 4 9276,84 0,15"
Interacdo (A x B x C) 4 19716,70 0,31"™
Tratamentos 19 353904,02 5,58™
Blocos / Anos 16 180410,80 2,85"
Residuo Combinado 64 63401,62

Total 99

Média Geral 873,35

CV (%) 28,83

'FV.: fontes de variagdo; G.L.: graus de liberdade; Q.M.: quadrado médio; C.V.: coeficiente de
variagéo,
“significativo a 5% de probabilidade, “significativo a 1% de probabilidade, ™ndo significativo pelo teste F

Independentemente da regido onde houve a producdo do feijdo-caupi, verificou-se que
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ndo ha diferenca estatistica entre os espacamentos empregados (Tabela 4), todavia, ao se
analisar cada regido, isoladamente, observou-se uma maior produtividade, 1032,5 kg/ha, na
regido de Ibimirim (Sertdo do Moxot0), comparativamente a de Goiana (Mata Norte). Estes
dados podem ser explicados pelas caracteristicas intrinsecas do genotipo, bem como a
interacdo do mesmo com as condic¢des edafoclimaticas das regides. EI Naim et al. (2010)
corroboram com esta informacéo, enfatizando que as diferencas nos atributos de crescimento

observados entre cultivares pode ocorrer devido ao potencial genético de cada genotipo.

Assim como no presente estudo, outros autores (FREIRE FILHO et al., 2005;
ROCHA et al., 2007) também observaram que a varia¢do ocasionada em diferentes ambientes
se deve, provavelmente, a forte interacdo entre anos e locais, principalmente pela ocorréncia
de estresses abidticos, com predominancia de irregularidades pluviométricas, comuns na
Regido Nordeste.

Tabela 4. Produtividade de graos (kg/ha) de feijao-caupi cultivar Miranda IPA 207, cultivados

em dois anos agricolas (2009 e 2010) e em dois municipios de Pernambuco (Ibimirim e
Goiana)

Espagamentos LOCAIS Mediat

Ibimirim Goiana

80cm x 25cm 1128,1 708,1 918,1a

80cm x 30cm 1142,7 836,7 989,7 a

80cm x 40cm 1061,5 621,8 8416 a

80cm x 50cm 875,0 711,8 793,4 a

80cm x 60cm 955,2 692,7 8239 a
10325 A 7142 B

IMédias seguidas de uma mesma letra minudscula na coluna e maitscula na linha, ndo diferem estatisticamente
pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade

Média?Aﬁ%gfo'caUp' possui ampla plasticidade fenotipica fato este que favorece a

capacidade do individuo de sobreviver e reproduzir sob diferentes condigdes (BOSCHILIA;
THOMAZ; PIANA, 2006).

Esses dados oferecem uma visdo mais completa e complexa do desenvolvimento e
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revela que as populagbes podem apresentar diferentes padrdes individuais e variada
capacidade de respostas adaptativas ambientais como alongamento de hastes, suprimida
ramificacao e reproducdo antecipada, producéo e qualidade de sementes (CHAVAN; PUJARI;
LOKESHA, 2005; CORREA; TAVORA; PITOMBEIRA, 2006; SULTAN, 2003).

Similarmente, foi observado na Tabela 5 que os espacamentos entre covas nao alteraram
a produtividade da cultivar Miranda IPA 207 entre os dois anos agricolas avaliados; so
existem diferencas de maior ou menor incremento na produtividade em cada ano (2009 e
2010), 1054,8 kg/ha e 691,9 kg/ha, respectivamente.

A maior produtividade no ano 2009 pode ser justificada pela qualidade fisiologica
superior das sementes utilizadas no plantio deste ano em relacdo ao ano posterior, ao fato das
condigOes climéticas desse periodo, bem como a interacdo do ambiente com a cultivar,
principalmente, pelo fato do feijdo-caupi possuir alta plasticidade fenotipica
(BOSCHILIA; THOMAZ; PIANA, 2006).

Tabela 5. Produtividade de graos (kg/ha) de feijao-caupi cultivar Miranda IPA 207, cultivados

em dois anos agricolas (2009 e 2010) e em dois municipios de Pernambuco (Ibimirim e
Goiana)

Anas
HO-S

Espacamentos 2009 2010 Médial
80cm x 25¢cm 1099,4 736,8 918,1a
80cm x 30cm 1197,3 782,1 989,7 a
80cm x 40cm 1038,5 644,7 841,6 a
80cm x 50cm 959,6 627,2 7934 a
80cm x 60cm 979,0 668,9 823,9a
Média (Anos) 1054,8 A 691,9B

1Médias seguidas de uma mesma letra mindscula na coluna e maidscula na linha, ndo diferem estatisticamente
pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade

Vale ressaltar que espacamento entre fileiras de 80 cm é o recomendado para cultivares
de porte semiprostrado. Verifica-se nas Tabelas 4 e 5 que mesmo utilizando diferentes

espacamentos entre covas, as médias de cada espacamento empregado ndo diferiram
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estatisticamente, dentro das diferentes regides e anos. Este fato torna-se de suma importancia,
principalmente, quando se estd analisando uma cultivar de porte semiprostrado, ja que
demonstra a adaptacdo morfofisiologica da cultivar de feijdo-caupi Miranda IPA 207,
principalmente no tocante ao aumento da area foliar, promovendo uma grande superficie de
interceptacdo e absorcdo de luz, bem como o aumento da taxa fotossintética. A estrutura do
dossel de plantas de feijao-caupi pode ser modificada em funcdo de sua grande plasticidade
morfofisiologica, bem como em resposta as mudancas nos niveis de luz.

Segundo Bianchi, Fleck e Dillenburg (2006), quando as plantas crescem em populagdes,
sdo morfologica e funcionalmente diferentes de plantas que crescem isoladas. A plasticidade é
em parte promovida por mecanismos que utilizam informacdes da luminosidade do
dossel, traduzida por fotorreceptores especificos, que estimulam estas modificacdes em
adaptacdo a densidades populacionais.

Para os experimentos de espacamento para cultivar BRS Tumucumaque, os resultados
da analise conjunta da variancia apresentados na (Tabela 6) mostraram interacao significativa
entre dois fatores analisados. Assim, realizou-se a decomposicdo dos efeitos das interacdes
dos fatores por meio da analise de regressdo, sendo verificado o efeito da produtividade
dentro de cada espacamento (fator entre covas).

Tabela 6. Resumo das analises de variancia para produtividade da cultivar BRS

Tumucumagque, em dois anos agricolas (2009 e 2010), e em duas regides (Ibimirim e Goiana—
PE), utilizando diferentes espacamentos

Tratamentos G.L. Quadrado Médio F
Locais (A) 1 10681238 204,127
Anos (B) 1 10835,45 0,21
Entre Filas 1 2288701,48 43,74
Entre Covas (D) 3 587836,8 11,23"
Regressdo Linear 1 1447069,24 27,65
Regressdo Quadratica 1 79106,73 1,51
Regressdo Cubica 1 237334,43 454"
Interacéo (A x C) 1 2520188,09 48,16™
Interagdo (B x C) 1 623819,31 11,92™
Tratamentos 15 1290945,03 24,67
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Blocos / Anos 16 122866,27 2,35
Residuo Combinado 112 52328,72

Total 159

Média Geral 994,021

CV (%) 23,01

FV.: fontes de variagdo; G.L.: graus de liberdade; Q.M.: quadrado médio; C.V.: coeficiente de variacdo,
“significativo a 5% de probabilidade, ““significativo a 1% de probabilidade, ™ndo significativo pelo teste F

Para as cultivares de porte semiereto, como a cultivar BRS Tumucumaque, o
espacamento entre fileiras mais indicado, segundo (NEVES et al., 2011) é de 50 a 60 cm, 0
qual proporciona um melhor aproveitamento da energia solar interceptada pelas plantas,
principalmente nas regifes que apresentam elevada intensidade luminosa, como a regiao
Nordeste.

Analisando-se a produtividade das sementes da cultivar BRS Tumucumaque nas
diferentes regides, observa-se na (Tabela 7) que o espacamento, de 50 cm entre fileiras
proporciona produtividade superior na regido de Ibimirim. Adicionalmente, na regido de
Goiana, 0s espacamentos empregados ndo diferiram estatisticamente para os valores da

produtividade, sendo estes, vale destacar, inferiores aos obtidos em Ibimirim.

Tabela 7. Produtividade (kg/ha) de grdos de feijdo-caupi cultivar BRS Tumucumaque em
funcéo do desdobramento da interacdo do espacamento entre fileiras e locais

Filas \ Locais
Locais Ibimirim Goiana
Repeticdo
50 cm 40 1497,5 aA 729,7 aB
60 cm _ ~ 40 ~1007,3bA 7415 aB
gultd Ninu Ula Na Na € Ma a Na nna, Na M €Sla amente

pltste Tuke d rabliae

Na Tabela 8, novamente, verifica-se que o espacamento de 50 cm proporcionou maiores
incrementos na produtividade da cultivar analisada no ano agricola de 2009. Este dado
permite inferir que 0 menor espacamento, 50 cm, foi o mais eficaz na obtencdo de maiores

valores de produtividade para a cultivar BRS Tumucumaque.
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Tabela 8. Produtividade (kg/ha) de grdos de feijdo-caupi cultivar BRS Tumucumaque em
funcdo do desdobramento da interacdo do espacamento entre fileiras e anos

Filas \ Anos
Anos
Repeticédo 2009
2010
50 cm 40 1167,8 aA
1059,4 aB
60 cm 40 803,7 bB
945,1 bA

IMedias seguidas de uma mesma letra minuscula na coluna e maitscula na linha, ndo diferem
estatisticamente pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade

O modelo linear foi o que se ajustou melhor aos dados para a analise da produtividade
da cultivar BRS Tumucumaque em funcdo dos diferentes espacamentos entre covas
(Figural). Analisando a Figura 1 observou-se um decréscimo linear na produtividade das
sementes da cultivar BRS Tumucumaque, a medida que houve aumento no espagamento entre
as covas, permitindo destacar o espacamento de 25 cm, entre covas como 0 mais indicado
para a cultivar analisada. Segundo Henderson et al. (2000) e Soratto et al. (2011), para
qualquer cultura, o conhecimento da combinacdo 6tima do espacamento entre fileiras e do
espacamento entre covas é essencial para a maximizacdo econdmica da producao.

Figura 1. Produtividade de grdos de feijdo-caupi cultivar BRS Tumucumaque em

funcdo de diferentes espacamentos entre covas
1150 -

¢

1100 ~
1050 1 +

1000 +

930 1 7 =1355.1 - 9.9049%
oy | RI=08206,P< 0001

Producao de Graos (kg/ha)

20 25 30 35 40 45 50 55

Espacamento entre covas (cim)
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Com relacdo aos dados de manejo populacional, observou-se que para a cultivar
Miranda IPA 207, em Ibimirim, ndo houve diferenca estatistica para as variaveis analisadas
(Tabela 9). Entretanto existe uma tendéncia de incremento na produtividade em funcéo do
aumento do adensamento populacional, como por exemplo no Tratamento 12 (400 mil
plantas/ha). Observou-se que o Tratamento 1 (100 mil plantas/ha) apresentou menor
produtividade, confirmando a tendéncia mencionada. A mesma cultivar, quando analisada no
municipio de Goiana, também ndo apresentou diferencas estatisticas para as variaveis
estudadas.

Para a cultivar BRS Tumucumaque, observou-se que ndo houve diferenca estatistica
para as variaveis produtividade e peso de 100 sementes (Tabela 10). Entretanto, para Goiana —
PE, repete-se a tendéncia dos maiores adensamentos populacionais refletirem uma maior
produtividade. Para peso de 100 sementes da cultivar BRS Tumucumaque ndo houve
diferenca significativa entre os tratamentos em ambos os ambientes avaliados. Para as demais
variaveis analisadas no experimento de manejo populacional (CMV;P10V; NS10V; PS10V)
ndo foram observadas diferencas estatisticas significativas. Geralmente, com o adensamento
populacional aumenta-se a competicdo das plantas por nutrientes do solo, luz solar e por
dioxido de carbono. EI Naim e Jaberaldar (2010), corroboram que existe uma correlacdo
inversamente proporcional, afirmando que quando se aumenta a densidade populacional de
plantas, diminui o numero de vagem/planta.

Brito et al. (2013) analisaram as varidveis grdos por vagem (NGV), massa de 1000
grdaos (MMG), numero de vagens por planta (NVP), vagens por hectare (NVH) e
produtividade (P) e observaram que ndo diferiram significativamente em relacdo a densidade
e 0 espacamento entre plantas, diferenciando apenas a varidvel grdos por vagem (NGV) no
espacamento de 60 cm, sendo este superior aos demais espagcamentos.

Tavora et al. (2000) enfatizaram que o0 aumento na densidade de plantas reduz
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significativamente o NVP, sendo este fator, conforme Brathwaite (1982), o componente de
producéo mais afetado pelo aumento na densidade de plantas. Por outro lado, alguns autores
relatam que quando ha diminuicdo do espacamento entre plantas o nimero de vagem
decresce, porém, aumenta o rendimento por unidade de area (EI Naim et al., 2010).
Tratamentos
Média de Produtividade (kg/ha)

(2011 e 2012)

Média Peso de 100 Sementes (Q)
(2011 e 2012)

Tabela 9. Produtividade de grédos (kg/ha) e peso de 100 sementes (g) em fungédo do
manejo populacional da cultivar Miranda IPA 207 nos anos agricolas 2011 e 2012

Miranda IPA 207 Miranda IPA 207

Ibimirim Goiana Ibimirim Goiana
1 733,3¢C 1280,5 a 21,67 a 17,04 b
2 862,6 ab 1075,3 a 20,56 a 19,04 ab
3 866,5 ab 1249,8 a 20,78 a 18,09 ab
4 783,1 bc 1229,0 a 20,64 a 18,81 ab
5 1047,3 ab 1198,3 a 21,26 a 18,32 ab
6 899,8 ab 1328,2 a 21,11 a 17,93 ab
7 1155,0 ab 1299,8 a 20,85 a 19,00 ab
8 1146,3 ab 1355,7 a 20,74 a 18,18 ab
9 1009,1 ab 13049 a 21,25 a 17,14 b
10 1154,3 ab 1345,2 a 20,96 a 19,50 a
11 878,8 ab 1236,7 a 20,94 a 17,99 ab
12 1209,6 a 1268,0 a 21,15a 18,84 ab

IMédias seguidas de uma mesma letra mindscula na coluna, ndo diferem estatisticamente pelo teste
de Duncan a 5% de probabilidade

Tratamentos
Média de Produtividade (kg/ha)

(2011 e 2012)

Média Peso de 100 Sementes (Q)
(2011 e 2012)

BRS Tumucumaque
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Tabela 10. Produtividade de graos (kg/ha) e peso de 100 sementes (g) em funcdo do
manejo populacional da cultivar BRS Tumucumaque nos anos agricolas 2011 e 2012

Ibimirim Goiana Ibimirim Goiana
1 533,57 a 1258,9 b 24,59 a 21,28 a
2 635,67 a 1293,8 ab 23,93 a 2211a
3 634,70 a 1224,0b 25,22 a 21,50 a
4 568,13 a 1410,9 ab 24,77 a 23,14 a
5 675,85 a 1331,3 ab 25,04 a 22,86 a
6 649,20 a 1303,3 ab 24,22 a 22,72 a
7 694,62 a 1266,0 ab 24,81 a 22,47 a
8 690,63 a 1400,8 ab 25,87 a 22,00 a
9 530,45 a 1449,8 ab 23,07 a 21,24 a
10 737,18 a 1496,4 ab 26,22 a 22,02 a
11 778,62 a 1569,1 a 24,34 a 22,73 a
12 344,73 a 1441,3 ab 23,52 a 22,60 a

1Médias seguidas de uma mesma letra minscula na coluna, ndo diferem estatisticamente pelo teste

de Duncan a 5% de probabilidade

CONCLUSOES

1. Os menores espagamentos entre covas proporcionaram maiores incrementos na

produtividade;

2. Em geral, populagbes de até 400.000 plantas por hectare proporcionaram

incrementos superiores as populacdes menores, a exemplo de 100.000 plantas por hectare;

3. O aumento da densidade populacional ndo alterou o comprimento de vargem,

nimero de sementes por vargem e peso de 100 sementes;

4. Indica-se 0s espacamentos de 80 cm x 25 cm para cultivares de porte

semiprostrado e 50cm x 25cm para cultivares de porte semiereto.
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RESUMO
Diante da importancia da cultura do feijao-caupi para o Brasil e da expansdo de seu
cultivo, torna-se cada vez mais importante buscar alternativas de melhoria ao seu

sistema deproducdo, como a utilizacdo de cultivares adequadas, visando ao aumento da
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produtividade que € de grande interesse para o0 setor agricola nacional. O estudo protedmico
de espécies vegetais tem diversas finalidades, podendo auxiliar, por exemplo, em
programas demelhoramento vegetal, ou, ainda, entender como as proteinas estdo envolvidas
na protecdo e resposta de plantas submetidas a estresses bidticos e abidticos. Dentre
0s problemas fitossanitarios na cultura do caupi, os associados a virus se destacam,
ocasionando grandes perdas agricolas. E visivel a gravidade dos problemas em relagdo ao
estresse causado pelo virus do mosaico transmitido por afideos. O presente trabalho objetivou
selecionar cultivares de feijado-caupi diante do virus do mosaico do feijao-caupi transmitido por
afideos (CABMV), buscando identificar cultivares com diferentes graus de reacdo ao virus para
embasar o estudo da protebmica. Foram utilizados 48 gendtipos sendo analisada a sua reagédo
ao CABMV por meio de sintomas e recuperacdo do virus a partir de plantas sem
sintomas evidentes. Verificou-se que algumas cultivares apresentaram-se susceptiveis,
destacando-se Cavaleiro 8, Cabecudo, Paulistinha, BRS Tumucumaque e Sempre Verde
Luiz Eduardo Magalhdes, e resisténcia TVU 966, Costela de Vaca e Epace 10. Foi
possivel observar que algumas cultivares apresentam-se moderadamente resistentes Tucuri 1,

Manteiga, Coruja.

PALAVRAS-CHAVE: Vigna unguiculata, virus, susceptibilidade e tolerancia.

ABSTRACT

In view of the importance of cowpea culture in Brazil and the expansion of its cultivation,
it is increasingly important to seek alternatives for improvement in its production system, such
as the use of suitable cultivars, aiming to increase productivity. Of great interest to the national
agricultural sector. The proteomic study of plant species has several purposes, and may help,
for example, in plant breeding programs, or to understand how proteins are involved in the

protection and response of plants subjected to biotic and abiotic stresses. Among the
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phytosanitary problems in the cowpea crop, those associated with the virus stand out, causing
great agricultural losses. The severity of the problems in relation to the stress caused by
aphid-transmitted mosaic viruses is apparent. The present work aimed to select cultivars of
cowpea in the presence of the aphid - transmitted cowpea mosaic virus (CABMYV), in order to
identify cultivars with different degrees of virus reaction to support the proteomics study. We
used 48 genotypes and their reaction to CABMV was analyzed by means of symptoms and
recovery of the virus from plants without obvious symptoms. It was verified that some
cultivars were susceptible, standing out Cavaleiro 8, Cabecudo, Paulistinha, Tumucumaque
and Semper Luiz Eduardo Magalhdes Green, and resistance TVU 966, Cow's Rib and Epace
10. It was possible to observe that some cultivars are presented Moderately resistant Tucuri 1,

Butter, Owl.

KEYWORDS: Vigna unguiculata, virus, sensibility and tolerance.

INTRODUCAO

O estudo protedbmico de espécies vegetais tem diversas finalidades, podendo auxiliar
na area da salde humana por meio da identificacdo de proteinas que ocasionam alergias ao
homem (SCHENK et al.,, 2011), como também na area agrondmica em programas de
melhoramento genético vegetal, ajudando na compreensdo de como as proteinas estdo
envolvidas na protecdo e resposta de plantas submetidas a estresses bidticos e abioticos
(KOSOVA et al., 2011).

A analise protebmica em plantas foi iniciada com as espécies Zea mays (milho)
(TOUZET et al., 1996) e Arabidopsis thaliana (SAHNOUN et al., 2000), porém a primeira
revisdo com foco nesta tematica foi publicada apenas em 1999 (THIELLEMENT et al.,

1999). A maioria destes estudos estava baseada na comparacédo dos niveis de expressao, sem a
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atual identificacdo das proteinas, e objetivava a identificacdo de marcadores para diferentes
situacBes. Outras espécies vegetais tém sido estudadas, dentre estas, plantas dicotiledéneas
tais como: feijdo, uva, linho, ervilha, papoula, batata, tabaco, tomate e espinafre. Estes
estudos tém proporcionado um grande nimero de aplicacdo de novas tecnologias para a
preparacdo da amostra e proteomas de materiais vegetais de diferentes estagios do
desenvolvimento, passando por estresses ambientais e interacdes planta-microrganismo
(AGRAWAL et al., 2005).

Diante da importancia da cultura do feijdo-caupi para o Nordeste e da expanséo de seu
cultivo, torna-se cada vez mais importante buscar alternativas de melhoria no sistema
produtivo, como o uso de cultivares adequadas, buscando-se aumento na produtividade que é
de grande interesse para o setor agricola nacional. O estresse bidtico constitui uma das
principais causas na reducdo da produtividade dos plantios de diferentes espécies agricolas.
Em muitos casos pode ocorrer reducdo de até 100% no rendimento (FRITSCHE-NETO;
BOREM, 2012).

O feijdo-caupi pode ser afetado por diversos virus, que incluem o virus do mosaico
severo do caupi (CPSMV) (género Comovirus, familia Secoviridae); virus do mosaico do
feijdo-caupi transmitido por afideos (CABMV) (género Potyvirus, familia Potyviridae); virus
do mosaico do pepino (CMV) (género Cucumovirus, familia Bromoviridae) e virus do
mosaico dourado (BGMV) (género Begomovirus, familia Geminiviridae) (BESERRA

JUNIOR et al., 2011).

A familia Potyviridae constitui a maior e economicamente a mais importante familia
de virus de plantas, com ampla gama de hospedeiros que englobam dicotiledéneas e
monocotiledéneas (HULL, 2002; KING et al., 2012). Taiwo e Akinjogunla (2006) relatam

que quanto mais jovem for a planta infectada e quanto maior o nimero de espécies de virus
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que a infectam simultaneamente, mais devastador podera ser o efeito desses virus no
desenvolvimento da planta, na producdo e na qualidade nutricional do grdo, em decorréncia
do efeito sinérgico.

Na cultura do feijdo-caupi as perdas ocasionadas pelo CABMV variam de 13 a 87%,
dependendo da suscetibilidade da cultivar, da idade da planta no momento da infeccdo, da

estirpe do virus e das condi¢des ambientais (BASHIR et al., 2002).

A melhor alternativa para o controle do CABMV € o0 uso de variedades resistentes,
sendo que outras medidas podem ser adotadas, como o uso de sementes sadias e eliminacédo

de plantas infectadas.

As respostas de defesa vegetal contra virus apresentam algumas peculiaridades ao se
comparar a outros patdgenos. Segundo Hull (2009), existem diversos tipos de relacdo planta-
virus: imune (ndo hospedeira) — Os virus ndo se replicam em protoplastos ou em células de
plantas sadias; infectada (hospedeira) — Os virus podem infectar e replicar nos protoplastos;
resistente (hipersensitiva extrema) — amultiplicacdo viral € limitada as células inicialmente
infectadas, por conta da producdo de proteinas de movimento ndo funcionais, caracterizando
uma infeccdo subliminal; resistente (hipersensitiva) — a infeccdo é limitada a uma zona de
células em volta das células inicialmente infectadas, em decorréncia da resposta do
hospedeiro, havendo formacdo de lesbes necréticas locais; sensivel — a planta reage mais ou
menos severamente a doenca; susceptivel - resulta em movimento sistémico e replicacéo
viral; tolerante - existe pouco ou nenhum efeito aparente na planta, caracterizando uma
infeccdo latente. Diante do exposto, é visivel a gravidade dos problemas em relacdo ao
estresse em plantas de feijdo-caupi ocasionado por virus. Nesse sentido, o presente trabalho
teve como objetivo selecionar cultivares de feijdo-caupi ao virus do mosaico do feijao-caupi
transmitido por afideos, buscando identificar cultivares com diferentes graus de reacdo

para facilitar estudos posteriores frente ao estudo da proteémica (CABMV).
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MATERIAL E METODOS

Foram utilizadas sementes de 48 gendtipos de feijao-caupi [Vigna unguiculata (L.)
Walp.] oriundas do Banco Ativo de Germoplasma (BAG) do Instituto Agronémico de
Pernambuco (IPA), em Recife -PE. Os gendtipos usados foram: Portalegre 2, Cavaleiro 8,
Tucurui 1, Juazeiro 7, Encruzilhada 1, Macaibo, Manteiguinha Santarém, Vitéria 2, BRS
Cauamé, Pingo de Ouro 2, Sempre Verde, Rasga Letra, Cabecudo, Pitiuba, Manteiga, Coruja
Canapu PE, Paulistinha, Epace 10, Maravilha, BRS Xiquexique, BRS Tumucumaque, BRS
Guariba, Sempre Verde Verdadeiro, Bastido, Sempre Verde Salgueiro, Bastidozinho, Bajéo,
Patativa, Bico de Ouro Chico Modesto 2, BRS Novaera, Rouxinol, Esperanca, Portalegre RN
1, Canapuzinho, Safrinha 1, Costela de Vaca, Pele de Moca, CNC 0434, BR 10 Piaui,
Miranda IPA 207, BR 14 Mulato, Pujante, Pingo de Ouro, IT 85F 2687, Santo Inacio, Sempre

Verde Luiz Eduardo Magalhdes e TVu 966.

Conducdao dos experimentos
O experimento foi realizado em casa de vegetacdo, localizada na sede do IPA, sob
temperatura média de 30 °C. Semearam-se cinco sementes por vaso, sendo 0 substrato

irrigado diariamente com &gua corrente

Obtencdo e manutencao dos isolados virais em plantas indicadoras de feijao-caupi

O isolado viral do CABMYV, purificado biologicamente, foi mantido em casa de
vegetacdo por meio de inoculagdo mecanica nas cultivares Pele de Moca e Miranda IPA 207.
Este isolado se constituiu no indculo original a partir do qual foram inoculadas as plantas das
demais cultivares. O virus foi mantido in vivo e reinoculado periodicamente em plantulas das

cultivares mencionadas.
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Microorganismo Fitopatogénico

Para a inducdo do estresse bidtico foi utilizado um isolado do virus do mosaico do
feijdo-caupi transmitido por afideos (CABMYV), caracterizado e mantido pela Embrapa Meio

Norte (Teresina — PI).

Inducéo ao virus

O in6culo foi preparado a partir de extrato foliar de plantas de feijdo-caupi
previamente infectadas, quando as folhas foram maceradas em tampdo fosfato 0,02 M, pH
7,2, mais sulfito de sodio 0,1% como antioxidante, usando-se o carborundum (400 mesh)

como abrasivo.

Observacéo dos sintomas virais

As plantas foram avaliadas a partir do oitavo dia da inoculacdo por meio da expressdo
ou ndo dos sintomas de mosaico, fazendo-se a recuperacdo do virus daquelas plantas
assintomaticas para plantas suscetiveis. A avaliacdo final foi realizada aos trintas dias da
inoculacdo, classificando-se as plantas como suscetiveis, moderadamente resistentes e
resistentes, de acordo com a intensidade dos sintomas (VALE; LIMA, 1994; ROCHA et

al.,2003).

RESULTADOS E DISCUSSAO

De acordo com os resultados observados verificou-se que 27 cultivares apresentaram-

se como suscetiveis: Cavaleiro 8, Juazeiro 7, Encruzilhada 1, Vitéria 2, Pingo de Ouro 2,
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Cabecudo, Manteiga, Coruja, Canapu PE, Paulistinha, Epace 10, Miranda IPA 207, BRS
Tumucumaque, BRS Guariba, Bico de Ouro, Chico Modesto 2, BRS Novaera, Rouxinol,
Esperan¢a, Canapuzinho, Costela de Vaca, BR 10 Piaui, BR 14 Mulato, Pujante, Pingo de
Ouro, IT 85F 2687, Santo Inacio e Sempre Verde Luiz Eduardo Magalhaes; e trés cultivares
apresentaram maior resisténcia: TVu 966, Costela de vaca e Epace 10. O efeito da infecgédo
com CABMYV foi de susceptibilidade para a maioria dos gendtipos (Tabela 1). Na cultivar
CNC-0434 ocorreu suscetibilidade ao isolado de CMV corroborando com os resultados

obtidos por Vale e Lima (1994).

Também foi possivel observar 21 cultivares resistentes ao CABMV: Portalegre 2,
Tucurui 1, Macaibo, Manteiguinha Santarém, BSF 1, BRS Cauamé, Sempre Verde, Rasga
Letra, Pitilba, Maravilha, BRS Xiquexique, Sempre Verde Verdadeiro, Bastido, Sempre
Verde Salgueiro, Bastidozinho, Bajdo, Patativa, Portalegre RN 1, Safrinha 1, CNC 0434 e
TVu 966. Muitas linhagens de feijdo-caupi resistentes ao CABMV ja foram identificadas
(BARRETO; SANTOS, 1999; ROCHA et al., 2003; OLIVEIRA et al., 2012; BARROS et al.,
2013). Segundo Ledo (2014) as inoculacdes mistas envolvendo o CMV+CABMYV permitiram
identificar seis gendtipos resistentes: Patativa, TE97-309G-22, TE97-309G-9, TVu 382, Tvu
966 e IT85F-2687. Na linhagem TVu 382, referida na literatura como imune ao CABMV
(LIMA et al., 1986), ocorreu 0 mesmo comportamento quando submetidas a inoculacdo com a
combinacdo CMV+CABMV. Rocha et al. (2003) constataram que a linhagem IT85F-2687 foi
imune aos dois virus isoladamente, entretanto, quando submetida a inoculagdo com a
combinacao dos dois isolados, foi suscetivel, indicando que houve sinergismo entre os virus.
Os sintomas constatados na cultivar CNC- 0434 foram semelhantes aos verificados por Vale e
Lima (1994). Segundo Ledo (2014) genotipos avaliados com a presenca do CABMV
associado ao

CMV e também ao CMV+CPSMV-I, o efeito foi antagbnico em relacdo aos outros
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virus; em decorréncia desse fato, ndo houve sintomas quando infectados com as citadas
combinacdes virais. Porém, avaliando-se o comportamento de dezoito gendtipos diante das
inoculacBes com os diferentes grupos de isolados virais, constatou-se coeréncia de
comportamento, principalmente nas inoculages mistas, ocorrendo sintomas leves nos mais
resistentes, e nos mais suscetiveis, um agravamento dos sintomas das infeccdes.
CONCLUSOES

A infec¢do viral pelo CABMV causa estresse as plantas de feijao-caupi, comprometendo seu
crescimento e desenvolvimento. Foi possivel selecionar cultivares resistentes e suscetiveis
ao CABMYV dentre aqueles selecionados. Os genotipos selecionados por demonstrar maior ou
menor sensibilidade ao estresse bidtico causado pelo CABMV foram a base para os estudos de

protedmica.
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TABELA

Tabela 1. Cultivares de feijao-caupi selecionadas quanto a susceptibilidade e tolerancia ao

virus domosaico do caupi transmitido por afideos (CABMV).

Sintomas (CABMV)

) Moderadament 2
Cultivares Inoculadas Resistentes Susceptiveis
resistentes

Portalegre 2 20 16 3 1
Cavaleiro 8 20 2 0 18
Tucurui 1 20 14 5 1
Juazeiro 7 20 5 1 14
Encruzilhada 1 20 8 1 11
Macaibo 12 9 2 1
Manteiguinha Santarém 10 8 0 2
Vitoria 2 20 9 1 10
BSF1 20 20 0 0
BRS Cauamé 3 3 0 0
Pingo de Ouro 2 21 13 1 7
Sempre Verde 20 20 0 0
Rasga Letra 19 14 2 3
Cabecudo 18 1 1 16

Pititba 21 20 1 0
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Manteiga

Coruja

Canapu PE

Paulistinha

Epace 10

Maravilha

Miranda IPA 207

BRS Xiquexique

BRS Tumucumagque
BRS Guariba

Sempre Verde Verdadeiro
Bastido

Sempre Verde Salgueiro
Bastidozinho

Bajdo

Patativa

Bico de Ouro

Chico Modesto 2

BRS Novaera

Rouxinol

14

15

18

19

19

20

20

17

21

17

22

20

18

20

12

21

19

19

11

10

18

16

18

17

17

19

11

10

11

16

13

19

14

14

10
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Esperanca
Portalegre RN 1
Canapuzinho
Safrinha 1
Costela de Vaca
BR 10 Piaui
BR 14 Mulato
Pujante

Pingo de Ouro
IT 85F 2687
Santo Inécio
Sempre Verde Luiz Eduardo Magalhées

TVu 966

20

19

17

11

17

18

20

20

18

18

18

20

20

16

13

10

15

10

16

13

12

13

10

17
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5 IDENTIFICACAO DE PROTEINAS ENVOLVIDAS NA INTERACAO Vigna
unguiculata. Cowpea aphid borne mosaic virus (CABMV) — por ESI LC-MS/MS
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Resumo

O feijdo-caupi (Vigna unguiculata (L.) Walp.) é uma leguminosa originaria do continente
africano com ampla distribuicdo em regides tropicais e subtropicais, constituindo um dos
principais componentes da dieta alimentar, especialmente na zona rural das regides
Nordeste e Norte doBrasil. Essa cultura tem sido constantemente atacada por virus, causando
grandes perdas na producdo. Diante do exposto, o presente trabalho objetivou identificar
proteinas diferencialmente abundantes durante a interagdo Vigna unguiculata - Cowpea aphid
borne mosaic virus (CABMV). Foram utilizadas neste estudo as variedades Sempre Verde Luis

Eduardo Magalhdes — suscetivel, e TVu 966 — resistente ao virus CABMV. As plantas foram
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borrifadas com carborundo e inoculadas com agua (controle) e com CABMYV e, posteriormente,
coletadas em triplicatas bioldgicas, 72 horasapds a inoculacdo. Proteinas totais foram extraidas
com fenol, precipitadas com acetato de aménio em metanol e, em seguida, digeridas com
tripsina. As proteinas digeridas foram injetadas noequipamento ESI- LC-MS/MS (Thermo
Scientific). A andlise de dados foi realizada por meio do software Progenesis® QI for
proteomics (Non linear Dynamics) e a identificacdo das proteinas por meio do software Peaks®
(Bioinformatics Solutions). Este estudo revelou um total de 250 proteinasdiferencialmente
abundantes. Com a analise dos resultados foi possivel observar diversas proteinas relacionadas
com o metabolismo, fotossintese, homeostase, tradugdo, entre outras. Foram encontradas
proteinas envolvidas na resposta a defesa tais como: PREDICTED: metacaspase-5-like;
PREDICTED: MLP-like protein 43; PREDICTED: endoplasmin homolog; PREDICTED: heat
shock protein 90-5, chloroplastic isoform X1 entre outras. A obtencdo dos dados vai auxiliar os
programas de melhoramento genético de feijdo-caupi para aumento da produtividade da
presente cultura.

Palavras- chave: Protedmica; feijao-caupi e resisténcia a virus.
Abstract

The cowpea (Vigna unguiculata (L.) Walp.) is a legume originating in the African continent
with a wide distribution in tropical and subtropical regions, constituting one of the main
components of thediet, especially in the rural zone of the Northeast and North regions of Brazil.
This culture has been constantly attacked by viruses, causing great losses in production. The
present work aimed to identify differentially abundant proteins during the interaction Vigna
unguiculata (L.) Walp.- Cowpea aphid borne mosaic virus (CABMV). In this study the
varieties Sempre Verde LuisEduardo Magalhaes - susceptible, and TVu 966 - resistant to the
CABMYV virus were used. The plants were sprinkled with carborundum and inoculated with
water (control) and with CABMV and later collected in biological triplicates at 72 hours after
inoculation. Total proteins were extracted with phenol, precipitated with ammonium acetate in
methanol and then digested with trypsin. The digested proteins were injected into the ESI-LC-
MS / MS (Thermo Scientific) equipment. Data analysis was performed using Progenesis® QI
for proteomics software (Non linear Dynamics) and identification of proteins using Peaks®
software (Bioinformatics Solutions). This study revealed a total of 250 differentially abundant
proteins. With the analysis of the results it was possible to observe several proteins related to
metabolism, photosynthesis, homeostasis, translation among others. Proteins involved in the
defense response were found such as: PREDICTED: metacaspase- 5-like; PREDICTED: MLP-
like protein 43; PREDICTED: endoplasmin homolog; PREDICTED: heat shock protein 90-5,
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chloroplastic isoform X1 among others. The data collection will help the genetic improvement
programs of cowpea to increase the productivity of the present crop.

Keywords: Proteomics; Cowpea and virus resistance.

1. Introducéo

O Brasil destaca-se como um dos maiores produtores mundiais de feijéo [13]. O cultivo
dessa leguminosa encontra-se distribuido em praticamente todo o territério nacional, sendo 0s
géneros Phaseolus e Vigna os mais cultivados [34]. O feijdo-de-corda ou feijao-caupi (Vigna
unguiculata (L.) Walp.) é considerado a principal fonte de proteina vegetal para a populagao
rural da regido Nordeste do Brasil. As pragas estdo entre os fatores bidticos que mais limitam
o rendimento agronémico da cultura.

O virus do mosaico do caupi transmitido por afideos (Cowpea aphid-borne mosaic
virus- CABMV) é um potyvirus transmitido por diversas espécies de afideos de maneira ndo
persistente, além de ser transmitido mecanicamente de plantas infectadas para sadias pelo
processo de transmissdo experimental em casa de vegetacdo. O cultivo extensivo dessa cultura
faz com que as doencas virais sejam cada vez mais importantes, ndo apenas pelos danos diretos
ocasionados nas plantas hospedeiras mas também pela predisposicdo a invasores secundarios
[1].

As estratégias basicas de controle das fitoviroses baseiam-se nas seguintes medidas: a
obtencdo e utilizacdo de material propagativo livre de virus; eliminacdo de fontes de virus;
atuacdo contra vetores; alteragdo do periodo e local do plantio; intervencdo no ciclo de infecgéo;
protecdo cruzada; cultura de meristemas e uso de material resistente, obtido por melhoramento
genetico e, oupor inducéo de resisténcia [2; 8].

Vérias sdo as técnicas para a identificacdo dessas viroses, entre elas destacam-se 0s
testes biologicos, baseados nas propriedades bioldgicas dos virus, soroldgicos (detecgdo de
proteinas) e moleculares (deteccdo do acido nucléico viral) [33, 8].

Para se compreender melhor a funcdo de todos os genes de um organismo, o estudo
sistematico em larga escala das proteinas (proteoma) de um determinado tecido ou organismo,
temo objetivo de fornecer informagdes detalhadas sobre a estrutura e a funcao dessas proteinas
nos diferentes sistemas bioldgicos, permitindo ainda verificar se existe correlacdo entre o nivel
de expressdo dos mMRNAs e das proteinas, a ocorréncia de isoformas génicas e modificacdes
pos- traducionais [24].

A protedmica shotgun é uma abordagem que envolve a digestdo de proteinas em
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misturas complexas, seguida de andlise espectrométrica de massa dos peptideos para
identificacdo de proteinas [67]. Esta abordagem apresenta maior rendimento em relacdo as
outras tecnologias protedbmicas baseadas em MS, como, por exemplo, 0 sequenciamento de
proteinas intactas [68] e analise de proteinas baseadas em gel.

O alto rendimento desta abordagem se da por alguns fatores, como a digestdo
proteolitica de proteinas em peptideos, permitindo um melhor sequenciamento, pois 0s
peptideos sdo mais faceisde serem fragmentados do que as proteinas intactas; e também a
realizacdo da analise sem a utilizacdo de gel que, em nivel proteico, simplifica 0 manuseio da
amostra. Por outro lado, a andlise e interpretacdo dos dados sdo mais dificeis, pois € necessario
0 processamento de grandes volumes de dados MS/MS [69;70].

Este trabalho objetivou identificar proteinas diferencialmente abundantes durante a

interacdoentre o CABMV e o feijdo-caupi.

2. Material e métodos

2.1. Material vegetal, inoculacéo do patdgeno, inducéo do estresse e coleta das folhas
Foram utilizadas sementes de feijdo-caupi das variedades Sempre Verde Luiz Eduardo

Magalhdes e TVu 966, susceptivel e resistente a CABMYV, respectivamente, as quais foram

fornecidas pelo Instituto Agrondémico de Pernambuco (IPA). O experimento foi composto de

dois grupos de plantas: o grupo controle e o grupo infectado com CABMV.

Para o grupo infectado com virus, utilizou-se o virus do mosaico do feijdo-caupi
transmitido por afideos fornecido pela Embrapa Meio Norte (Teresina — PI). O inéculo foi
preparado a partir de extrato foliar de plantas de feijao-caupi previamente infectadas, cujas
folhas foram maceradas em tampdo fosfato 0,01 M, pH 7,0, (contendo sulfito de sodio
0,1%). Posteriormente, carborundum(400 mesh) foi pulverizado nas folhas como abrasivo. O
grupo controle foi inoculado usando o mesmo tampéo fosfato, contendo sulfito de sédio mais
carborundum, sem a presenca do virus.

As folhas primarias das plantas dos dois grupos foram, entéo, coletadas 72 horas apés a
inoculacdo e, em seguida, armazenadas em freezer a -80 °C para posterior extracdo de proteinas

totais e analise do proteoma.

2.2. Extracéo de proteinas totais
Proteinas totais foram extraidas de aproximadamente 2 mg de tecido vegetal macerado

em nitrogénio liquido. Trés experimentos bioldgicos foram realizados. Proteinas foram
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extraidas de acordo com Mot & Vanderleyden (1989) [23] pela adi¢do de 750 puL de tampéo de
extracao (0,7 M sacarose, 0,5 M Tris-HCI, 30 mM HCI, 50 mM EDTA, 0,1 M KCI, e 40 mM
DTT) ao material vegetal macerado e o0 mesmo volume de fenol. As amostras foram agitadas
por 15 min. e centrifugadas por 3 min a 12 000 rpm. A fase superior foi transferida para um
novo tubo e duas novas extrac@es foram feitas com o tampé&o de extracdo. As proteinas foram
precipitadas em 0,1 M de acetato de aménio (em metanol), lavadas com acetona 80%. O pellet
foi seco a 37 °C por 5-10 min e as proteinas foram suspendidas em 50 mM de bicarbonato de
amonio. Proteinas insolGveis foram descartadas. Proteinas totais solUveis das variedades
Sempre Verde Luiz Eduardo Magalhédes e TVu 966 infectadas com o virus e seus respectivos

controles negativos foram quantificadas utilizando Qubit® Fluorometer (Invitrogen).

2.3. Preparo das amostras para analise LC-MS/MS
As proteinas extraidas foram solubilizadas com 60 pL de bicarbonato de aménio a 50
mM (NHsHCO3 pH 8,5), e posteriormente foram acrescentados 25 p L de Rapigest (0,2% v/v).

As amostras foram aquecidas a 80°C por 15 minutos sob agitacdo, em seguida foram
acrescentados 2,5 p L de DTT 100 mM e as amostras foram novamente aquecidas a 60°C por 30
min. Apds esse periodo, as amostras permaneceram & temperatura ambiente até esfriar. Foram
adicionados 2,5 pL de iodoacetamida 300 mM, e armazenadas a temperatura ambiente por 30
min sob abrigo da luz. Para a digestdo das proteinas, foram acrescentados 40 pL de solucédo
contendo 200 ng de tripsina(20 pg solubilizada em 400 p L de bicarbonato de amonio 50 mM)
em cada amostra, as quais foram homogeneizadas e incubadas na estufa a 37°C por 19 horas.
Apos esse periodo foram adicionados 10 pL de &cido trifluoroacético 5% (TFA), seguida
de incubacdo a 37°C por 90 minutos. Em seguida, as amostras foram centrifugadas e o
sobrenadante transferido para novo tubo para concentragdo em uma centrifuga a vacuo por um
periodo de 1 hora e 30 minutos. O precipitado foi solubilizado em 50 puL de agua mili-Q,
quantificado no Qiubit e concentrado novamente por mais40 minutos. Posteriormente as

amostras foram solubilizadas com acido formico a 0,1% e injetadas no equipamento.

2.4. Espectrometria de Massa LC-MS/MS

As amostras foram aplicadas no cromatdgrafo liquido Dionex para nanocromatografia
sob pressédo constante de 250 bars. Depois do carregamento e da lavagem, aliquotas de 3 ug de
misturas de peptideos foram injetadas em uma coluna de aprisionamento (trap-column) com
2cm x 100pm, contendo particulas de C18 Sum para concentragdo. As amostras foram eluidas

dessa coluna para uma coluna analitica (32 cm x 75 um, C18 5 um) e desta para a fonte de
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ionizacdo do espectrémetro. O gradiente de elui¢do foi composto por acido férmico 0.1% em
agua (solvente A) eacido férmico 0.1% em acetonitrila (solvente B), em um gradiente de 2 a
35% de solvente B durante 180 minutos. As fracdes eluidas diretamente na fonte de ionizacéo
do espectrometro de massa do tipo Orbitrap Elite foram analisadas em modo DDA (aquisi¢édo
dependente de dados), gerando espectros MS1 no analisador Orbitrap (com resolucdo de
120.000 FWHM a 400m/z) entre as massas 350-1650 m/z e exclusdo dindmica de 10ppm. Para
cada espectro MS1, foram escolhidos automaticamente os 20 ions mais intensos com cargas
acima de 2 e direcionados a fragmentacdopor CID (collision induced dissociation) com o
ganho automatico controle (AGC) de 1 x 10° e tempo de preenchimento maximo (maximum
TI) de 120 ms. A configuracdo para CID foi: janela deisolamento de 2.0 m/z em 20s, com AGC
de 5 x 10%, maximo T1 de 100 ms, com energia de colisdo normalizada em 35% e limiar para a
selecédo de 3000.

2.5. Anélise dos dados

Para andlise dos dados foi utilizado o software Progenesis® QI for proteomics (Non linear
Dynamics). Os espectros MS/MS contidos nos arquivos foram confrontados com os respectivos
bancos de dados do software Peaks® (Bioinformatics Solutions). Todos os bancos de dados
serdo obtidos do UniprotKB/Swiss-Prot e UniprotKB/TrEMBL (http:www.uniprot.org). Os
parametros debusca para o programa PEAKS7 foram tolerancias de massa do precursor e de
massa do fragmento iguais a 10 ppm e 0,8 Da, respectivamente, até duas clivagens perdidas.
Os filtros utilizados para a busca foram 3: FDR (PSM)=1%; -10IgP (peptideo) > 23,2; 10IgP
(proteina) > 20; de novo TLC > 3;de novo ALC > 50%, apenas peptideos rank 1.

Cada proteina identificada foi categorizada de acordo com o processo biolégico com o qual
esta envolvida usando dados do UniProt (http://www.ebi.uniprot.org). Quando as informac6es
ndo estavam disponiveis, as proteinas foram classificadas com base em pesquisas

bibliogréficas.

3. Resultados
Plantas da variedade TVu 966 inoculadas com CABMV mostraram sintomas leves do
mosaico, enquanto que plantas da variedade Sempre Verde Luiz Eduardo Magalhdes (LEM)

apresentaram clorose, faixa verde de nervura, bolhosidadee encrespamento (Figura 1).
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Figura 1: Plantas da variedade LEM com clorose, um dos sintomas do CABMV

3.1 Identificacdo e classificacdo biolégica de proteinas diferencialmente
abundantes de plantas de feijao-caupi desafiadas pelo CABMV

O entendimento das mudangas na expressdo de proteinas durante a infeccdo viral
fornece importantes informacdes sobre 0s processos envolvidos nessa interacdo. Assim, foram
analisados osperfis proteicos do feijao—caupi nas variedades Sempre Verde Luiz Eduardo
Magalhdes (LEM) e TVu 966, durante a interacdo compativel com CABMV.

No estudo, as alteragdes nos perfis proteicos das folhas das variedades de feijdo-caupi
LEMe TVu 966, submetidas & inoculagdo com CABMV, foram investigados nos tempos
controle e ap6s 72 horas de inoculacdo. Apds andlise por LC-ESI-MS / MS, utilizando o
software Peaks® (Bioinformatics Solutions) para identificacdo dos peptideos de ambas as
variedades, foram identificadas 125 proteinas totais diferencialmente abundantes em ambas as
variedades (dados ndo mostrados).

Foram identificadas um total de 250 proteinas diferencialmente abundantes nas
variedades susceptivel e resistente, onde 125 proteinas totais diferencialmente abundantes na
variedade susceptivel, enquanto 46 estavam aumentadas e 79 estavam diminuidas as 72
horas. Entretanto também foram identificadas 125 proteinas totais diferencialmente abundantes
na variedade TVu 966, enquanto 31 estavam aumentadas e 94 diminuidas as 72 horas.

Além da analise quantitativa, uma andlise qualitativa também foi realizada e as proteinas
foram classificadas de acordo com o processo metabolico que desempenham no organismo
vegetal.

Baseado na anotacdo do Gene Ontology (GO) as fungdes bioldgicas de ambas as

variedades estudadas foram classificadas em 21 categorias: processo metabolico, fotossintese,
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traducdo, processo celular, processo catabdlico, dobramento de proteinas, processo
biossintético, resposta e defesa a estresse, homeostase, desenvolvimento de pdlen, processo de
modificacdo celular, processamento de RNA, regulacéo de transporte de protons, transporte de
proteinas, inativacao e regulacdo de transcri¢do, importacdo de proteina na matriz peroxissoma,
silenciamento génico p6s- transcrional, transporte transmembrana, importacdo de proteina na

matriz peroxissomal, ciclo redutor de pentose-fosfato, desconhecido (Figura 2).

Figura 2. Classificagdo funcional das proteinas diferencialmente abundantes em folhas de

feijdo-caupi nas variedades LEM e TVu 966 no tempo de 72 horas.
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4. Discusséo
4.1. Identificagdo e classificacdo biologica de proteinas diferencialmente
abundantes de plantas de feijdo-caupi desafiadas pelo CABMV

A andlise protebmica comparativa de plantas das variedades LEM e TVu 966 nos
tempos controle e 72 horas apds a inoculagio com CABMV mostrou 125 proteinas
diferencialmenteabundantes (Tabela 1 e 2).

A maioria das proteinas identificadas em LEM e / ou TVu 966 correspondem a Vigna
unguiculata. No entanto, todas as proteinas diferencialmente abundantes nas variedades
LEM eTVu 966 estdo envolvidas em varios processos bioquimicos e/ou fisioldgicos, que
denotam acomplexidade da reprogramacéao genética que feijao-caupi suscetiveis e resistentes

homdlogos podeativar/reprimir quando desafiado pelo CABMV.
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4.2. Classificacdo biologica das proteinas de feijdo-caupi diferencialmente
abundantes
4.2.1. Proteinas envolvidas no metabolismo

Em plantas, as infeccbes patogénicas causam alteragcbes comuns e as perturbagdes
metabolicas sdo muito importantes. A defesa vegetal contra patégenos também envolve sintese
de compostos e uso de grande quantidade de energia, de forma que reagdes catabolicas e/ou
anabdlicassdo comumente utilizadas para produzir mais energia para essas reacOes
bioguimicas [60]. A diminuicdo da sintese de proteinas envolvidas na geracdo de energia em
V. unguiculata, como consequéncia da infeccdo com CABMV, pode ser vantajosa para o virus,
pois enfraquece o metabolismo do hospedeiro, de forma que este pode investir menos em
compostos de defesa para bloquear a acao do patdgeno.

As proteinas de metabolismo relacionado ao processo glicolitico predominaram na
variedade LEM em relacdo a TVu 966 (Tabela 3), sugerindo a importancia da energia (ATP e
NADPH) para desencadear respostas de defesa contra a infecgdo ao virus. Em plantas, a
ativacdo derespostas de defesa tem um alto custo na mobilizacdo de mudancgas metabdlicas para
superar ou suprimir o ataque do patdgeno [9]. Neste trabalho, as mudancas na modulacdo de
proteinas relacionadas a glicélise e as vias metabolicas da gliconeogénese foram observadas.
Ambas séo caminhos do metabolismo de carboidratos que ocorrem sob regulacéo coordenada
fina. Interessante,as proteinas fosfoglicerato quinase e fructose bifosfato aldolase, que estdo
envolvidas na glicolise e Gluconeogénese, estavam representadas em ambas as variedades
(tabela 3).

A variedade LEM mostrou maior abundéncia da proteina  serina
hidroximetiltransferases (Tabela 1), em comparagdo com a variedade TVu 966, sendo esta uma
enzima que catalisa a conversdo de glicina em serina na fotorrespiracdo [36]. Recentemente,
um grupo de pesquisamostrou aumento do nivel de serina hidroximetiltransferase em uma
interacdo incompativel entre uma planta de caju resistente (clone BR 226) e o fungo
Lasiodiplodia theobromae, sugerindo um papel desta proteina na defesa da planta [37].

Além das proteinas envolvidas com a sintese proteica, merecem destaque, também, as
proteinas envolvidas na sua degradacdo. Sistemas de ubiquitina-proteassoma (UPS) tém
emergido como uma eficiente maquinaria de defesa contra virus invasores [41;42]. O
proteassoma 26S, que compde o0 UPS, esta engajado na defesa contra virus em quase todas as
etapas do mecanismo de defesa [41;42]. Em plantas de tomate suscetiveis, por exemplo, a
superexpressdo do gene que codifica a subunidade 26S levou tanto a indugdo da PCD como a

ativacdo de PR-proteinas e a alteragédo na atividade de enzimas antioxidantes [45].
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A repressdo de proteinas relacionadas com a ubiquitinacdo e com subunidades do
proteassoma também favorece o estabelecimento da doenca em feijio—caupi. E relatado na
literatura que os virus podem influenciar na perda de proteinas do hospedeiro, na intencdo de
reduzir sua defesa, reduzir a morte celular e, assim, promover a replicagéo viral [41;40].

Especialmente no estudo das interacBes entre virus e plantas, a categoria de proteinas
envolvidas no metabolismo de RNA do hospedeiro merece especial atencéo, pois podem
acionar mecanismo especifico de defesa contra os virus.

Esse mecanismo €é o principio da técnica do RNA de interferéncia, que, atualmente, tem
sido intensamente utilizada para promover protecdo de diversas plantas contra diversos
patdgenos, principalmente virus [54; 55]. Dessa forma, esses resultados indicam que a
diminuicdo da sintese deproteinas, que deve auxiliar a planta na defesa contra o virus e inibir o
mecanismo de silenciamento génico, pode ser um dos principais fatores para a forte
susceptibilidade da variedade Sempre Verde Luiz Eduardo Magalhées (LEM).

Foi encontrada a methyltransferase, uma proteina de metabolismo de lipideos que possui
umpapel fundamental como reserva energética em reagdes catabdlicas e na estabilizacdo da
membrana plasmatica em reacdes anabolicas. Existem evidéncias de que 0s virus nao so
exploram a sinalizagéo lipidica e induzem modificagdes nas membranas para beneficiar a
prépria movimentacdo entre as células, como, também, reprogramam a sintese, degradacéo
e acompartimentalizagdo durante a replicagdo e outros eventos importantes do ciclo de vida
viral [48].

Por fim, proteinas relacionadas com o metabolismo de carboidratos foram aumentadas
na variedade TVu 966 em comparacdo com LEM. InfeccOes virais comumente afetam a
assimilacdo decarbono e o metabolismo de carboidratos em seus hospedeiros [53; 54; 55; 49].
Foi mostrado que o acumulo de agUcares soltveis em plantas infectadas com TMV e PLRV
(virus do enrolamento foliarda batata), ou em plantas transgénicas que expressam proteinas
virais, ocorreu como efeito indireto das proteinas MP do virus [50; 56; 61]. O acumulo de
acucares também pode estar envolvido na regulacdo génica, levando a repressdo de genes

envolvidos na fotossintese, como foi observado em tabaco infectado com o PLRV [51].

4.2.2. Proteinas envolvidas na resposta de defesa a estresse

Dentre as proteinas diferencialmente acumuladas relacionadas ao estresse biotico,
diversas proteinas de defesa aumentaram em abundéncia na variedade LEM em comparacédo
com TVu 966, aexemplo das chaperonas (Tabela 1).

O aumento da sintese de diversas chaperonas € induzido durante a infeccdo viral, porque
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facilita a patogénese ou porque participa dos mecanismos de resposta intracelular causados pela
infeccdo [30, 22]. Os virus necessitam de chaperonas para auxiliar no correto enovelamento de
suas proprias proteinas, tendo em vista que muitas delas podem ser mal formadas e gerar
agregados, como consequéncia de diversas mutacdes produzidas durante a replicacéo [16].

As proteinas de choque térmico sdo uma das principais classes de moléculas chaperonas
e possuem muitos papéis nas células eucarioticas, em resposta a estresses abioticos e também
em resposta ao ataque de patdgenos. A HSP70 e as HSP90 sdo componentes essenciais do
mecanismo de defesa da resposta hipersensitiva [18] e as HSP70 sdo induzidas em infeccdes
virais, tanto em plantas como em animais [6, 35]. Diversas plantas hospedeiras, como ervilha
(Pisum sativum), N. benthamiana, abdbora (Cucurbita pepo), tabaco (Nicotiana tabacum) e

Arabidopsis induziram a sintese de HSP70, apos infec¢do viral [5, 11, 15, 16, 35, 4].

Embora o papel exato das HSP70 na resposta aos virus ndo seja bem definido, ainda, €
especulado que essas proteinas sejam requeridas durante a rapida maturacdo de proteinas virais
e durante o turnover no curto ciclo de replicacdo. Além disso, existem evidéncias de que elas
podem ter, também, papel no movimento célula-a-célula dos virus. Prokhnevsky et al. [40]
mostraram que essas proteinas auxiliam no movimento de virus membros da familia
Closteroviridae atraveés dos plasmodesmos e Aoki et al. [3] também mostraram que essas
proteinas estdo relacionadas com o trafico intercelular, sendo requeridas por outros virus.

Dentro do grupo das proteinas envolvidas com a defesa, importantes proteinas
diretamente relacionadas com resposta ativa a patdgenos foram encontradas: proteina de
choque térmico 90-5; endoplasmina homologa, proteina tipo MLP 43, metacaspase, proteina
associada a membrana de 30 KDa, dentre outras.

Outra proteina encontrada foi a metacaspase que teve sua abundancia reduzida em
ambas as variedades, o que, obviamente, confere vantagem a sobrevivéncia do virus, tendo em
vista que assim se evita a ativacdo da morte celular programada. Durante as repostas de defesa
das plantas, a ativacdo da PCD e a inducdo da HR restringe a propagacdo do patogeno e ativa
proteinas de defesa [42; 57].

4.2.3. Proteinas envolvidas na homeostase redox celular

Dentro do grupo das proteinas envolvidas com a homeostase redox, a comparacdo de
dados de plantas infectadas com o CABMV com plantas controles, a variedade TVu 966
mostrou aproximadamente cinco proteinas diferencialmente abundantes aumentadas. As

proteinas sdo as seguintes: Transketolase; Fructose-bisphosphate aldolase; ATP synthase
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subunit beta; Ferredoxin- thioredoxin reductase; Phosphoglycerate kinase, enquantoa variedade
LEM: Serine hydroxymethyltransferase, entre outras.

A inibicdo das proteinas antioxidantes ndo € tdo positiva para o virus, tendo em vista
que elas sdo responsaveis por remover as ROS que, por sua vez, podem desencadear a resposta
hipersensitiva e morte celular programada, restringindo a propagacéao do virus.

Mesmo com a inibi¢cdo no acumulo de proteinas induzidas pelo CABMV, foi possivel
observar acumulo de vérias proteinas importantes para a defesa vegetal. Muitas vezes, um
organismo é considerado suscetivel ndo porque nao consiga responder ativamente a um
estresse, mas sim porque nao responde no tempo adequado.

Existem muitos exemplos de organismos suscetiveis a diversas doencas que chegam a
responder ao estresse com uma maior intensidade do que organismos resistentes, entretanto em

um tempo tardio, de forma que ndo conseguem evitar o estabelecimento da doenca.

Algumas proteinas que tiveram reducdo na sintese por inducdo do CABMV também
estdo diretamente relacionadas com uma estratégia positiva para a defesa do hospedeiro,
prejudicando o virus. Como ndo se sabe, exatamente, como a induc¢do dessa inibi¢do ocorre,
pode ser que a sintese dessas proteinas seja reduzida inicialmente porque a regulacdo da
repressdo de seus genes correspondentes ndo seja tdo especifica, de forma que pode haver
alteracdo na abundancia de diversas classes de proteinas, mesmo daquelas que possam
prejudicar o desenvolvimento dos virus, ou simplesmente tenham sua sintese diminuida como
estratégia vegetal para defesa.

Todos esses resultados discutidos mostram a complexidade da interacdo compativel
virus- hospedeiro. As vezes, a interpretacio desses sistemas de defesa se torna muito dificil
pois, como discutido também por [14], é tentador visualizar as mudancas identificadas no
hospedeiro como eventos bioquimicos direcionados que garantem vantagens aos virus ou aos
hospedeiros. Entretanto,na realidade, o que acontece é um balango mutuo entre a ativacao das

respostas de defesa do hospedeiro e a pressao seletiva do virus para explorar o hospedeiro.

4.2.4. Proteinas envolvidas na fotossintese e fotorrespiracéo

Muitos estudos tém revelado que as plantas infectadas com virus sdo, geralmente,
caracterizadas pela diminuigdo na taxa fotossintética, sugerindo que a fotossintese seja uma das
atividades mais reprimidas durante a resposta de defesa do hospedeiro [26, 28, 24].

N&o é inesperado que a infeccdo viral induza mudancas na fotossintese, pois 0s sintomas

comumente descritos desencadeados pelos virus estdo diretamente relacionados com
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aberragdes noscloroplastos, como presenga de “mosaicos”, “ilhas verdes”, “folhas amareladas”
ou clorose [58]. Existem evidéncias de que alguns virus podem interagir diretamente com 0s
cloroplastos e até mesmo entrar nessas organelas [43;59]. Essas observacdes sugerem
associacao proxima entre alguns virus e os cloroplastos, entretanto, pouco se sabe sobre a
significancia bioldgica dessa associacdo. Uma hipotese é que alguns RNAs virais podem ser
sintetizados dentro dessas organelas, usando a maquinaria ribossomal dos cloroplastos,
causando dramaticos efeitos na sintese de proteinas normais nessas unidades [52].

Neste trabalho, as proteinas identificadas relacionadas a fotossintese foram relacionadas
comum aumento na abundancia no tempo controle em relacdo ao tempo de 72 horas apos a
incoculacdo em plantas das variedades LEM e TVu 966 (Tabela 3).

Reac0es fotossintéticas no fotossistema Il geram espécies reativas de oxigénio (ROS)
em cloroplastos. Estudos protebmicos mostraram que as proteinas relacionadas a fotossintese
diminuemem abundéncia em plantas infectadas por virus [10, 19]. Por isso, € consistente que
patdgenos biotroficos, como virus, que exigem células hospedeiras para estar vivo, tentem
diminuir a fotossintese e o processo relacionado [9, 19] para evitar PCD. Tem sido relatado que
virus podem reduzir a capacidade fotossintética durante uma interagdo compativel, causando
acumulacao de CP no interior dos cloroplastos, o que afeta o complexo central PSII, inibindo
sua fungéo ou interferindono metabolismo da clorofila [27, 20].

Tem sido aceito que o peroxido de hidrogénio (H20-) e espécies reativas ao oxigénio
(ROS) agem como moléculas sinalizadoras importantes na resposta ao estresse bidtico e
abidtico, pois servem como mensageiros para a ativacdo de genes de defesa [61].

Foi encontrada uma proteina exclusiva PREDICTED: protein curvature thylakoid 1B,
chloroplast exclusiva no tempo controle da variedade Sempre Verde Luiz Eduardo Magalhaes
(LEM). Segundo Heinz et al [62] a fotossintese ocorre em tilacoides, um sistema de membrana
altamente especializado, estando dispostos paralelamente a membrana plasmatica e
ocasionalmente convergem para formar centros de biogénese, a deficiéncia de curvature
thylakoid 1 (CurT) aumenta a sensibilidade ao estresse osmotico, adicionando um nivel de para
a funcdo CurT. Esses autores propuseram que CurT é crucial para a diferenciagdo, incluindo a

formacéo de centros de biogénese relacionados ao PSII, em Synechocystis 6803.

Duas das proteinas que interagem com CURT1A (RTNLB4 e RTNLB8) pertencem a
um grupo de proteinas (reticulons) principalmente em mamiferos e leveduras, onde estdo
implicados num nimero de processos, incluindo a transporte. Reticulons em plantas (RTNLBS)

sdo menos conhecidos, mas Arabidopsis tem 21 genes AtRTNLB identificados e a homologia
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das proteinas infere em papéis semelhantes em plantas e em animais [63;64]. AtRTNLB4 tem
sido encontrada no reticulo endoplasmatico (ER), adjacente aos cloroplastos onde ER formou
uma rede como estrutura em torno do cloroplasto, e os resultados sugerem que estejam
envolvidos no tréfico de ER- cloroplasto [63;64].

Recentemente foi relatado que proteinas potencializadoras de oxigénio podem ter acdo
diretacontra virus por inibicdo da replicagdo viral. Por exemplo, Balasubramaniam et al [7]
mostraram que proteinas estimuladoras de oxigénio FSII interagem com a proteina de
revestimento (CP) de AMV (Virus do Mosaico da Alfafa), inibindo a replicacdo, o que denota
um papel direto na defesa antiviral.

Além disso, na variedade TVu 966 foram observadas as proteinas Photosystem | P700
chlorophyll a apoprotein A2 e Photosystem 1l CP43 reaction center protein que estdo
relacionadas com a integridade de cloroplastos e FSII.

Quatro proteinas relacionadas com o ciclo de Calvin-Benson foram aumentadas na
variedade LEM: Ribulose bisphosphate carboxylase/oxygenase activase; Ribulose-phosphate
3-epimerase; Ribulose bisphosphate carboxylase small chain; Rubisco large subunit-binding

protein subunit beta (Tabela 1).

5. Concluséao

As analises comparativas possibilitaram um maior entendimento sobre possiveis
mecanismos envolvidos na defesa/resisténcia e suscetibilidade a esse potyvirus (CABMV).

A obtenc¢do dos dados mostrou pela primeira vez os perfis protéicos susceptivel (LEM)
e resistente (TVu 966) infectados com 0o CABMV, o que representa o carater inédito do presente
trabalho auxiliando dentro dos programas de melhoramento genético de feijao-caupi e que vem
a contribuir cada vez mais para 0 aumento da produtividade da presente cultura.

Algumas proteinas sdo importantes pois estdo envolvidas na resisténcia tais como:
PREDICTED: 20 kDa chaperonin, chloroplastic-like; PREDICTED: chaperone protein ClpC,
chloroplastic-like; PREDICTED: fructose-bisphosphate aldolase; PREDICTED: 60S
ribosomal protein L36-3-like entre outras.

Esse trabalho mostrou que a complexidade das respostas que ocorrem na interacéo
compativel entre feijdo-caupi com o virus CABMYV enfatiza o balanco que ocorre entre a
tentativa de defesa do hospedeiro e a tentativa de invasédo e propagacao do patogeno. O feijdo-
caupi foi capaz de responder ativamente ao virus, por meio do acumulo de diversas proteinas
envolvidas na defesa, mas, ainda assim, insuficiente para evitar o estabelecimento da doenca

viral, em decorréncia do patdégeno conseguir se sobrepor a defesa da planta.
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Tabela 1.Proteinas diferencialmente abundantes identificadas por ESI LC — MS/MS na variedade LEM.

Acesso

Proteina identificada (Organismo)

0i[190437328|gb|FG833806.1|FG833806

0i[190442938|gb|FG839527.1|FG839527

0i|182662174|gb|FF556519.1|FF556519
radiata]

Fotossintese e fotorrespiracéo

PREDICTED: ribulose-phosphate 3-epimerase, chloroplastic [Vigna radiata var.
radiata] PREDICTED: photosynthetic NDH subunit of subcomplex B 2, chloroplastic
[Vigna radiata var.

PREDICTED: ruBisCO large subunit-binding protein subunit beta, chloroplastic [Vigna radiata var.radiata]

0i|190422407|gb|FG818489.1|FG818489
0i|190442533|gh|FG841306.1|FG841306
angularis]

0i|190467813|gh|FG865787.1|FG865787

0i[190447688|gb|FG840593.1|FG840593
0i[190556564|gb|FG935771.1|FG935771
unguiculata]

0i[190418564|gb|FG813249.1|FG813249

0i[190460307|gb|FG858351.1|FG858351
0i[190458082|gb|FG855425.1|FG855425

gi[190555357|gb|FG940244.1|FG940244
gi[190527957|gb|FG920307.1|FG920307

0i[190476957|gb|FG868541.1|FG868541

gi[190455702|gb|FG853895.1|FG853895;gi[221050576|gb|GH621481.1|GH621481
0i[182661275|gb|FF556677.1|FF556677;gi[190465737|gb|FG856671.1|FG856671

var. radiata]gi|190426285|gb|FG822950.1|FG822950
0i[182658412|gb|FF554878.1|FF554878

0i|190548788|gb|FG930548.1|FG930548

gi[190485266|gb|FG874861.1|FG874861

angularis] gi|190420723|gh|FG816813.1|FG816813;gi|190471994|gh|FG867509.1|FG867509
var. radiata]gi|190442647|gb|FG842395.1|FG842395

Ribulose bisphosphate carboxylase large chain [Glycine soja]
PREDICTED: ribulose bisphosphate carboxylase small chain 1, chloroplastic [Vigna

PREDICTED: oxygen-evolving enhancer protein 1, chloroplastic [Vigna angularis]
PREDICTED: ribulose bisphosphate carboxylase/oxygenase activase, chloroplastic-
like [Vigna

angularis]

Ribulose 1,5-bisphosphate carboxylase/oxygenase large subunit (chloroplast) [Vigna

Photosystem 11 CP43 chlorophyll apoprotein (chloroplast) [Phaseolus vulgaris]
PREDICTED: ruBisCO large subunit-binding protein subunit beta, chloroplastic [Vigna
radiata var.

radiata]

Photosystem | P700 apoprotein A2 (chloroplast) [Vigna unguiculata]

Estresse e resposta a defesa
PREDICTED: heat shock 70 kDa protein, mitochondrial-like [Glycine max]
Heat shock cognate 70 kDa protein 2-like [Vigna radiata]

PREDICTED: 33 kDa ribonucleoprotein, chloroplastic [Vigna radiata var. radiata]

PREDICTED: metacaspase-5-like [Vigna radiata var. radiata]

PREDICTED: 20 kDa chaperonin, chloroplastic-like [Vigna radiata
PREDICTED: heat shock cognate protein 80-like [Vigna angularis]
PREDICTED: heat shock protein 90-6, mitochondrial [Vigna angularis]
Heat shock cognate 70 kDa protein [Glycine soja]

PREDICTED: heat shock protein 90-5, chloroplastic isoform X1 [Vigna
PREDICTED: 29 kDa ribonucleoprotein A, chloroplastic-like [Vigna radiata
PREDICTED: chaperone protein ClpC, chloroplastic-like [Glycine max]
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Energia e metabolismo

0i|190425659|gb|FG819503.1|FG819503 PREDICTED: fructose-bisphosphate aldolase, cytoplasmic isozyme [Vigna radiata var.
radiata]
0i|190541012|gh|FG922897.1|FG922897 PREDICTED: phosphoglycerate kinase, cytosolic-like [Vigna radiata var. radiata]
0i|190426998|gb|FG822254.1|FG822254 PREDICTED: fructose-bisphosphate aldolase, cytoplasmic isozyme [Vigna radiata var.
radiata]
0i|190439101|gbh|FG834028.1|FG834028 PREDICTED: fructose-bisphosphate aldolase, cytoplasmic isozyme [Vigna radiata var.
radiata]
0i|190432634|gb|FG830967.1|FG830967 PREDICTED: phosphoglycerate kinase, cytosolic-like [Vigna radiata var. radiata]
0i|190494787|gb|FG880811.1|FG880811 PREDICTED: phosphoglycerate kinase, cytosolic-like [Vigna radiata var. radiata]
gi|190429555|gb|FG825083.1|FG825083 PREDICTED: phosphoglycerate kinase, cytosolic-like [Vigna radiata var. radiata]
0i|190433792|gb|FG827576.1|FG827576 PREDICTED: probable ATP synthase 24 kDa subunit, mitochondrial [Vigna angularis]
gi|190454086|gb|FG849874.1|FG849874 PREDICTED: fructose-bisphosphate aldolase, cytoplasmic isozyme [Vigna radiata var.
radiata]
0i|190464733|gb|FG860893.1|FG860893 PREDICTED: phosphoglycerate kinase, cytosolic-like [Vigna radiata var. radiata]
gi|190472254|gb|FG872020.1|FG872020 PREDICTED: fructose-bisphosphate aldolase, cytoplasmic isozyme [Vigna radiata
var. radiata]gi|190524825|gb|FG913942.1|FG913942;9i|190541632|gb|FG923885.1|FG923885  PREDICTED: phosphoglycerate kinase, cytosolic-like [Vigna radiata var. radiata]
0i|190454890|gb|FG852823.1|FG852823 PREDICTED: V-type proton ATPase subunit H [Vigna radiata var. radiata]
gi|190466335|gb|FG866844.1|FG866844 PREDICTED: fructose-bisphosphate aldolase, cytoplasmic isozyme 1 [Vigna angularis]
0i|190498074|gh|FG888816.1|FG888816 PREDICTED: phosphoglycerate kinase, cytosolic-like [Vigna radiata var. radiata]
PREDICTED: alpha-1,4 glucan phosphorylase L isozyme, chloroplastic/amyloplastic-like
isoform X2

gi[190446318|gb|FG839808.1|FG839808
gi[190468035|gb|FG863799.1|FG863799

0i[190545792|gb|FG934390.1|FG934390
0i[190432258|gh|FG829369.1|FG829369
radiata]
0i[190432336|gb|FG829408.1|FG829408
gi|190509086|gh|FG897329.1|FG897329
0i|190414651|gbh|FG812182.1|FG812182
0i[190497332|gh|FG886709.1|FG886709
0i|190459743|gh|FG860152.1|FG860152
0i[190444457|gb|FG839248.1|FG839248
0i|190487674|gbh|FG880149.1|FG880149
radiata]
0i[190413191|gb|FG808311.1|FG808311
angularis]
0i[190467552|gb|FG864408.1|FG864408

[Vigna angularis]

PREDICTED:
PREDICTED:
isoform X1

phosphoglycerate kinase, cytosolic-like [Vigna radiata var. radiata]
alpha-1,4 glucan phosphorylase L isozyme, chloroplastic/amyloplastic-like

[Vigna angularis]

PREDICTED:

PREDICTED:
PREDICTED:
PREDICTED:
PREDICTED:
PREDICTED:

fructose-bisphosphate aldolase, cytoplasmic isozyme [Vigna radiata var.

phosphoglycerate kinase, cytosolic-like [Vigna radiata var. radiata]
homoserine kinase-like [Vigna radiata var. radiata]

V-type proton ATPase subunit B 1 [Vigna radiata var. radiata]

serine hydroxymethyl transferase, mitochondrial [Vigna radiata var. radiata]
phosphoenolpyruvate carboxylase 4-like [Vigna radiata var. radiata]

ATP synthase beta subunit, partial (chloroplast) [Vigna vexillata]

PREDICTED:

PREDICTED:

PREDICTED:

ferredoxin-dependent glutamate synthase, chloroplastic [Vigna radiata var.
LOW QUALITY PROTEIN: ubiquitin-activating enzyme E1 1-like [Vigna

delta(24)-sterol reductase [Vigna angularis]

Homeostase Redox



0i|190488890|gh|FG879845.1|FG879845 PREDICTED: transketolase, chloroplastic [Vigna angularis]
0i|182662098|gb|FF556219.1|FF556219 PREDICTED: dihydrolipoyl dehydrogenase 2, chloroplastic-like [Glycine max]
0i|190469210|gh|FG861943.1|FG861943 PREDICTED: ferritin-3, chloroplastic [Vigna angularis]

Processo celular

gi|190501611|gh|FG890585.1|FG890585;0i|190417314|gh|FG816054.1|FG816054 14-3-3-like protein

[Vigna angularis]gi|190509563|gb|FG896223.1|FG896223 14-3-3-like protein [Vigna
angularis]

0i|190433809|gh|FG828308.1|FG828308 14-3-3-like protein [Vigna angularis]
gi|190550383|gb|FG935002.1|FG935002 14-3-3-like protein [Vigna angularis]
0i|221051395|gh|GH622021.1|GH622021 14-3-3-like protein [Vigna angularis]
0i|190481477|gb|FG876167.1|FG876167 14-3-3-like protein [Vigna
angularis]gi|190501611|gb|FG890585.1|FG890585;4i|190417314|gb|FG816054.1|FG816054 14-3-3-like protein [Vigna
angularis]gi|190509563|gh|FG896223.1|FG896223 14-3-3-like protein [Vigna
angularis]

0i|190433809|gh|FG828308.1|FG828308 14-3-3-like protein [Vigna angularis]

RNA Fator and RNA Processing
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0i|190419016|gh|FG816613.1|FG816613 PREDICTED: H/ACA ribonucleoprotein complex subunit 4-like [Vigna radiata
var. radiata]gi|182660646|gb|FF555516.1|FF555516;0i|190449261|gb|FG844001.1|FG844001 PREDICTED: eukaryotic translation initiation factor 3 subunit F [Vigna radiata
var. radiata]gi|182659644|gb|FF555326.1|FF555326 PREDICTED: eukaryotic translation initiation factor [Vigna angularis]
0i|190443050|gh|FG840276.1|FG840276 PREDICTED: eukaryotic initiation factor 4A-2-like [Vigna angularis]
0i|190453897|gb|FG849533.1|FG849533 PREDICTED: trigger factor-like protein TIG, Chloroplastic [Vigna angularis]
Traducéo
0i|190416402|gb|FG808460.1|FG808460 PREDICTED: 60S ribosomal protein L32-1 [Vigna radiata var. radiata]
0i|190525877|gb|FG912784.1|FG912784 PREDICTED: 60S ribosomal protein L36-3-like [Glycine max]
0i|190459824|gb|FG860208.1|FG860208 PREDICTED: 60S ribosomal protein L10a [Glycine max]
0i|182658227|gb|FF552369.1|FF552369 PREDICTED: 60S ribosomal protein L4 [Vigna radiata var. radiata]

0i|190421627|gb|FG820720.1|FG820720 PREDICTED: 60S ribosomal protein L13-1 [Vigna angularis]
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Tabela 2. Proteinas diferencialmente abundantes identificadas por ESI LC — MS/MS na variedade TVu 966.

Acesso Proteina identificada (Organismo)

Fotossintese e Fotorrespiracao

0i|190447688|gb|FG840593.1|FG840593 PREDICTED: ribulose bisphosphate carboxylase/oxygenase activase, chloroplastic-like [Vigna radiata
var. radiata]

0i|190459743|gh|FG860152.1|FG860152 PREDICTED: phosphoenolpyruvate carboxylase 4-like [Vigna angularis]
0i|190442938|gb|FG839527.1|FG839527;0i|190488788|gb|FG879795.1|FG879795  PREDICTED: photosynthetic NDH subunit of subcomplex B 2, chloroplastic [Vigna
angularis]gi|190467813|gh|FG865787.1|FG865787 PREDICTED: oxygen-evolving enhancer protein 1, chloroplastic [Vigna radiata var.

radiata]

0i|182658412|gb|FF554878.1|FF554878 Ribulose bisphosphate carboxylase large chain [Glycine soja]
0i|190556564|gb|FG935771.1|FG935771 ribulose 1,5-bisphosphate carboxylase/oxygenase large subunit (chloroplast) [Vigna unguiculata]
0i|190437328|gbh|FG833806.1|FG833806 PREDICTED: ribulose-phosphate 3-epimerase, chloroplastic [Vigna radiata var. radiata]
0i|182658227|gb|FF552369.1|FF552369 PREDICTED: ribulose bisphosphate carboxylase small chain 1, chloroplastic [Vigna

angularis] gi|190469716|gb|FG864633.1|FG864633;0i|190467992|gb|FG862222.1|FG862222 PREDICTED: photosystem | reaction center subunit psaK, chloroplastic

[Vigna radiata var. radiata]gi|190458082|gb|FG855425.1|FG855425 photosystem | P700 apoprotein A2 (chloroplast) [Vigna unguiculata]
0i|190418564|gb|FG813249.1|FG813249 photosystem Il CP43 chlorophyll apoprotein [Phaseolus vulgaris]

Estresse resposta a defesa

0i|190555357|gb|FG940244.1|FG940244 PREDICTED: heat shock 70 kDa protein, mitochondrial-like [Glycine max]

gi|190527957|gb|FG920307.1|FG920307 heat shock cognate 70 kDa protein 2-like [Vigna radiata]

0i|190476957|gb|FG868541.1|FG868541 PREDICTED: 33 kDa ribonucleoprotein, chloroplastic [Vigna radiata

var. radiata]gi|190455702|gb|FG853895.1|FG853895;7i[221050576|gb|GH621481.1|GH621481  PREDICTED: metacaspase-5-like [Vigna radiata var.

radiata] gi|182661275|gb|FF556677.1|FF556677;0i|190465737|gb|FG856671.1|FG856671 PREDICTED: 20 kDa chaperonin, chloroplastic-like

[Vigna radiata var. radiata] gi|190426285|gb|FG822950.1|FG822950 PREDICTED: heat shock cognate protein 80-like [Vigna angularis]

0i|182658412|gh|FF554878.1|FF554878 PREDICTED: heat shock protein 90-6, mitochondrial [Vigna angularis]

0i|190548788|gbh|FG930548.1|FG930548 Heat shock cognate 70 kDa protein [Glycine soja]

0i|190485266|gb|FG874861.1|FG874861 PREDICTED: heat shock protein 90-5, chloroplastic isoform X1 [Vigna

angularis] gi|190420723|gb|FG816813.1|FG816813;gi|190471994|gh|FG867509.1|FG867509 PREDICTED: 29 kDa ribonucleoprotein A, chloroplastic-like

[Vigna radiata var. radiata]gi|190442647|gb|FG842395.1|FG842395 PREDICTED: chaperone protein CIpC, chloroplastic-like [Glycine max]
Homeostase redox

0i|190446854|gb|FG840942.1|FG840942 PREDICTED: dihydrolipoyl dehydrogenase 2, chloroplastic-like [Glycine max]

0i|190453891|gb|FG849527.1|FG849527 PREDICTED: transketolase, chloroplastic [Vigna angularis]

0i|190469210|gb|FG861943.1|FG861943 PREDICTED: ferritin-3, chloroplastic [Vigna angularis]

RNA Fator and RNA Processing
0i|190443050|gb|FG840276.1|FG840276 PREDICTED: eukaryotic initiation factor 4A-2-like [Vigna angularis]
0i|182659644|gb|FF555326.1|FF555326 PREDICTED: eukaryotic translation initiation factor 3 subunit E [Vigna radiata

var. radiata] PREDICTED: eukaryotic translation initiation factor isoform 4G-1



gi[221050532|gb|GH620671.1/GH620671;gi[190539912|gb|FG923747.1[FG923747
gi190419016|gb|FG816613.1/FG816613
gi[182660646|gb|FF555516.1|FF555516,gi[190449261|gb|FG844001.1|FG844001
var. radiata]gi|190453897|gb|FG849533.1|FG849533

[Vigna radiata var. radiata]

PREDICTED: H/ACA ribonucleoprotein complex subunit 4 [Vigna angularis]
PREDICTED: eukaryotic translation initiation factor 3 subunit F [Vigna radiata
PREDICTED: trigger factor-like protein TIG, Chloroplastic [Vigna angularis]
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9i[190453897|gb|[FG849533. 1|FG849533

0i[190416402|gb|FG808460.1|FG808460
0i[190421627|gb|FG820720.1|FG820720
0i[190459824|gb|FG860208.1|FG860208
0i[182658227|gb|FF552369.1|FF552369

0i[190421627|gb|FG820720.1[FG820720
0i[190525877|gb|FG912784.1[FG912784

gi[190550383|gb|FG935002.1|FG935002
gi[221051395|gb|GH622021.1|GH622021
gi[190433809|gb|FG828308.1|FG828308
gi[190509563|gb|FG896223.1|FG896223

PREDICTED: trigger factor-like protein TIG, Chloroplastic [Vigna angularis]

Traducao

PREDICTED: 60S ribosomal protein L32-1 [Vigna radiata var. radiata]
PREDICTED: 60S ribosomal protein L13-1 [Vigna angularis]
PREDICTED: 60S ribosomal protein L10a [Glycine max]
PREDICTED: 60S ribosomal protein L4 [Vigna radiata var. radiata]
PREDICTED: 60S ribosomal protein L13-1 [Vigna angularis]
PREDICTED: 60S ribosomal protein L36-3-like [Glycine max]

Processo celular

14-3-3-like protein [Vigna angularis]
14-3-3-like protein [Vigna angularis]
14-3-3-like protein [Vigna angularis]
14-3-3-like protein [Vigna

angularis]gi|190501611|gb|FG890585.1|FG890585;9i|190417314|gb|FG816054.1|FG816054 14-3-3-like protein

[Vigna angularis] gi|190426285|gb|FG822950.1|FG822950
angularis]

gi[190425659|gb|FG819503.1|FG819503
0i[190541012|gb|FG922897.1|FG922897
0i[190426998|gb|FG822254.1|FG822254
gi[190439101|gb|FG834028.1|FG834028
0i[190432634|gb|FG830967.1|FG830967
gi[190494787|gb|FG880811.1|FG880811
0i[190429555|gb|FG825083.1|FG825083
0i[190444457|gb|FG839248.1|FG839248
gi[190467721|gb|FG864928.1|FG864928
0i[190433792|gb|FG827576.1|FG827576
gi[190454086|gb|FG849874.1|FG849874
gi[190464733|gb|FG860893.1|FG860893
gi[190472254|gb|FG872020.1|FG872020

14-3-3-like protein [Vigna

Processo metabolico

PREDICTED: fructose-bisphosphate aldolase, cytoplasmic isozyme [Vigna radiata var. radiata]
PREDICTED: phosphoglycerate kinase, cytosolic-like [Vigna radiata var. radiata]
PREDICTED: fructose-bisphosphate aldolase, cytoplasmic isozyme [Vigna radiata var. radiata]
PREDICTED: fructose-bisphosphate aldolase, cytoplasmic isozyme [Vigna radiata var. radiata]
PREDICTED: phosphoglycerate kinase, cytosolic-like [Vigna radiata var. radiata]
PREDICTED: phosphoglycerate kinase, cytosolic-like [Vigna radiata var. radiata]
PREDICTED: phosphoglycerate kinase, cytosolic-like [Vigna radiata var. radiata]

ATP synthase beta subunit, partial (chloroplast) [Vigna vexillata]

PREDICTED: glucose--fructose oxidoreductase isoform X3 [Vigna angularis]

PREDICTED: probable ATP synthase 24 kDa subunit, mitochondrial [Vigna angularis]
PREDICTED: fructose-bisphosphate aldolase, cytoplasmic isozyme [Vigna radiata var. radiata]
PREDICTED: phosphoglycerate kinase, cytosolic-like [Vigna radiata var. radiata]
PREDICTED: fructose-bisphosphate aldolase, cytoplasmic isozyme [Vigna radiata

var. radiata]gi|190524825|gb|FG913942.1|FG913942;(i|190541632|gb|FG923885.1|FG923885  PREDICTED: phosphoglycerate kinase, cytosolic-like [Vigna radiata

var. radiata] gi|190454890|gb|FG852823.1|FG852823
gi|190466335|gb|FG866844.1|FG866844

PREDICTED: V-type proton ATPase subunit H [Vigna radiata var. radiata]
PREDICTED: fructose-bisphosphate aldolase, cytoplasmic isozyme 1 [Vigna angularis]



gi[190498074|gb|FG888816.1|FG888816

PREDICTED:
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phosphoglycerate kinase, cytosolic-like [Vigna radiata var. radiata]

PREDICTED: alpha-1,4 glucan phosphorylase L isozyme, chloroplastic/amyloplastic-like isoform X2
[Vigna
gi|190446318|gb|FG839808.1|FG839808 angularis]
0i|190468035|gbh|FG863799.1|FG863799 PREDICTED: phosphoglycerate kinase, cytosolic-like [Vigna radiata var. radiata]
PREDICTED: alpha-1,4 glucan phosphorylase L isozyme, chloroplastic/amyloplastic-like isoform X1
[Vigna
0i|190545792|gbh|FG934390.1|FG934390 angularis]
0i|190432258|gh|FG829369.1|FG829369 PREDICTED: fructose-bisphosphate aldolase, cytoplasmic isozyme [Vigna radiata var. radiata]
0i|190432336|gh|FG829408.1|FG829408 PREDICTED: phosphoglycerate kinase, cytosolic-like [Vigna radiata var. radiata]
0i|190509086|gb|FG897329.1|FG897329 PREDICTED: homoserine kinase-like [Vigna radiata var. radiata]
0i|190414651|gb|FG812182.1|FG812182 PREDICTED: V-type proton ATPase subunit B 1 [Vigna radiata var. radiata]
0i|190497332|gh|FG886709.1|FG886709 PREDICTED: serine hydroxymethyl transferase, mitochondrial [\Vigna radiata var. radiata]
0i|190487674|gb|FG880149.1|FG880149 PREDICTED: ferredoxin-dependent glutamate synthase, chloroplastic [Vigna radiata var. radiata]
gi|190413191|gb|FG808311.1|FG808311 PREDICTED: LOW QUALITY PROTEIN: ubiquitin-activating enzyme E1 1-like [Vigna angularis]
0i|190440814|gb|FG838234.1|FG838234 PREDICTED: ATP synthase gamma chain, chloroplastic [Vigna angularis]
gi|190467552|gb|FG864408.1|FG864408 PREDICTED: delta(24)-sterol reductase [Vigna radiata var. radiata]
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Tabela 3. Proteinas diferencialmente abundantes identificadas por ESI LC — MS/MS na variedade LEM e TVu 966.

Acesso

Nome

0i[190437328|gh|FG833806.1|FG833806
0i|190442938|gbh|FG839527.1|FG839527
0i|182662174|gb|FF556519.1|FF556519
radiata]
0i|190422407|gb|FG818489.1|FG818489
0i|190442533|gh|FG841306.1|FG841306
0i[190467813|gb|FG865787.1|FG865787

0i|190447688|gh|FG840593.1|FG840593
gi[190556564|gb|FG935771.1|FG935771
0i|190418564|gh|FG813249.1|FG813249
0i[190460307|gh|FG858351.1|FG858351
radiata]
0i[190458082|gb|FG855425.1|FG855425
gi[190437328|gh|FG833806.1|FG833806
0i|190442938|gh|FG839527.1|FG839527
0i[182662174|gb|FF556519.1|FF556519
radiata]
0i|190422407|gb|FG818489.1|FG818489
gi[190442533|gh|FG841306.1|FG841306
gi|190467813|gh|FG865787.1|FG865787
0i[190447688|gb|FG840593.1|FG840593
gi[190447688|gh|FG840593.1|FG840593
var. radiata]
0i|190459743|gh|FG860152.1|FG860152

gi[190442938|gb|FG839527.1|FG839527;gi|190488788|gh|FG879795.1|FG879795
angularis]gi|190467813|gb|FG865787.1|FG865787

radiata]
0i[182658412|gb|FF554878.1|FF554878
gi[190556564|gb|FG935771.1|FG935771
0i|190437328|gh|FG833806.1|FG833806
gi|182658227|gb|FF552369.1|FF552369

Fotossintese e Fotorrespiracao
PREDICTED: ribulose-phosphate 3-epimerase, chloroplastic [Vigna radiata var. radiata]
PREDICTED: photosynthetic NDH subunit of subcomplex B 2, chloroplastic [Vigna radiata var. radiata]
PREDICTED: ruBisCO large subunit-binding protein subunit beta, chloroplastic [Vigna radiata var.

Ribulose bisphosphate carboxylase large chain [Glycine soja]
PREDICTED: ribulose bisphosphate carboxylase small chain 1, chloroplastic [Vigna angularis]
PREDICTED: oxygen-evolving enhancer protein 1, chloroplastic [Vigna angularis]

PREDICTED: ribulose bisphosphate carboxylase/oxygenase activase, chloroplastic-like [Vigna angularis]
Ribulose 1,5-bisphosphate carboxylase/oxygenase large subunit (chloroplast) [Vigna unguiculata]
Photosystem 11 CP43 chlorophyll apoprotein (chloroplast) [Phaseolus vulgaris]

PREDICTED: ruBisCO large subunit-binding protein subunit beta, chloroplastic [Vigna radiata var.

Photosystem | P700 apoprotein A2 (chloroplast) [Vigna unguiculata]

PREDICTED: ribulose-phosphate 3-epimerase, chloroplastic [Vigna radiata var. radiata]

PREDICTED: photosynthetic NDH subunit of subcomplex B 2, chloroplastic [Vigna radiata var. radiata]
PREDICTED: ruBisCO large subunit-binding protein subunit beta, chloroplastic [Vigna radiata var.

Ribulose bisphosphate carboxylase large chain [Glycine soja]

PREDICTED: ribulose bisphosphate carboxylase small chain 1, chloroplastic [Vigna angularis]
PREDICTED: oxygen-evolving enhancer protein 1, chloroplastic [Vigna angularis]

PREDICTED: ribulose bisphosphate carboxylase/oxygenase activase, chloroplastic-like [Vigna angularis]
PREDICTED: ribulose bisphosphate carboxylase/oxygenase activase, chloroplastic-like [Vigna radiata

PREDICTED: phosphoenolpyruvate carboxylase 4-like [Vigna angularis]
PREDICTED: photosynthetic NDH subunit of subcomplex B 2, chloroplastic [Vigna
PREDICTED: oxygen-evolving enhancer protein 1, chloroplastic [Vigna radiata var.

Ribulose bisphosphate carboxylase large chain [Glycine soja]

ribulose 1,5-bisphosphate carboxylase/oxygenase large subunit (chloroplast) [Vigna unguiculata]
PREDICTED: ribulose-phosphate 3-epimerase, chloroplastic [Vigna radiata var. radiata]
PREDICTED: ribulose bisphosphate carboxylase small chain 1, chloroplastic [Vigna

angularis] gi|190469716|gb|FG864633.1|FG864633;0i|190467992|gb|FG862222.1|FG862222 PREDICTED: photosystem | reaction center subunit psakK, chloroplastic

[Vigna radiata var. radiata]gi|190458082|gb|FG855425.1|FG855425

0i[190418564|gb|FG813249.1|FG813249
gi[190447688|gb|FG840593.1|FG840593
var. radiata]

0i|190459743|gh|FG860152.1|FG860152

gi[190442938|gb|FG839527.1|FG839527;0i[190488788|gh|FG879795.1|FG879795

photosystem | P700 apoprotein A2 (chloroplast) [Vigna unguiculata]
photosystem Il CP43 chlorophyll apoprotein [Phaseolus vulgaris]
PREDICTED: ribulose bisphosphate carboxylase/oxygenase activase, chloroplastic-like [Vigna radiata

PREDICTED: phosphoenolpyruvate carboxylase 4-like [Vigna angularis]
PREDICTED: photosynthetic NDH subunit of subcomplex B 2, chloroplastic [Vigna



angularis]gi|190467813|gb|FG865787.1|FG865787
radiata]
0i[182658412|gb|FF554878.1|FF554878

0i[190555357|gb|FG940244.1[FG940244
gi[190527957|gb|FG920307.1|FG920307
0i[190476957|gb|FG868541.1|FG868541

PREDICTED: oxygen-evolving enhancer protein 1, chloroplastic [Vigna radiata var.

Ribulose bisphosphate carboxylase large chain [Glycine soja]

Estresse resposta a defesa
PREDICTED: heat shock 70 kDa protein, mitochondrial-like [Glycine max]
heat shock cognate 70 kDa protein 2-like [Vigna radiata]
PREDICTED: 33 kDa ribonucleoprotein, chloroplastic [Vigna radiata var. radiata]
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gi[190455702|gb[FG853895. 1|FG853895;gi[221050576|gh|GH621481. 1[GH621481
gi[182661275|gb|FF556677.1|FF556677;gi[190465737|gb|FG856671.1|FG856671
var. radiata]gi|190426285|gb|FG822950.1|FG822950
gi[182658412|gb|FF554878.1|FF554878

gi[190548788|gb|FG930548.1|FG930548

0i[190485266|gb|FG874861.1|FG874861

angularis] gi|190420723|gb|FG816813.1|FG816813;gi[190471994|gb|FG867509.1[FG867509

[Vigna radiata var. radiata]gi|190442647|gb|FG842395.1|FG842395
gi[190555357|gb|FG940244.1|FG940244
gi[190527957|gb|FG920307.1|FG920307
0i[190476957|gb|FG868541.1|FG868541

PREDICTED: metacaspase-5-like [Vigna radiata var. radiata]
PREDICTED: 20 kDa chaperonin, chloroplastic-like [Vigna radiata
PREDICTED: heat shock cognate protein 80-like [Vigna angularis]
PREDICTED: heat shock protein 90-6, mitochondrial [Vigna angularis]
Heat shock cognate 70 kDa protein [Glycine soja]

PREDICTED: heat shock protein 90-5, chloroplastic isoform X1 [Vigna
PREDICTED: 29 kDa ribonucleoprotein A, chloroplastic-like
PREDICTED: chaperone protein ClpC, chloroplastic-like [Glycine max]
PREDICTED: heat shock 70 kDa protein, mitochondrial-like [Glycine max]
heat shock cognate 70 kDa protein 2-like [Vigna radiata]

PREDICTED: 33 kDa ribonucleoprotein, chloroplastic [Vigna radiata

var. radiata]gi|190455702|gh|FG853895.1|FG853895;0i|221050576|gb|GH621481.1|GH621481 PREDICTED: metacaspase-5-like [Vigna radiata var.

radiata] gi|182661275|gb|FF556677.1|FF556677;gi|190465737|gh|FG856671.1|FG856671

[Vigna radiata var. radiata] gi|190426285|gb|FG822950.1|FG822950
0i|182658412|gb|FF554878.1|FF554878
0i|190555357|gb|FG940244.1|FG940244
0i|190527957|gb|FG920307.1|FG920307
0i[190476957|gb|FG868541.1|FG868541

PREDICTED: 20 kDa chaperonin, chloroplastic-like
PREDICTED: heat shock cognate protein 80-like [Vigna angularis]
PREDICTED: heat shock protein 90-6, mitochondrial [Vigna angularis]
PREDICTED: heat shock 70 kDa protein, mitochondrial-like [Glycine max]
heat shock cognate 70 kDa protein 2-like [Vigna radiata]

PREDICTED: 33 kDa ribonucleoprotein, chloroplastic [Vigna radiata

var. radiata]gi|190455702|gb|FG853895.1|FG853895;gi[221050576|gh|GH621481.1|GH621481  PREDICTED: metacaspase-5-like [Vigna radiata var.

radiata] gi|182661275|gb|FF556677.1|FF556677;Qi[190465737|gb|FG856671.1|FG856671

[Vigna radiata var. radiata] gi|190426285|gb|FG822950.1|FG822950
0i[182658412|gb|FF554878.1|FF554878
0i[190548788|gh|FG930548.1|FG930548
0i|190485266|gb|FG874861.1|FG874861

angularis] gi|190420723|gb|FG816813.1|FG816813;gi[190471994|gb|FG867509.1[FG867509

[Vigna radiata var. radiata]gi|190442647|gb|FG842395.1|FG842395
0i[190555357|gb|FG940244.1|FG940244
gi[190527957|gb|FG920307.1|FG920307
0i[190476957|gb|FG868541.1|FG868541

PREDICTED: 20 kDa chaperonin, chloroplastic-like
PREDICTED: heat shock cognate protein 80-like [Vigna angularis]
PREDICTED: heat shock protein 90-6, mitochondrial [Vigna angularis]
Heat shock cognate 70 kDa protein [Glycine soja]

PREDICTED: heat shock protein 90-5, chloroplastic isoform X1 [Vigna
PREDICTED: 29 kDa ribonucleoprotein A, chloroplastic-like
PREDICTED: chaperone protein ClpC, chloroplastic-like [Glycine max]
PREDICTED: heat shock 70 kDa protein, mitochondrial-like [Glycine max]
heat shock cognate 70 kDa protein 2-like [Vigna radiata]

PREDICTED: 33 kDa ribonucleoprotein, chloroplastic [Vigna radiata

var. radiata]gi|190455702|gb|FG853895.1|FG853895;0i|221050576|gb|GH621481.1|GH621481  PREDICTED: metacaspase-5-like [Vigna radiata var.

radiata] gi|182661275|gb|FF556677.1|FF556677;gi|190465737|gh|FG856671.1|FG856671

[Vigna radiata var. radiata] gi|190426285|gb|FG822950.1|FG822950
0i[182658412|gb|FF554878.1|FF554878
0i|190548788|gh|FG930548.1|FG930548

PREDICTED: 20 kDa chaperonin, chloroplastic-like
PREDICTED: heat shock cognate protein 80-like [Vigna angularis]
PREDICTED: heat shock protein 90-6, mitochondrial [Vigna angularis]
Heat shock cognate 70 kDa protein [Glycine soja]



gi[190467552|gb|FG864408.1|FG864408
gi[190488890|gb|FG879845.1|FG879845
0i[182662098|gb|FF556219.1|FF556219

gi[190469210|gb|FG861943.1|FG861943
gi[190446854|gb|FG840942.1|FG840942
gi[190467552|gb|FG864408.1|FG864408
gi[190453891|gb|FG849527.1|FG849527
gi[190469210|gb|FG861943.1|FG861943

Homeostase redox
PREDICTED: delta(24)-sterol reductase [Vigna angularis]

PREDICTED: transketolase, chloroplastic [Vigna angularis]

PREDICTED: dihydrolipoyl dehydrogenase 2, chloroplastic-like [Glycine max]
PREDICTED: ferritin-3, chloroplastic [Vigna angularis]

PREDICTED: dihydrolipoyl dehydrogenase 2, chloroplastic-like [Glycine max]
PREDICTED: delta(24)-sterol reductase [Vigna radiata var. radiata]
PREDICTED: transketolase, chloroplastic [Vigna angularis]

PREDICTED: ferritin-3, chloroplastic [Vigna angularis]
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0i[190419016|gb|FG816613.1|FG816613

radiata var. radiata]gi|182659644|gb|FF555326.1|FF555326

0i[190443050|gb|FG840276.1|FG840276
0i[190453897|gb|FG849533.1|FG849533
gi[190419016|gb|FG816613.1|FG816613
0i[190443050|gb|FG840276.1|FG840276
0i[182659644|gb|FF555326.1|FF555326

0i[221050532|gb|GH620671.1|GH620671;gi[190539912|gb|FG923747.1|FG923747

0i[190419016|gb|FG816613.1|FG816613

gi[182660646|gb|FF555516.1|FF555516;gi[190449261|gb|FG844001.1|FG844001
var. radiata] gi|190453897|gb|FG849533.1|FG849533

gi[190453897|gb|FG849533.1|FG849533
gi[190443050|gb|FG840276.1|FG840276

0i[190416402|gb|FG808460.1|FG808460
0i[190525877|gb|FG912784.1[FG912784
0i[190459824|gb|FG860208.1|FG860208
0i[182658227|gb|FF552369.1|FF552369

0i[190421627|gb|FG820720.1|FG820720
0i[190416402|gb|FG808460.1|FG808460
0i[190421627|gb|FG820720.1|FG820720
0i[190459824|gb|FG860208.1|FG860208
0i[182658227|gb|FF552369.1|FF552369

0i[190421627|gb|FG820720.1|FG820720
0i[190525877|gb|FG912784.1[FG912784

RNA Fator and RNA Processing
PREDICTED: H/ACA ribonucleoprotein complex subunit 4-like [Vigna radiata

var. radiata]gi|182660646|gb|FF555516.1|FF555516;0i|190449261|gb|FG844001.1|FG844001 PREDICTED: eukaryotic translation initiation factor 3 subunit F [Vigna
PREDICTED: eukaryotic translation initiation factor [Vigna angularis]

PREDICTED: eukaryotic initiation factor 4A-2-like [Vigna angularis]

PREDICTED: trigger factor-like protein TIG, Chloroplastic [Vigna angularis]
PREDICTED: H/ACA ribonucleoprotein complex subunit 4-like [Vigna radiata var. radiata]
PREDICTED: eukaryotic initiation factor 4A-2-like [Vigna angularis]

PREDICTED: eukaryotic translation initiation factor 3 subunit E [Vigna radiata

var. radiata] PREDICTED: eukaryotic translation initiation factor isoform 4G-1

[Vigna radiata var. radiata]

PREDICTED

PREDICTED:
PREDICTED:
PREDICTED:

PREDICTED

PREDICTED:
PREDICTED:
PREDICTED:

PREDICTED

PREDICTED:
PREDICTED:
PREDICTED:
PREDICTED:
PREDICTED:
PREDICTED:
PREDICTED:

: H/ACA ribonucleoprotein complex subunit 4 [Vigna angularis]
eukaryotic translation initiation factor 3 subunit F [Vigna radiata
trigger factor-like protein TIG, Chloroplastic [Vigna angularis]
trigger factor-like protein T1G, Chloroplastic [Vigna angularis]

: eukaryotic initiation factor 4A-2-like [Vigna angularis]

Traducao

60S ribosomal protein L32-1 [Vigna radiata var. radiata]
60S ribosomal protein L36-3-like [Glycine max]

60S ribosomal protein L10a [Glycine max]

: 60S ribosomal protein L4 [Vigna radiata var. radiata]
60S ribosomal protein L13-1 [Vigna angularis]

60S ribosomal protein L32-1 [Vigna radiata var. radiata]
60S ribosomal protein L13-1 [Vigna angularis]

60S ribosomal protein L10a [Glycine max]

60S ribosomal protein L4 [Vigna radiata var. radiata]
60S ribosomal protein L13-1 [Vigna angularis]

60S ribosomal protein L36-3-like [Glycine max]



gi[190501611|gh|FG890585.1|FG890585;gi[190417314|gh|FG816054.1|FG816054
angularis]gi|190509563|gb|FG896223.1|FG896223

angularis]
gi[190433809|gb|FG828308.1|FG828308
0i|190550383|gb|FG935002.1|FG935002
gi[221051395|gh|GH622021.1|GH622021
0i|190481477|gb|FG876167.1|FG876167

Processo celular
14-3-3-like protein [Vigna
14-3-3-like protein [Vigna

14-3-3-like protein [Vigna angularis]
14-3-3-like protein [Vigna angularis]
14-3-3-like protein [Vigna angularis]
14-3-3-like protein [Vigna

angularis]gi|190501611|gb|FG890585.1|FG890585;9i|190417314|gb|FG816054.1|FG816054 14-3-3-like protein

[Vigna angularis] gi|190509563|gb|FG896223.1/FG896223

angularis]
0i|190433809|gh|FG828308.1|FG828308
gi[190550383|gh|FG935002.1|FG935002
gi[221051395|gb|GH622021.1|GH622021

14-3-3-like protein [Vigna

14-3-3-like protein [Vigna angularis]
14-3-3-like protein [Vigna angularis]
14-3-3-like protein [Vigna angularis]
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0i[190433809]gb|FG828308.1[FG828308
0i[190509563|gb|FG896223.1|FG896223

14-3-3-like protein [Vigna angularis]
14-3-3-like protein [Vigna

angularis]gi|190501611|gb|FG890585.1|FG890585;0i|190417314|gb|FG816054.1|FG816054 14-3-3-like protein

[Vigna angularis] gi|190426285|gb|FG822950.1|FG822950

angularis]

gi[190425659|gb|FG819503.1|FG819503
gi[190541012|gb|FG922897.1|FG922897
gi[190426998|gb|FG822254.1|FG822254
0i[190439101|gb|FG834028.1|FG834028
gi[190432634|gb|FG830967.1|FG830967
gi[190494787|gb|FG880811.1|FG880811
gi[190429555|gb|FG825083.1|FG825083
gi[190433792|gb|FG827576.1|FG827576
gi[190454086|gb|FG849874.1|FG849874
gi[190464733|gb|FG860893.1|FG860893
gi[190472254|gb|FG872020.1|FG872020

14-3-3-like protein [Vigna

Processo metabdlico

PREDICTED: fructose-bisphosphate aldolase, cytoplasmic isozyme [Vigna radiata var. radiata]
PREDICTED: phosphoglycerate kinase, cytosolic-like [Vigna radiata var. radiata]
PREDICTED: fructose-bisphosphate aldolase, cytoplasmic isozyme [Vigna radiata var. radiata]
PREDICTED: fructose-bisphosphate aldolase, cytoplasmic isozyme [Vigna radiata var. radiata]
PREDICTED: phosphoglycerate kinase, cytosolic-like [Vigna radiata var. radiata]
PREDICTED: phosphoglycerate kinase, cytosolic-like [Vigna radiata var. radiata]
PREDICTED: phosphoglycerate kinase, cytosolic-like [Vigna radiata var. radiata]
PREDICTED: probable ATP synthase 24 kDa subunit, mitochondrial [Vigna angularis]
PREDICTED: fructose-bisphosphate aldolase, cytoplasmic isozyme [Vigna radiata var. radiata]
PREDICTED: phosphoglycerate kinase, cytosolic-like [Vigna radiata var. radiata]
PREDICTED: fructose-bisphosphate aldolase, cytoplasmic isozyme [Vigna radiata

var. radiata]gi|190524825|gb|FG913942.1|FG913942;4i|190541632|gb|FG923885.1|FG923885  PREDICTED: phosphoglycerate kinase, cytosolic-like [Vigna radiata

var. radiata] gi|190454890|gh|FG852823.1|FG852823

gi[190466335|gb|FG866844. 1|FG866844
gi[190498074|gb|FG888816.1|FG888816

0i[190446318|gb|FG839808.1|FG839808
gi[190468035|gb|FG863799.1|FG863799

PREDICTED: V-type proton ATPase subunit H [Vigna radiata var. radiata]

PREDICTED: fructose-bisphosphate aldolase, cytoplasmic isozyme 1 [Vigna angularis]
PREDICTED: phosphoglycerate kinase, cytosolic-like [Vigna radiata var. radiata]

PREDICTED: alpha-1,4 glucan phosphorylase L isozyme, chloroplastic/amyloplastic-like isoform X2
[Vigna

angularis]

PREDICTED: phosphoglycerate kinase, cytosolic-like [Vigna radiata var. radiata]



gi[190545792|gb|FG934390.1|FG934390
gi[190432258|gb|FG829369.1|FG829369
gi[190432336|gb|FG829408.1|FG829408
gi[190509086|gb|FG897329.1|FG897329
0i[190414651|gb|FG812182.1|FG812182
0i[190497332|gb|FG886709.1|FG886709
gi[190459743|gb|FG860152.1|FG860152
gi[190444457|gb|FG839248.1|FG839248
0i[190487674|gb|FG880149.1|FG880149
gi[190413191|gb|FG808311.1|FG808311
gi[190425659|gb|FG819503.1|FG819503
gi[190541012|gb|FG922897.1|FG922897
gi[190426998|gb|FG822254.1|FG822254
gi[190439101|gb|FG834028.1|FG834028
0i[190432634|gb|FG830967.1|FG830967
0i[190494787|gb|FG880811.1|FG880811
gi[190429555|gb|FG825083.1|FG825083
gi[190433792|gb|FG827576.1|FG827576
0i[190454086|gb|FG849874.1|FG849874
gi[190425659|gb|FG819503.1|FG819503
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PREDICTED: alpha-1,4 glucan phosphorylase L isozyme, chloroplastic/amyloplastic-like isoform X1
[Vigna

angularis]

PREDICTED: fructose-bisphosphate aldolase, cytoplasmic isozyme [Vigna radiata var. radiata]
PREDICTED: phosphoglycerate kinase, cytosolic-like [Vigna radiata var. radiata]

PREDICTED: homoserine kinase-like [Vigna radiata var. radiata]

PREDICTED: V-type proton ATPase subunit B 1 [Vigna radiata var. radiata]

PREDICTED: serine hydroxymethyl transferase, mitochondrial [Vigna radiata var. radiata]
PREDICTED: phosphoenolpyruvate carboxylase 4-like [Vigna radiata var. radiata]

ATP synthase beta subunit, partial (chloroplast) [Vigna vexillata]

PREDICTED: ferredoxin-dependent glutamate synthase, chloroplastic [Vigna radiata var. radiata]
PREDICTED: LOW QUALITY PROTEIN: ubiquitin-activating enzyme E1 1-like [Vigna angularis]
PREDICTED: fructose-bisphosphate aldolase, cytoplasmic isozyme [Vigna radiata var. radiata]
PREDICTED: phosphoglycerate kinase, cytosolic-like [Vigna radiata var. radiata]

PREDICTED: fructose-bisphosphate aldolase, cytoplasmic isozyme [Vigna radiata var. radiata]
PREDICTED: fructose-bisphosphate aldolase, cytoplasmic isozyme [Vigna radiata var. radiata]
PREDICTED: phosphoglycerate kinase, cytosolic-like [Vigna radiata var. radiata]

PREDICTED: phosphoglycerate kinase, cytosolic-like [Vigna radiata var. radiata]

PREDICTED: phosphoglycerate kinase, cytosolic-like [Vigna radiata var. radiata]

PREDICTED: probable ATP synthase 24 kDa subunit, mitochondrial [Vigna angularis]
PREDICTED: fructose-bisphosphate aldolase, cytoplasmic isozyme [Vigna radiata var. radiata]
PREDICTED: fructose-bisphosphate aldolase, cytoplasmic isozyme [Vigna radiata var. radiata]

gi[190541012|gb|[FG922897.1[FG922897
0i[190426998|gb|FG822254.1|FG822254
gi[190439101|gb|FG834028.1|FG834028
gi[190432634|gb|FG830967.1|FG830967
0i[190494787|gb|FG880811.1|FG880811
gi[190429555|gb|FG825083.1|FG825083
0i[190444457|gb|FG839248.1|FG839248
gi[190467721|gb|FG864928.1|FG864928
0i[190433792|gb|FG827576.1[FG827576
0i[190454086|gb|FG849874.1|FG849874
gi[190464733|gb|FG860893.1|FG860893
0i[190472254|gb|FG872020.1|FG872020

PREDICTED: phosphoglycerate kinase, cytosolic-like [Vigna radiata var. radiata]
PREDICTED: fructose-bisphosphate aldolase, cytoplasmic isozyme [Vigna radiata var. radiata]
PREDICTED: fructose-bisphosphate aldolase, cytoplasmic isozyme [Vigna radiata var. radiata]
PREDICTED: phosphoglycerate kinase, cytosolic-like [Vigna radiata var. radiata]
PREDICTED: phosphoglycerate kinase, cytosolic-like [Vigna radiata var. radiata]
PREDICTED: phosphoglycerate kinase, cytosolic-like [Vigna radiata var. radiata]

ATP synthase beta subunit, partial (chloroplast) [Vigna vexillata]

PREDICTED: glucose--fructose oxidoreductase isoform X3 [Vigna angularis]

PREDICTED: probable ATP synthase 24 kDa subunit, mitochondrial [Vigna angularis]
PREDICTED: fructose-bisphosphate aldolase, cytoplasmic isozyme [Vigna radiata var. radiata]
PREDICTED: phosphoglycerate kinase, cytosolic-like [Vigna radiata var. radiata]
PREDICTED: fructose-bisphosphate aldolase, cytoplasmic isozyme [Vigna radiata

var. radiata]gi|190524825|gb|FG913942.1|FG913942;gi|190541632|gb|FG923885.1|FG923885  PREDICTED: phosphoglycerate kinase, cytosolic-like [Vigna radiata

var. radiata] gi|190454890|gb|FG852823.1|FG852823

0i[190466335|gb|FG866844.1|FG866844
0i[190498074|gb|FG888816.1|FG888816

gi[190446318|gb|FG839808.1|FG839808
0i[190468035|gb|FG863799.1|FG863799

PREDICTED: V-type proton ATPase subunit H [Vigna radiata var. radiata]

PREDICTED: fructose-bisphosphate aldolase, cytoplasmic isozyme 1 [Vigna angularis]
PREDICTED: phosphoglycerate kinase, cytosolic-like [Vigna radiata var. radiata]

PREDICTED: alpha-1,4 glucan phosphorylase L isozyme, chloroplastic/amyloplastic-like isoform X2
[Vigna

angularis]

PREDICTED: phosphoglycerate kinase, cytosolic-like [Vigna radiata var. radiata]

PREDICTED: alpha-1,4 glucan phosphorylase L isozyme, chloroplastic/amyloplastic-like isoform X1



gi[190545792|gb|FG934390.1|FG934390
gi[190432258|gb|FG829369.1|FG829369
gi[190432336|gb|FG829408.1|FG829408
gi[190509086|gb|FG897329.1|FG897329
gi[190414651|gb|FG812182.1|FG812182
gi[190497332|gb|FG886709.1|FG886709
gi[190487674|gb|FG880149.1|FG880149
gi[190413191|gb|FG808311.1|FG808311
gi[190440814|gb|FG838234.1|FG838234
0i[190425659|gb|FG819503.1|FG819503
gi[190541012|gb|FG922897.1|FG922897
0i[190426998|gb|FG822254.1|FG822254
gi[190439101|gb|FG834028.1|FG834028
gi[190432634|gb|FG830967.1|FG830967
0i[190494787|gb|FG880811.1|FG880811
gi[190429555|gb|FG825083.1|FG825083

[Vigna
angularis]
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PREDICTED: fructose-bisphosphate aldolase, cytoplasmic isozyme [Vigna radiata var. radiata]

PREDICTED:
PREDICTED:
PREDICTED:
PREDICTED:
PREDICTED:
PREDICTED:
PREDICTED:
PREDICTED:
PREDICTED:
PREDICTED:
PREDICTED:
PREDICTED:
PREDICTED:
PREDICTED:

phosphoglycerate kinase, cytosolic-like [Vigna radiata var. radiata]

homoserine kinase-like [Vigna radiata var. radiata]

V-type proton ATPase subunit B 1 [Vigna radiata var. radiata]

serine hydroxymethyl transferase, mitochondrial [Vigna radiata var. radiata]
ferredoxin-dependent glutamate synthase, chloroplastic [Vigna radiata var. radiata]
LOW QUALITY PROTEIN: ubiquitin-activating enzyme E1 1-like [Vigna angularis]
ATP synthase gamma chain, chloroplastic [Vigna angularis]
fructose-bisphosphate aldolase, cytoplasmic isozyme [Vigna radiata var. radiata]
phosphoglycerate kinase, cytosolic-like [Vigna radiata var. radiata]
fructose-bisphosphate aldolase, cytoplasmic isozyme [Vigna radiata var. radiata]
fructose-bisphosphate aldolase, cytoplasmic isozyme [Vigna radiata var. radiata]
phosphoglycerate kinase, cytosolic-like [Vigna radiata var. radiata]
phosphoglycerate kinase, cytosolic-like [Vigna radiata var. radiata]
phosphoglycerate kinase, cytosolic-like [Vigna radiata var. radiata]




CONCLUSOES

Esse trabalho mostrou que a complexidade das respostas que ocorrem na interagéo
compativel entre feijdo-caupi com o virus CABMV enfatiza o balanco que ocorre entre a
tentativa de defesa do hospedeiro e a tentativa de invasdo e propagacdo do patdgeno. O
feijdo-caupi foi capazde responder ativamente ao virus, por meio do acimulo de diversas
proteinas envolvidas na defesa, mas, ainda assim insuficiente para evitar o
estabelecimento da doenca viral, em decorréncia do patégeno conseguir se sobrepor a
defesa da planta.

A infeccdo viral pelo CABMV causa estresse as plantas de feijao-caupi,
comprometendo seucrescimento e desenvolvimento. Alguns genétipos selecionados
por demonstrar maior ou menorsensibilidade ao estresse biético causado pelo CABMV
foram a base para os estudos de protebmica.

Sdo indicados 0s menores espacamentos entre covas pois proporcionam maiores
incrementos na produtividade; em geral, populacdes de até 400.000 plantas por hectare
proporcionaram incrementos superiores as populacdes menores, a exemplo de 100.000
plantas por hectare; o aumento da densidade populacional ndo alterou o comprimento de
vargem, numero de sementes porvargem e peso de 100 sementes e indica-se 0s
espacamentos de 80 cm x 25 cm para cultivares de porte semiprostrado e 50cm x 25¢cm

para cultivares de porte semiereto.
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1. POLITICA EDITORIAL: A Revista Ciéncia Agrondmica destina-se a
publicacdo deartigos cientificose artigostécnicos que sejam originais e que ndo
foram publicados ousubmetidos a outroperiddico, inerentes as areas de Ciéncias
Agrérias e Recursos Naturais. Os artigos poderdo ser submetidos nos idiomas
portugués, inglés ou espanhol. Se aprovado o artigo devera ser traduzido e
publicado em inglés. A RCA exige que a traducéo seja feita por alguma empresa
especializada. A contratagdo da empresa e traducédo para o inglés é custeada pelos
autores e quando devolverem a versdo traduzida na fase de edicdo devem
encaminhar também uma declaragdo da empresa responsavel pelo servico
realizado. Abaixo indicamos as empresas:

- Academic-Editing-Services.com (http://www.academic-editing-services.com/)
- American Journal Express (http://www.journalexperts.com/)

- American Manuscript Editors (http://americanmanuscripteditors.com/)

- Bioedit Scientific Editing (http://www.bioedit.co.uk/)

- BioMed Proofreading (http://www.biomedproofreading.com)

- Edanz (http://www.edanzediting.com)- Editage (http://www.editage.com.br/)

- Elsevier (http://webshop.elsevier.com/languageservices/)

- Enago (http://www.enago.com.br/forjournal/)

- JournalPrep (http://www.journalprep.com)

- Proof-Reading-Service.com (http://www.proof-reading-service.com/pt/)

- Publicase (http://www.publicase.com.br/formulario.asp)

- Queen's English (http://www.queensenglishediting.com/)

- Stephen Hocker (email@stephenhocke.com.br)
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- STTA - Servicos Tecnicos de Traducdo e Analises (http://stta.com.br/servicos.php)

Os trabalhos submetidos a RCA serdo avaliados preliminarmente pelo
Comité Editorial e s6 entdo serdo enviados para pelo menos dois (2) revisores da
area e publicados, somente, se aprovados por eles e pelo Comité Editorial. A
publicacdo dos artigos serdo baseadas na originalidade, qualidade emérito
cientifico, cabendo ao Comité Editorial a decisdo final do aceite. O sigilo de
identidade dos autores e revisores serd& mantido durante todo o processo. A
administracdo da revista tomara o cuidado paraque os revisores de cada artigo
sejam, obrigatoriamente, de instituicdes distintas daquelade origem dos autores.
O artigo que apresentar mais de seis autores ndo tera a sua submisséo aceita pela
Revista Ciéncia Agrondmica, salvo algumas condicGes especiais (ver Autores).
Né&o seréo permitidas mudancas nos nomes de autores a posteriori.

2. CUSTO DE PUBLICACAO: O custo é de R$ 60,00 (sessenta reais) por
pagina editorada no formato final. No ato da submisséo é requerido um depdsito
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de R$ 100,00 (cem reais) ndo reembolsaveis. Se o trabalho for rejeitado na
avaliacdo prévia doComité Editorial, a taxa paga ndo podera ser reutilizada para
outras submissdes dos autores. O comprovante de depdsito ou transferéncia
deve ser enviado ao e-mail da RCA (ccarev@ufc.br). Os depdsitos ou
transferéncias deveréo ser efetuados em nome de:

CETREDE CIENCIA AGRONOMIC
Banco do Brasil: Agéncia bancéria:1702-7 - Conta corrente:
46.375-2
CNPJ:07.875.818/0001-05

As opinides emitidas nos trabalhos sdo de exclusiva responsabilidade de
seus autores. A Revista Ciéncia Agrondmica reserva-se o direito de adaptar os
originais visando manter a uniformidade da publicacdo. A RCA ndo mais fornece
separatas ou exemplares aos autores. Na submissdo online é requerida: 1. A
concordancia com a declaracao de responsabilidade de direitos autorais; 2. Que
0 autor que fizer a submissdodo trabalho cadastre todos os autores no sistema; 3.
Identificacdo do autor de correspondéncia com endereco completo.

3. FORMATACAO DO ARTIGO

* DIGITACAO: no maximo 30 péaginas digitadas em espaco duplo (exceto
Tabelas), fonte Times New Roman, normal, tamanho 12, recuo do paragrafo por
1 cm. Todas as margens deverdo ter 2,5 cm. As linhas devem ser numeradas de
forma continua.

* ESTRUTURA: o trabalho devera obedecer a seguinte ordem: titulo, titulo em
inglés, resumo, palavras-chave, abstract, key words, introdugdo, material e
métodos, resultados e discussdo, conclusdes, agradecimentos (opcional) e
referéncias.

* TITULO: deve ser escrito com apenas a inicial mailscula, em negrito e
centralizado na pagina com no maximo 15 palavras. Como chamada de rodapé
numérica, extraida dotitulo, devem constar informacdes sobre a natureza do
trabalho (se extraido de tese/dissertacédo, se pesquisa financiada, somente quando
aprovado para publicacdo) e referéncias as instituicGes colaboradoras. Os
subtitulos: Introdugdo, Material e métodos,Resultados e discussdo, Conclusdes,
Agradecimentos e Referéncias devem ser escritos em caixa alta, em negrito e
centralizados.

* AUTORES: na primeira verséo do artigo submetido, os nomes dos autores
e a notade rodapé deverdo ser omitidos. Somente na versdo final do artigo devera
conter o nomede todos os autores com identificacdo em nota de rodapé. Os nomes
completos (sem abreviaturas) deverdo vir abaixo do titulo, somente com a
primeira letra maidscula, um apds outro, separados por virgula e centralizados na
linha. Como nota de rodapé na primeira pagina, deve-se indicar, de cada autor,
afiliacdo completa (departamento, centro, instituicdo, cidade, estado e pais),
endereco eletrénico e endereco completo do autor correspondente. O autor de
correspondéncia deve ser identificado por um "*". Sé serdo aceitos artigos com
mais de oito autores, quando, comprovadamente, a pesquisa tenha sido
desenvolvida em regides distintas (diferentes).
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* RESUMO e ABSTRACT: devem comecar com estas palavras, na margem
esquerda, em caixa alta e em negrito, contendo no maximo 250 palavras.

* PALAVRAS-CHAVE e KEY WORDS: devem conter entre trés e cinco
termos paraindexacdo. Os termos usados ndo devem constar no titulo. Cada
palavra-chave e key word deve iniciar com letra maidscula e ser seguida de ponto.
* INTRODUGCAO: deve ser compacta e objetiva contendo citages atuais que
apresentem relagdo com o assunto abordado na pesquisa. As citacdes presentes
na introducdo devem ser empregadas para fundamentar a discussdo dos
resultados, criando,

assim, uma contextualizacdo entre o estudo da arte e a discuss@o dos resultados.
Né&o deve conter mais de550 palavras.

* CITACAO DE AUTORES NO TEXTO: a NBR 10520/2002 estabelece as
condi¢des exigidas para a apresentacdo de citacbes em documentos técnico-
cientificos e académicos. Nas citacBes, quando o sobrenome do autor, a
instituicdo responsavel ou titulo estiver incluido na sentenca, este se apresenta

em letras maitsculas/mindsculas, e quando estiver em entre parénteses, em letras
mailsculas. Ex: Santos (2002) ou (SANTOS, 2002); com dois autores ou trés
autores, usar Pereira e Freitas (2002) ou (PEREIRA; FREITAS, 2002) e Cruz,

Perota e Mendes (2000) ou (CRUZ; PEROTA,;

MENDES, 2000); com mais de trés autores, usar Xavier et al. (1997) ou
(XAVIER et al., 1997).

* VARIOS AUTORES CITADOS SIMULTANEAMENTE: havendo
citagBes indiretas de diversos documentos de varios autores mencionados
simultaneamente e queexpressam a mesma idéia, separam-se 0s autores por
ponto e virgula, em ordem alfabética, independente do ano de publicacdo. Ex:
(FONSECA, 2007; PAIVA, 2005; SILVA, 2006).

* SIGLAS: quando aparecem pela primeira vez no texto, deve-se colocar o nome
por extenso, seguido da sigla entre parénteses. Ex: De acordo com a Associagéo
Brasileira de Normas Técnicas (ABNT) [...].

* TABELAS: devem ser numeradas consecutivamente com algarismos arabicos
na parte superior. Nao usar linhas verticais. As linhas horizontais devem ser
usadas para separar o titulo do cabecalho e este do conteudo, além de uma no
final da tabela. Cada dado deve ocupar uma célula distinta. Usar espaco simples.
N&o usar negrito ou letra maitscula no cabecalho.

* FIGURAS: gréficos, fotografias ou desenhos levardo a denominacao geral de
Figura sucedida de numeracdo arabica crescente e legenda na parte superior. Para
a preparacdo dos graficos deve-se utilizar “softwares” compativeis com
“Microsoft Windows”. As figuras devem apresentar 8,2 cm de largura, ndo sendo
superior a 17 cm. A fonte Times New Roman, corpo 10 e ndo usar negrito na
identificacdo dos eixos. A Revista Ciéncia Agrondmica reserva-se ao direito de
ndo aceitar tabelas e/ou figuras com o papel na forma “paisagem” ou que
apresentem mais de 17 cm de largura. Tabelas e Figuras devem ser inseridas logo
apos a sua primeira citacdo. Obs. :As figuras devem ser também enviadas em



arquivos separados e com RESOLUCAO de no minimo 500 dpi através do
campo “Transferir Documentos Suplementares”.

* EQUACOES: devem ser digitadas usando o editor de equacdes do Word, com
a fonteTimes New Roman. As equacdes devem receber uma numeragdo arabica
crescente. O padrdo de tamanho devera ser: Inteiro = 12 pt Subscrito/sobrescrito
= 8 pt Sub- subscrito/sobrescrito = 5 pt Simbolo = 18 pt

Subsimbolo = 14 pt

* ESTATISTICA: 1. Caso tenha realizado anélise de variancia, apresentar o "F"
e a sua significancia;2. Dados quantitativos devem ser tratados pela técnica de
analise de regressdo;3. Apresentar a significancia dos parametros da equacéo de
regressdo;4. Dependendo do estudo (ex: funcdo de producdo), analisar os
sinais associados

5. E requerido, no minimo, quatro pontos para se efetuar o ajuste das equagoes
de regressdo.6. Os coeficientes do modelo de regresséo devem apresentar o
seguinte formato: y = a +bx +cx2+...;7. O Grau de Liberdade do residuo deve ser
superior a 12.

* CONCLUSOES:quando escritas em mais de um paragrafo devem ser
numeradas.* AGRADECIMENTOS:logo apds as conclusGes poderdo vir os
agradecimentosdirecionados a pessoas ou instituicdes, em estilo sébrio e claro,
indicando as razdes pelasquais os faz.

* REFERENCIAS: so elaboradas conforme a ABNT NBR 6023/2002. Inicia-
se com apalavra REFERENCIAS (escrita em caixa alta, em negrito e
centralizada). Devem serdigitadas em fonte tamanho 12, espaco duplo e
justificadas.UM PERCENTUAL DE 60%DO  TOTAL DAS
REFERENCIASDEVERA SER ORIUNDO DE PERIODICOSCIENTIFICOS
INDEXADOS COM DATA DEPUBLICACAO

INFERIOR A 10ANOS. Nao sdo contabilizadas neste percentual de 60%
referéncias de livros. N&o serdo aceitas nas referéncias citacdes de Resumos,
Anais, Comunicados Tecnicos, Monografias, Dissertacdes e Teses.Com relacdo
aos periddicos, é dispensadaa informacaodo local de publicacdo, porém os titulos
ndo devem ser abreviados. Recomenda-se um total de20 a 30 referéncias.

Alguns exemplos:
- Livro

NEWMANN, A. L.; SNAPP, R. R. Beef catlle. 7. ed. New York: John Willey,
1977. 883 p.

- Capitulo de livro

MALAVOLTA, E.; DANTAS, J. P. Nutricdo e adubagdo do milho. In:
PATERNIANI, E.; VIEGAS, G. P. Melhoramento e producéo do milho. 2. ed.
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Campinas: Fundagéo Cargil,1987. cap. 13, p. 539-593.
- Artigo de revista

XAVIER, D. F.; CARVALHO, M. M.; BOTREL, M. A. Resposta de Cratylia
argentea a aplicacdo em um solo acido. Revista Brasileira de Zootecnia, v. 27,
n. 1, p. 14-18, 1997.

ANDRADE, E. M. et al. Mapa de vulnerabilidade da bacia do Acarau, Ceard, a
qualidade das aguas de irrigacdo, pelo emprego do GIS. Revista Ciéncia
Agrondmica, v. 37, n. 3, p. 280-287, 2006.

* UNIDADES & SINBOLOS: A: unidades 2 simbolos do Sisteres Intemacional adotados

pela Revizta Ciencia Asrontmica

Grandezas basicas Unidades Smmbaolos Exemplos
Conmprimento metro m
MIazza quilperams k=
Termpo zapundo ]
Corrente eletrica armper A
Temperatura termodinamica Kalkin K
(uantidade de substancia mol mol

Unidades derivadas
Velocidada - m: 343ims
Arelerario — ms 08ms-
Volme metro cibice, litro m', L* 1m’, 1000L*
Frequencia Hentz Hz 10 Hz
Mazza especifica — kzm’ 1.000kem”
Forga neTian M 15N
Preszao pascal Pa 1,013.10° Pa
Ensrgia joule T 47
Potencia watt W 500 W
Calar especifico — TkeC)' 4186 T(eC)'
Calor latents — Tks' 1.26. 10" Tke'
Carga eletrica coulomb C 1C
Potencial eletrico volt v 3V
Fazistancia sletrica ohrm 0 10 &2
Intenzidade de energia Watts'metros quadrado Wm’ 1372 Wm*
Concentragio mol'meatro cubico molm 500 mol m”
Condatancia eletrica slamens b 3008
Condutividade elétrica desiemens metro dSm' 5d5m'
Tempsranira gran Celsins °C 25°C
Anpulo sTan = 30
Parcentazem -— b 5%

Numero: mencionados em seqiéncia devem zer separado: por ponto e virgula (7). Ex:

2.5; 4.8; 253,
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4. LISTA DE VERIFICACAO - REVISTA CIENCIA AGRONOMICA

Visando a maior agilidade no processo de submisséo de seu artigo, o Comité
Editorial da Revista Ciéncia Agronémica, elaborou uma lista de verificacdo para
que o autor possa conferir toda a formatacdo do manuscrito de sua autoria,
ANTES de submeté-lo para publicagdo. A lista foi elaborada de acordo com as
normas da Revista Ciéncia Agronémica. Respostas NEGATIVAS significam que
seu artigo ainda deve ser adaptado as normas da revista e a submissdo de tais
artigos implicara na sua devolugdo e retardo na tramitacdo. Respostas
POSITIVAS significam que seu artigo estd emconcordancia com as normas,
implicando em maior rapidez na tramitagéo.

A. Referente ao trabalho

1. O trabalho € original?

2. O trabalho representa uma contribuicao cientifica para a area de Ciéncias Agrarias?
3. O trabalho est4d sendo enviado com exclusividade para a Revista
CiénciaAgrondmica?

B. Referente a formatacgao

4. O trabalho pronto para ser submetido online esta omitindo os nomes dos
autores na versédo Word?

5. O trabalho contém no maximo 30 paginas, esta no formato A4, digitado em
espaco duplo, incluindo as referéncias; fonte Times New Roman tamanho 12,
incluindo titulos e subtitulos?

6. As margens foram colocadas a 2,5 cm, a numeracao de paginas foi colocada
na margem superior, a direita e as linhas foram numeradas de forma continua?

7. O recuo do paragrafo de 1 cm foi definido na formatacdo do paragrafo?

Lembre-se que a revista ndo aceita recuo de paragrafo usando a tecla “TAB” ou

a “barra de espaco”.

8. A estrutura do trabalho estd de acordo com as normas, ou seja, segue a
seguinte ordem: titulo, titulo em inglés, resumo, palavras-chave, abstract, key
words, introdugdo, material e métodos, resultados e discussdo, conclusdes,
agradecimentos (opcional) e referéncias?

9. O titulo contém no maximo 15 palavras?

10. O resumo e o abstract apresentam no maximo 250 palavras?

11. As palavras-chave (key words) contém entre trés e cinco termos, iniciam com
letra mailscula e sdo seguidas de ponto?

12. A introducdo contém citacOes atuais que apresentam relagdo com o assunto
abordado na pesquisa e apresenta no maximo 550 palavras?

13. As citagOes apresentadas na introducdo foram empregadas para fundamentar

adiscusséo dos resultados?

14. As citacOes estdo de acordo com as normas da revista?

15. As tabelas e figuras estdo formatadas de acordo com as normas da revista e
estdo inseridas logo em seguida a sua primeira citacdo? Lembre-se, ndo ¢
permitido usar “enter” nas células que compdem a(s) tabela(s).

16. As tabelas estdo no formato retrato?

17. As figuras apresentam boa qualidade visual?

18. As unidades e simbolos utilizados no seu trabalho se encontram dentro das
normasdo Sistema Internacional adotado pela Revista Ciéncia Agronémica?

19. Os numeros estdo separados por ponto e virgula? As unidades estdo
separadas donUmero por um espaco? Lembre-se, ndo existe espaco entre o



namero e o simbolo de
%.

20. O seu trabalho apresenta entre 20 e 30 referéncias sendo 60% destas
publicadas commenos de 10 anos em periddicos indexados?

21. Todas as referéncias estéo citadas ao longo do texto?

22. Todas as referéncias citadas ao longo do texto estdo corretamente
descritas,conforme as normas da revista, e aparecem listadas?

C. Observacoes:

1. Lembre-se que SE as normas da revista ndo forem seguidas rigorosamente,
seu trabalho ndo ira tramitar. Portanto, € melhor retardar o envio por mais
alguns dias e conferir todas as normas. A consulta de um trabalho ja
publicado na sua area pode

Ihe ajudar a sanar algumas duvidas e pode servir como um modelo (acesse aos
periddicos no site http://www.ccarevista.ufc.br/busca).

2. Caso suas respostas sejam todas AFIRMATIVAS seu trabalho sera enviado
com maior seguranga. Caso tenha ainda respostas NEGATIVAS, seu trabalho
ird retornar retardando o processo de tramitacéo

Lembre-se: A partir da segunda devolugdo, por irregularidade normativa,
principalmente em se tratando das referéncias, 0 mesmo terd a submisséo
cancelada endo havera devolucdo da taxa de submissdo. Portanto é muito
importante que os autores verifiguem cuidadosamente as normas requeridas
pela Revista Ciéncia Agrondmica.

3. Procure SEMPRE acompanhar a situacdo de seu trabalho pela pagina da
revista(http://ccarevista.ufc.br) no sistema online de gerenciamento de artigos.

4. Esta lista de verificacdo ndo substitui a revisdo técnica da revista, a qual todos
0s artigos enviados serdo submetidos.
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ANEXO 2 -PESQUISA AGROPECUARIA PERNAMBUCANA
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ANEXO 3- NORMAS REVISTA JOURNAL OF PROTEOMICS

Article Structure
Original articles are usually divided into the sections Introduction, Materials and methods,
Results, Discussion and Conclusions:

Abstract

The Abstract should describe in a single paragraph the findings of the study, and should be
comprehensibleto readers before they have read the paper. Non-standard abbreviations and
reference citations should be avoided.

Significance

Starting January 2013, manuscripts submitted to Journal of Proteomics must include a paragraph
entitled "Significance" detailing the biological relevance of the reported research or technological
innovation. Authors shortly but realistically state how the paper impacts its field of research
(please consult Calvete JJ (2012) Updating JPROT's publication standards for large-scale
proteomic studies: towards hypothesis-driven interpretation of predictive biological models.
J Proteomics 76, 1-2).

Introduction
This is a short section in which the authors should state the reasons for performing the work,
with briefreference to relevant previous work.

Material and methods
Provide sufficient detail to allow the work to be reproduced. Methods already published should
be indicatedby a reference: only relevant modifications should be described.

Results
Results should be clear and concise.

Discussions

This should explore the significance of the results of the work, not repeat them. A combined
Results andDiscussion section is often appropriate. Avoid extensive citations and discussion of
published literature.

Conclusions
The main conclusions of the study may be presented in a short Conclusions section, which
may stand aloneor form a subsection of a Discussion or Results and Discussion section.

Technical reports, News & Views, Letters to the Editor: These types of papers are not divided into
sections after the summary, except for the reference list. The first paragraph serves as an
introduction; acknowledgments are added as a final paragraph before the reference list.

Tutorials are a combination of article and slides. Specific instructions are provided upon
invitation. Authors are encouraged to submit Author Vitae at first submission. Please include in
the manuscript a short (maximum 100 words) biography of each author, along with a passport-
type photograph accompanying the other figures.

Experimental design data analysis for 2-D PAGE and MS-based experiments:

The experimental design must be provided and must include details of the number of biological
andanalytical replicates. Only one biological/analytical replicate will not be acceptable. In clinical
studies, it is highly desirable that a power analysis predicting the appropriate sample size for
subsequent statistical analysis of the data is carried out.

138



AUTHOR INFORMATION PACK 3 Feb 2017 www.elsevier.com/locate/jprot 10

For expression analysis studies, summary statistics (mean, standard deviation) must be provided
and results of statistical analysis must be shown. Reporting fold differences alone is not
acceptable. For comparative proteomics multivariant analysis of the variance should be used
(Please consult: Valledor, L., Jorrin, JV (2010). Back to the basics: Maximizing the
information obtained by quantitative two dimensional gel electrophoresis analyses by an
appropriate experimental design and statistical analyses. J. Proteomics 74, 1-18).

Proper terminology should be used. "Protein species” or "Gene product" are preferred terms
when referringto "isoforms™ and "allelic variants”, respectively, (please consult Jungblut et al.
The speciation of the proteome. Chemistry Central Journal 2008; 2: 16, and Schliter et al. Finding
one's way in proteomics: a protein species nomenclature. Chemistry Central Journal 2009; 3: 11).
Terms, such as "differences in protein expression” and "induction/repression™ should be avoided,
since this terminology relates to gene regulation, and quantitative proteomics deals with the
measure of differential abundances of spots (2DE) or peptide ions (LC-MS/MS).

Authors must report the following: methods of data normalization, transformation, missing value
handling, the statistical tests used, the degrees of freedom and the statistical package or program
used. Where biologically important differences in protein (gene) expression are reported,
confirmatory data (e.g. from Western blot, RT-PCR analysis, etc.) are desirable. For biomarker
discovery/validation studies, the sensitivity and specificity of the biomarker(s) should be
provided wherever possible. It is desirable that receiver operator characteristic (ROC) curves and
areas under the curves are given. The method(s) used to generate the mass spectrometry data must
be described. The name and version of the program used for database searching, the values of
critical search parameters (e.g. the mass over charge (m/z) and the charge

(2) of the precursor ion, fragment mass tolerance, cleavage rules used, allowance for number of
missed cleavages and modifications) and the name and version of the database(s) searched must
be provided. For each protein identified, measures of certainty (e.g. pvalues) must be provided.
For MS/MS, the number of peptides used to identify a protein must be given as well as the
sequence and charge state of each peptide. If new software or bioinformatic tool are employed or
described, these should be made available (free or shareware) at least for reviewing purposes.
Identification of proteins based solely on mass fingerprinting will be considered only if the
sequence of the genome of the organism under study is known. For peptide mass fingerprinting,
the number of peptides that match the sequence, the number of unmatched peaks, and the total
percent of sequence coverage must be stated.

Identification of proteins from organisms with unknown genome sequence will be accepted only
if MS/MS- derived peptide sequence data have been used for database searching or BLAST
analysis.

The score for the highest ranked hit to an homologous, orthologous, or paralogous protein should
beindicated.

For experiments with large MS/MS data sets, estimates of the false positive rates are required
(e.g.through searching randomized or reversed sequence databases). This information should be
provided as supporting information. Where post-translational modifications are reported, the
methods used to discover the modification must be described. The modification should be mapped
to amino acid(s) by fragmentation analysis, but reported as ambiguous if mapping to a single
amino acid is not possible. For isobaric modifications, evidence for assigning a specific
modification must be provided and the spectra included as supporting information. Where protein
sequence isoforms are reported, the peptide sequence that matches theunique amino acid sequence
of a particular isoform must be provided. Fragmentation analysis of the appropriate peptides
should be described.

Graphical abstract

A Graphical abstract is mandatory for this journal. It should summarize the contents of the article
in a concise, pictorial form designed to capture the attention of a wide readership online. Authors
must provide images that clearly represent the work described in the article. Graphical abstracts
should be submitted as a separate file in the online submission system. Image size: please provide
an image with a minimum of 531 x 1328 pixels (h x w) or proportionally more. The image should
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be readable at a size of 5 x 13 cm using a regular screen resolution of 96 dpi. Preferred file types:
TIFF, EPS, PDF or MS Office files. You can view Example Graphical Abstracts on our
information site.

Authors can make use of Elsevier's Illustration and Enhancement service to ensure the best
presentation of their images also in accordance with all technical requirements: Illustration
Service.

AUTHOR INFORMATION PACK 3 Feb 2017 www.elsevier.com/locate/jprot 11 Highlights
Highlights are mandatory for this journal. They consist of a short collection of bullet points that
convey the core findings of the article and should be submitted in a separate editable file in
the online submission system. Please use 'Highlights' in the file name and include 3 to 5 bullet
points (maximum 85 characters, including spaces, per bullet point). You can view example
Highlights on our information site.

Formatting of funding sources

List funding sources in this standard way to facilitate compliance to funder's requirements:
Funding: This work was supported by the National Institutes of Health [grant numbers xxxx,
yyyyl; the Bill & Melinda Gates Foundation, Seattle, WA [grant number zzzz]; and the United
States Institutes of Peace [grant number aaaa).

It is not necessary to include detailed descriptions on the program or type of grants and awards.
When funding is from a block grant or other resources available to a university, college, or other
research institution, submit the name of the institute or organization that provided the funding. If
no funding has been provided for the research, please include the following sentence: This
research did not receive any specific grant from funding agencies in the public, commercial, or
not-for-profit sectors.

Genera
| points
» Make sure you use uniform lettering and sizing of your original artwork.
« Save text in illustrations as "graphics" or enclose the font.
« Only use the following fonts in your illustrations: Arial, Courier, Times, Symbol.
* Number the illustrations according to their sequence in the text.
+ Use a logical naming convention for your artwork files.
« Provide captions to illustrations separately.
* Produce images near to the desired size of the printed version.
« Submit each figure as a separate file.
A detailed guide on electronic artwork is available on
our website:
http://www.elsevier.com/artworkinstructions
You are urged to visit this site; some excerpts from the detailed information are given here.
Formats
Regardless of the application used, when your electronic artwork is finalised, please "save as" or
convert the images to one of the following formats (note the resolution requirements for line
drawings, halftones, and line/halftone combinations given below):
EPS: Vector drawings. Embed the font or save the text as "graphics".
TIFF: color or grayscale photographs (halftones): always use a minimum
of 300 dpi.TIFF: Bitmapped line drawings: use a minimum of 1000 dpi.
TIFF: Combinations bitmapped line/half-tone (color or grayscale): a minimum of 500 dpi
is required. DOC, XLS or PPT: If your electronic artwork is created in any of these
Microsoft Office applicationsplease supply "as is".
Please do not:
* Supply embedded graphics in your wordprocessor (spreadsheet, presentation) document;
« Supply files that are optimised for screen use (like GIF, BMP, PICT, WPG); the resolution is too
low;
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« Supply files that are too low in resolution;
« Submit graphics that are disproportionately large for the content.

Figure captions

Ensure that each illustration has a caption. Supply captions separately, not attached to the
figure. A caption should comprise a brief title (not on the figure itself) and a description
of the illustration. Keeptext in the illustrations themselves to a minimum but explain all
symbols and abbreviations used.

AUTHOR INFORMATION PACK 3 Feb 2017 www.elsevier.com/locate/jprot 12

Color artwork

Please make sure that artwork files are in an acceptable format (TIFF (or JPEG), EPS (or PDF)
or MS Officefiles) and with the correct resolution. If, together with your accepted article, you
submit usable color figures then Elsevier will ensure, at no additional charge, that these figures
will appear in color online (e.g., ScienceDirect and other sites) in addition to color reproduction
in print. Further information on the preparation of electronic artwork.

Tables

Please submit tables as editable text and not as images. Tables can be placed either next to the
relevant textin the article, or on separate page(s) at the end. Number tables consecutively in
accordance with their appearance in the text and place any table notes below the table body. Be
sparing in the use of tables and ensure that the data presented in them do not duplicate results
described elsewhere in the article. Please avoidusing vertical rules and shading in table cells.

The numerical system of references should be used. References in the text should be cited by
numbers in square brackets in the order of their citation.

References are listed together in their order of appearance in a separate section at the end of
the text underthe heading References. All references should be numbered consecutively.
References to journals should contain initials and names of all authors, article title, abbreviation
of the name of the journal according to the List of Serial Title World Abbreviations (International
Series Data System, 20, rue Bachaumont, 75002 Paris, France. ISBN 2-904938-02-8), year of
publication, volume number, and page numbers. References to books should also include the title
(of series and volumes), initials and names of the editor(s), the publisher and place of publication.
Examples:

Reference to a journal publication:

[1] Resing KA, Ahn NG. Proteomics strategies for protein identification. FEBS Letters
2005;579:885-9.Reference to a book:

[2] Rehm H. Protein Biochemistry and Proteomics. San Diego: Academic

Press/Elsevier Inc; 2006.Reference to a chapter in an edited book or book series:

[3] Morgan JW, Hettick JM, Russell DH. Peptide sequencing by MALDI 193-nm
photodissociation TOFMS. In: Burlingame AL, editor. Methods in Enzymology, vol 402:
Biological Mass Spectrometry. San Diego: Academic Press/Elsevier Inc; 2005, p.186-209.
Reference to a paper as "in press" implies that it has been accepted for publication. Evidence (e.g.,
a photocopy of the note of acceptance from the journal concerned) should accompany the
submitted typescript.Papers that are "in press" should be included as a number in the text. Other
papers submitted before or simultaneously with the paper in question should be included as a
number in the text and in the References section, stating the name of the journal. Copies of papers
that are submitted elsewhere should be provided forinspection by the Editors. Omission of this
information will delay publication and may lead to redating of a submitted manuscript. Papers
presented at scientific meetings that are not available in published form should not be cited as
references in the References section.

Unpublished results should not be listed in the References section. In the text they are mentioned
as follows: "(Tervoort MV and Glimcher J, unpublished data)". When unpublished results are
cited, the data should be provided for the Editors' information when essential for proper
evaluation, or if requested.

A personal communication should be mentioned in the text as follows: "(Tervoort MV, personal
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communication)". Authors should not make unauthorized use of personal communications.
Personal communications are not to be included in the Reference section.
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Data references

This journal encourages you to cite underlying or relevant datasets in your manuscript by citing
them in your text and including a data reference in your Reference List. Data references should
include the following elements: author name(s), dataset title, data repository, version (where
available), year, and global persistent identifier. Add [dataset] immediately before the reference
so we can properly identify it as a data reference. The [dataset] identifier will not appear in your
published article.

Reference management software

Most Elsevier journals have their reference template available in many of the most popular
reference management software products. These include all products that support Citation Style
Language styles, such as Mendeley and Zotero, as well as EndNote. Using the word processor
plug-ins from these products, authorsonly need to select the appropriate journal template when
preparing their article, after which citations and bibliographies will be automatically formatted in
the journal's style.

If no template is yet available for this journal, please follow the format of the sample references
and citationsas shown in this Guide.

Users of Mendeley Desktop can easily install the reference style for this journal by clicking
the followinglink:

http://open.mendeley.com/use-citation-style/journal-of-proteomics

When preparing your manuscript, you will then be able to select this style using the Mendeley
plugins forMicrosoft Word or LibreOffice.

Reference style

Text: Indicate references by number(s) in square brackets in line with the text. The actual
authors can bereferred to, but the reference number(s) must always be given.

Example: ..... as demonstrated [3,6]. Barnaby and Jones [8] obtained a different result ...."

List: Number the references (numbers in square brackets) in the list in the order in which they
appear in thetext.

Examples:

Reference to a journal publication:

[1] J. van der Geer, J.A.J. Hanraads, R.A. Lupton, The art of writing a scientific article, J. Sci.
Commun. 163(2010) 51-59.

Reference to a book:

[2] W. Strunk Jr., E.B. White, The Elements of Style, fourth ed., Longman,

New York, 2000.Reference to a chapter in an edited book:

[3] G.R. Mettam, L.B. Adams, How to prepare an electronic version of your article, in:

B.S. Jones, R.Z.Smith (Eds.), Introduction to the Electronic Age, E-Publishing Inc., New

York, 2009, pp. 281-304. Reference to a website:

[4] Cancer Research UK, Cancer statistics reports for the UK.
http://www.cancerresearchuk.org/aboutcancer/statistics/cancerstatsreport/, 2003 (accessed
13.03.03).

Reference to a dataset:

[dataset] [5] M. Oguro, S. Imahiro, S. Saito, T. Nakashizuka, Mortality data for Japanese oak
wilt diseaseand surrounding forest compositions, Mendeley Data, v1, 2015.
http://dx.doi.org/10.17632/xwj98nb39r.1.

Video

Elsevier accepts video material and animation sequences to support and enhance your scientific
research. Authors who have video or animation files that they wish to submit with their article are
strongly encouragedto include links to these within the body of the article. This can be done in
the same way as a figure or table by referring to the video or animation content and noting in the
body text where it should be placed. All submitted files should be properly labeled so that they
directly relate to the video file's content. In order to ensure that your video or animation material
is directly usable, please provide the files in one of our recommended file formats with a preferred
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maximum size of 150 MB. Video and animation files supplied will be published online in the
electronic version of your article in Elsevier Web products, includingScienceDirect. Please
supply 'stills' with your files: you can choose any frame from the video or animation ormake a
separate image. These will be used instead of standard icons and will personalize the link to your
video data. For more detailed instructions please visit our video instruction pages. Note: since
video and animation cannot be embedded in the print version of the journal, please provide text
for both the electronic and the print version for the portions of the article that refer to this content.
AUTHOR INFORMATION PACK 3 Feb 2017 www.elsevier.com/locate/jprot 14
Supplementary material

Supplementary material such as applications, images and sound clips, can be published with your
article to enhance it. Submitted supplementary items are published exactly as they are received
(Excel or PowerPoint files will appear as such online). Please submit your material together with
the article and supply a concise, descriptive caption for each supplementary file. If you wish to
make changes to supplementary material during any stage of the process, please make sure to
provide an updated file. Do not annotate any corrections on a previous version. Please switch off
the "Track Changes' option in Microsoft Office files as these will appear in the published version.
RESEARCH DATA

Data in Brief

Authors have the option of converting any or all parts of their supplementary or additional raw
data into oneor multiple Data in Brief articles, a new kind of article that houses and describes their
data.

Data in Brief articles ensure that your data, which is normally buried in supplementary material,
is activelyreviewed, curated, formatted, indexed, given a DOI and publicly available to all upon
publication. Authors are encouraged to submit their Data in Brief article as an additional item
directly alongside the revised version of their manuscript. If your research article is accepted, your
Data in Brief article will automatically be transferred over to Data in Brief where it will be
editorially reviewed and published in the new, open access journal, Data in Brief. Please note an
open access fee is payable for publication in Data in Brief. Full details can be found on the Data
in Brief website. Please use this template to write your Data in Brief.

MethodsX

Authors have the option of converting methods-related supplementary material into one or
multiple MethodsX articles, a new kind of article that describes the details of customized research
methods. Many researchers spend a significant amount of time on developing methods to fit their
specific needs or setting, but often without getting appropriate credit for this part of their work.
MethodsX, which is an Open Access journal, now publishes this information in order to make it
searchable, peer reviewed, citable and reproducible. Authors are encouraged to submit their
MethodsX article as an additional item directly alongside the revised version of their manuscript.
If your research article is accepted, your methods article will automatically be transferred over
to MethodsX where it will be editorially reviewed . Please note anopen access fee is payable
for publication in MethodsX. Full details can be found on the MethodsX website. Please use this
template to prepare your MethodsX article.

Database linking

Elsevier encourages authors to connect articles with external databases, giving readers access to
relevant databases that help to build a better understanding of the described research. Please refer
to relevant databaseidentifiers using the following format in your article: Database: xxxx (e.g.,
TAIR: AT1G01020; CCDC: 734053; PDB: 1XFN). More information and a full list of supported
databases.

ARTICLE ENRICHMENTS

AudioSlides

The journal encourages authors to create an AudioSlides presentation with their published
article. AudioSlides are brief, webinar-style presentations that are shown next to the online
article on ScienceDirect. This gives authors the opportunity to summarize their research in
their own words and to help readersunderstand what the paper is about. More information
and examples are available. Authors of this journalwill automatically receive an invitation e-
mail to create an AudioSlides presentation after acceptance of theirpaper.
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3D molecular models

You can enrich your online articles by providing 3D molecular models (optional) in PDB, PSE
or MOL/MOLZ2 format, which will be visualized using the interactive viewer embedded within
the article.

Using the viewer, it will be possible to zoom into the model, rotate and pan the model, and change
display settings. Submitted models will also be available for downloading from your online article
on ScienceDirect. Each molecular model will have to be uploaded to the online submission system
separately, via the '3D molecular models' submission category. More information.

3D models

You can enrich your online articles by providing 3D models (optional) in PLY, OBJ or U3D
format, which will be visualized using the interactive viewer next to the article. Each 3D model
will have to be zipped and uploaded to the online submission system via the '3D models'
submission category.

Please be advised that the recommended model size before zipping is maximum 150 MB.
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models can be submitted. Please provide a short informative description for each model by filling
in the 'Description’ field when uploading a dataset. Note: all datasets will be available for
download from the onlinearticle on ScienceDirect. If you have concerns about your data being
downloadable, please provide a video instead. More information on OBJ and PLY models or U3D
models.

Interactive plots

This journal enables you to show an Interactive Plot with your article by simply submitting a data
file. Full instructions.

Interactive Network Viewer

This journal enables you to enrich your online article by including interactive network diagrams
created with the latest version of Cytoscape. Each network should be exported from Cytoscape as
a ZIP file containing a pair of network (.cyjs) and visual style (.json) files, which is most easily
done using the green "SD" button. The recommended maximum file size of a dataset is 150 MB
or less.

Once the article is accepted, your ZIP datasets will appear as supplementary material on
ScienceDirect and will be visualized inside the Cytoscape application which is displayed
alongside your article. Readers will

then be able to interactively explore your networks while reading the article. Please note that
you must usethe latest available version of Cytoscape. More information.

Submission checklist

The following list will be useful during the final checking of an article prior to sending it to the
journal forreview. Please consult this Guide for Authors for further details of any item.

Ensure that the following items are present:

One author has been designated as the corresponding author with

contact details:E-mail address Full postal address Phone numbers

All necessary files have been uploaded, and contain:

Keywords Graphical Abstract Highlights bullets "Significance™ paragraph after the

Abstract All figurecaptions All tables (including title, description, footnotes)

Further considerations:
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