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RESUMO

O caupi (Vigna unguiculata) é uma importante leguminosa cultivada principlamente por pequenos agricultores da
regido Nordeste. Doencas ocasionadas por virus podem congtituir o principa fator limitante da producdo do caupi, destacando-
Se, nesse aspecto, 0 mosaico severo, causado pelo Cowpea severe mosaic virus (CPSMV), familia Comoviridae, género
Comovirus. A resisténcia tem sido considerada como a melhor alternativa no controle dessa virose e diversas fontes promissoras
tém sido relatadas, como as cultivares Macaibo e CNC 0434, e a linhagem L254.008. As investigacfes sobre a base genética
da resisténcia a0 CpSMV nesses materiais tém conduzido a resultados semelhantes, sendo a resisténcia herdada como uma
caracteristica monogénica recessiva. No entanto, até entdo, nenhum trabalho havia investigado o alelismo dos genes de
resisténcia dessas fontes. No presente trabalho foram realizados estudos visando esclarecer questdo nas trés fontes de
resisténeia; ‘Macaibo’, ‘CNC0434" e L254.008. Plantas dos referidos gendtipos foram cruzadas de maneira direta e reciproca
originando seis populagdes F, e F,. InoculagBes controladas dessas populagdes com o isolado CpSMV-Rel permitiram concluir
que o gene de resisténcia de ‘Macaibo’ é 0 mesmo de ‘CNC-0434', distinto dagquele encontrado na linhagem L254.008.

Palavras-chave adicionais: Comovirus, heranga da resisténcia, teste de alelismo, gendtipos de caupi.

ABSTRACT
Different genes can confer resistance to Cowpea severe mosaic virus in cowpea

Cowpea (Vigna unguiculata) is an important vegetable crop in Northeast Brazil and has been traditionally cultivated
by small farmers. Virus diseases are considered to be the main factor in yield limiting cowpea yield in the region. The severe
mosaic disease caused by Cowpea severe mosaic virus (CpSMV), family Comoviridae, genus Comovirus, seems to be one of
the most prevalent diseases responsible for high losses. Resistant cultivars may be considered the best alternative for disease
control, and several promising sources of resistance such as Macaibo, CNC 0434 cultivars, and the line L 254.008 have been
reported. More recent investigations into the genetic basis of these resistant plant genotypes have pointed to similar results,
and the inheritance of this resistance has been recognized as monogenic recessive. On the other hand, any research aimed to
investigate if the resistance genes are alleles or not. In the present investigation a test was conducted to elucidate this
question. Plants of the genotypes Macaibo, CNC 0434 and L 254.008 were bred in reciproca and direct ways producing six
populations. Evaluation of those cowpea genotypes using one isolate of CpSMV indicated that the resistance gene of Macaibo
is the same as that for CNC 0434 and distinct from the gene L 254.008 found in that line.

Additional keywords: Comovirus, disease inheritance, allele tests, cowpea genotypes.

INTRODUCAO

Ofeij&o caupi [ Vigna unguiculata (L.) Walp.], também
conhecido como feijéo-de-corda, feijdo vigna ou feijao
macassar, desempenhaimportante papel econdmico-socia na
regido Nordeste, onde constitui o feijdo mais consumido (May
et al., 1988). A culturagera 2,4 milhGes de empregos diretos
e abastece amesade 27,5 milhdes de nordestinos (Benevenutti,

*Bolsistado CNPg

274

1996). O cultivo do caupi € geralmente praticado por peguenos
produtores, que normal mente consomem toda sua producéo.
Nestas situacfes o caupi constitui a principal fonte protéica
na dieta desses agricultores. Em fungdo do baixo custo de
producdo, além de outras razbes, 0 caupi é apontado pela
FAO como uma das melhores alternativas para o aumento da
oferta de proteinas (Simon, 2002).

A produtividade média registrada para a cultura do
caupi no Nordeste é de 356 Kg/ha. No entanto, em campos
experimentai s so observadas produtividades cerca de quatro
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vezes superiores as médias obtidas pelos produtores
(Benevenutti, 1996). A baixa produtividade reflete a forma
de cultivo, feita predominantemente por pequenos
agricultores numaexploragéo de subsisténcia, sem aadogéo
de tecnologias adequadas, como o controle de pragas e
doencas.

O mosaico severo do caupi, causado pelo virus do
mosaico severo do caupi (Cowpea severe mosaic virus,
CpSMV), familia Comoviridae, género Comovirus (Chen &
Bruening, 1992), é considerada uma das principais doencas
do caupi, sendo relatada em praticamente todos os estados
produtoresdo Norte e Nordestedo Brasil. No Cearao primeiro
isolado do virus obtido foi designado de CpSMV-Ce (Lima&
Nelson, 1977). Em seguida, vériosisoladosde CpSMV foram
obtidos no Laboratdrio de Virologia Vegetal daUniversidade
Federal do Cearaem plantiosde caupi naturalmenteinfetados:
CpSMV-Pi isolado no estado do Piaui (Lima et al.,1986a);
CpSMV-Pe isolado no estado de Pernambuco; CpSMV -Pr
isolado de soja[ Glycine max (L.) Merril ], no estado do Paran&
(Bertacini et al., 1998 ) e o CpSMV-Mc, assim designado
por infetar a cv ‘Macaibo’, imune aos demais isolados até
entdo obtidos no Brasil (Limaet al., 1992).

Medidas preventivas de controle do mosaico severo
geramente envolvem a aplicacdo de inseticidas visando a
reducdo das populacbes dos insetos vetores (coledpteros da
familia Chrysomelidage) e conseqiientemente adiminuicao da
incidéncia da doenca (Costaet al., 1978). Ta medidatem se
apresentado ineficaz no periodo chuvoso, quando a planta
cresce mais intensamente. O alto custo também tem
desencorgjado aado¢ao do controle quimico dos vetores pelos
agricultores. Em decorréncia destas e de outras razdes, a
resisténcia genética tem sido apontada como a medida mais
apropriada para o controle do CpSMV (Santos et al., 1987;
Vale & Lima, 1995; Umaharan et a/.1996; Paz et al., 1999).

Fontes de resisténcia ao CpSMV no germoplasma de
caupi tém sido relatadas por diversos pesquisadores (Fulton
& Allen, 1982; Limaet al., 1986b; Santos et al., 1987; Vale
& Lima, 1995; Umaharan et a/.1996, Paz et al., 1999). Com
a descoberta de genes de resisténcia ao CpSMV e posterior
incorporacdo dessa resisténcia em variedades cultivadas, a
doenca perdeu um pouco de sua importancia, mas continua
sendo um dos fatores limitantes da producéo em se tratando
de cultivares suscetiveis.

O estudo da base genética da resisténcia ao CpSMV
tem apontado namaioriadas vezes paraumaherangarecessiva
monogénica. E o caso das cultivares CNC 0434 (Jiménez et
al., 1989) e Macaibo (Vale & Lima, 1995), e dalinhagem L
254.008 (Coelho et al., 1998). Entretanto, ainda néo foi
determinado se esses genes sdo alelos do mesmo loco ou se
sd0 genes distintos. Em uma outra situagdo a resisténcia ao
CpSMV foi atribuida a trés genes recessivos néo ligados
(Umaharam et al., 1996).

O presente trabalho teve como objetivo verificar se os
genes de resisténcia ao CpSMV presentes nas cultivares
Macaibo e CNC 0434 e nalinhagem L 254.008 sdo alelos ou
se estdo localizados em |6cus distintos.

Fitopatol. bras. 30(3), maio - jun 2005

MATERIAL E METODOS

Material vegetal

Foram empregadas duas cultivares de caupi imunes
a0 CpSMV: CNC-0434 (Jimenez et al., 1989) e Macaibo
(Limaet al., 1992) €), ealinhagem L254.008 (Coelho et al.,
1998). Nesses gencdtipos a resisténcia é herdada como uma
caracteristica monogénica recessiva (Jiménez et al., 1989;
Vae & Lima, 1995; Coelho ef al., 1998). A cultivar Sempre
Verde, altamente suscetivel a esse virus, foi empregada para
multiplicagdo do indculo e como controle nos experimentos
de inoculacdo mecanica. A cultivar CNC 0434 foi
desenvolvida pelo Centro Nacional de Pesquisa de Arroz e
Feijdo da Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria
(Embrapa), a partir de popul agdes segregantes introduzidas
do International Institute of Tropical Agriculture(11TA) (Rios
et al., 1982). A cultivar Macaibo é proveniente da colecdo de
germoplasmade caupi mantida pela Empresa Pernambucana
de Pesquisa Agropecuaria (IPA), enquanto a linhagem
L 254.008 foi desenvolvida pelo programa de melhoramento
genético do caupi do IPA.

Obtencio de populacdes segregantes

Plantas das cultivares Macaibo, CNC-0434 e Sempre
Verde e da linhagem L-254.008, cultivadas em casa de
vegetacdo, foram cruzadas de maneiras direta e reciproca,
obtendo-se seis populagdes F, (CNC-0434 x L254.008,
L254.008 x CNC-0434, Macaibo x L254.008, L254.008 x
Macaibo, CNC-0434 x Macaibo e Macaibo x CNC-0434).
Procederam-se os cruzamentos, coletando pdlen naprimeira
hora damanh& e realizando-se a emasculacdo e a polinizagdo
apartir das 16 h. Parte das plantas F, foi inoculada com o
isolado CpSMV-Rel, proveniente do municipio de Recife,
Pernambuco, caracterizado por meio de testes soroldgico e
gama de hospedeiras. O restante das plantas foi reservado
paraautopolinizagdo com o intuito de gerar populagdesF,. A
raz&o entre o nimero de plantas suscetiveis e o nimero de
plantas resistentes nas populagoes F, e F, serviu paraindicar
Se 0s genes sdo alelos ou distintos.

As plantas resultantes dos cruzamentos, bem como
Seus respectivos parentais, foram inoculadas com o isolado
CpSMV-Rel multiplicado nacv. Sempre Verde. A inoculac&o
foi realizada por meio da friccdo do extrato foliar obtido
mediante maceracdo de folhas infetadas em tampéo fosfato
de potéssio 0,01 M, pH 7,0 acrescido de 0,1% de sulfito de
sadio, naproporgéo de 1:10 (p/v) sobre asuperficie dasfolhas,
com o auxilio de gaze estéril. Antes dainoculagdo, as folhas
foram polvilhadas com uma pequena quantidade do abrasivo
carborundum 600 mesh (Paz et al., 1999). Uma semana ap0s
a primeira inoculacdo, efetuou-se uma segunda inoculacdo
para evitar escapes. Plantas da cv. Sempre Verde foram
empregadas como controles.

Avaliacdo das populacdes segregantes

Durante 20 dias ap6s a segundainocul agéo as plantas
foram inspecionadas periodi camente, anotando-se o0 desenvol
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vimento dos sintomas. Amostras de plantas assintométicas
foram maceradas em tampéo fosfato de potéssio e o extrato
resultante empregado para inocular a planta indicadora
Chenopodium quinoa L., paracomprovar aausénciado virus.
O teste ndo paramétrico de c? foi empregado para gjustar
modelos genéticos simples, os quais originaram hipdteses a
testar, comparando-se freqiiéncias observadas e esperadasem
categorias discretas.

Avaliacio contra a estirpe CpSMV-Mc que infeta a cv
Macaibo

O comportamento da linhagem L-254.008 foi,
também, avaiado em relagcdo aestirpe CpSMV-Mcqueinfeta
acv Macaibo (Limaet al., 1992). Sementes da linhagem L-
254.008 foram semeadas em sol o esterilizado constituido por
uma parte de esterco e duas de terra, contido em vasos,
cultivando-se, apds o desbaste quatro plantas por vaso. Foram
usadas 12 plantas para inoculacéo artificial do CpSMV-Mc,
ficando quatro plantas sem inoculagdo, como testemunha. As
inoculagdes foram realizadas nasfol has primarias das plantas,
conforme descrito anteriormente. As plantasinocul adasforam
mantidas em casa de vegetacdo por 30 dias para observacdo
de reagBes sintomatol dgi cas e avaliagdo da presencado virus
por sorologia, usando anti-soro especifico para o mesmo.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os dados obtidos a partir da inoculaggo de plantas F,
eF,, geradas por cruzamentos diretos e reciprocos de plantas
dos gendtipos CNC-0434, Macaibo e L254.008 (Tabela 1)
sugerem que o gene de resisténcia dacv. Macaibo deve ser o
mesmo dacv. CNC-0434. Este por suavez é um genedistinto

daquel e encontrado nalinhagem L 254.008. Esta hipétese pode
ser sugerida em decorréncia dos padrdes de segregacdo
observados nas geragdes F, e F,. Por exemplo, naF, todas as
plantas resultantes dos cruzamentos entre CNC-0434 x
M acaibo se comportaram como resistentes ao isolado CpSMV -
Rel. Uma vez que em ambos os gendtipos a resisténcia é
determinada por um gene recessivo, a Unica possibilidade de
asplantas F, se comportarem como resistentes € no caso desses
genes serem alelos. O mesmo raciocinio pode ser aplicado
paraos cruzamentos entre L 254.008 x CNC-0434, e L254.008
X Macaibo. O fato de todas as plantas da geragéo F, se
comportarem como suscetiveis ao CpSMV-Rel sugere que
os genes deresi sténcia presentes nestes gendtipos sdo distintos,
pois como demonstrado, a resisténcia nesses materiais €
condicionada por um gene recessivo (Jiménez et al., 1989;
Vale & Lima, 1995; Coelho et al., 1998). Dessa forma, as
plantas da geracéo F1 sdo heterozigotticas para os dois |6cus
e, portanto, se comportaram como suscetiveis.

Os resultados obtidos na geragéo F, corroboram os
dados de segregacao obtidos na F,. Nos cruzamentos entre
CNCO0434 x Macaibo todas as plantas se comportaram como
resistentes (Tabela 1). A auséncia de segregacdo, verificada
para esses cruzamentos, apoia a hipétese de que os genes de
resisténciaao CpSMV dessas cultivares so aelos. Por outro
lado, como pode ser observado nos cruzamentos envolvendo
L254.008 x CNC 0434 e L254.008 x Macaibo (Tabela 1), a
segregacdo se gjustou bem ao modelo de nove plantas
suscetiveis para sete plantas resistentes. Essa é a razéo
esperada para caracteristicas controladas por dois genes
recessivos ndo ligados (Griffiths et al., 1992). Assim, pode-
se afirmar que a linhagem L254.000, desenvolvida pelo
Programa de Melhoramento Genético do Caupi do IPA
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TABELA 1 - Segregag0es obtidas paraaresi sténciaao virus do mosai co severo do caupi ( Cowpea severe mosaicvirus,

CpSMV) nas geragOes F, e F, de caupi (Vigna unguiculata)

Genétipo de caupi Geragiio Plantas ir‘loculadas/ Modelo Ele X2
Plantas infetadas Segregacio*

CNC-0434 x 1.254.008 F1 7777 OR:1S 0
1.254.008 x CNC-0434 F1 80/80 OR:1S 0
Macaibo x 1.254.008 F1 70/70 OR:1S 0
L254.008 x Macaibo F1 74/74 OR:1S 0
CNC-0434 x Macaibo F1 60/0 0S:1R 0
Macaibo x CNC-0434 F1 60/0 0S:1R 0
CNC-0434 x L254.008 F2 189/108 7R:98 0,91%*
1254.008 x CNC-0434 F2 186/96 7R:9S 0,77%*
Macaibo x 1.254.008 F2 191/111 7R:98 0,86%*
1.254.008 x Macaibo F2 204/113 7R:9S 0,84%*
Macaibo x CNC-0434 F2 189/0 0S:1R 0
CNC-0434 x Macaibo F2 112/0 0S:1R 0
Sempre verde Parental 56/56 - -
1.254.008 Parental 68/0 - -
Macaibo Parental 66/0 - -
CNC-0434 Parental 74/0 - -

* R=resistente, S= suscetivel
**Sgnificativo ao nivel de 1 % de probabilidade
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apresentaum genederesisténciaao CpSMV distinto daquele
apresentado pelas cultivares CNC 0434 e Macaibo.

O comportamento dalinhagem L 254.008 ao CpSMV -
Mc reforcaa hipétese da diferenca do seu gene de resisténcia
ao CpSMV. O CpSMV-Mc causa mosaico severo na cv.
Macaibo (Lima et al., 1992) e apenas mosaico leve na
linhagem L 254.008, caracterizando umareacdo deresisténcia.
Todas as plantas inoculadas reagiram contra anti-soro para
CpSMV-Mc, em dupla difusdo em &gar, com fraca banda de
precipitacdo, indicando baixa concentracdo do virus nas
células infetadas, confirmando a resisténcia da linhagem L-
254.008 areferidaestirpe de CpSMV. Ta comportamento ao
CpSMV-Mc, difere dos apresentados por outros genétipos de
caupi aestae aoutrosisolados do virus.

Apesar de existirem muitos relatos de gendtipos de
caupi com resisténciaao CpSMV, os mecanismos envolvidos
naresisténciaaindando foram estudados. Ascultivares CNC-
0434 e Macaibo tém sido referidas como imunes ao virus,
por ndo apresentarem sintomas nas plantas inoculadas, e o
virus néo ser detectado, em testes soroldgicos ou bioldgicos
(inoculag&o em hospedeiros deleséo local) (Rioset al., 1982,
Vae& Lima, 1995; Pazet al., 1999). Nalinhagem L 254.008,
caracteristicas semelhantes foram observadas no presente
trabalho, paraoisolado CpSMV-Rel, umavez que as plantas
indicadoras (C. quinoa), inoculadas com extratos provenientes
de plantas de caupi assintométicas, ndo exibiram quai squer
sintomas.

Muitas vezes a natureza recessiva da heranca da
resi sténcia é conseqiiénciadaausénciade dgum fator essencia
parao virussereplicar ou semovimentar no hospedeiro (Fraser,
1992). O fato de nenhum sintomater sido observado nasplantas
resistentes ou nas plantas indicadoras reforca essa hipétese.
Genes dominantes, por sua vez, geramente codificam para
fatores envolvidos no reconhecimento do virus e aivagéo de
vias que conduzem a reacao de hipersensibilidade —
hypersensitive response (HR) (Ellis et al., 2000).

A disponibilidade de um segundo gene de resisténcia
a0 CpSMV no germoplasma do caupi pode ser de grande
importanciacaso sejam sel ecionadas estirpes contrasas quai s
a resisténcia conferida pelo gene presente nas cultivares
Macaibo e CNC-0434 sgja ineficiente. Essa situagdo ja foi
verificadaparaum isolado do CpSMV (Limaet al., 1992). A
demonstracdo de que genes diferentes podem conferir
resisténcia ao CpSMV em caupi também fornece aos
programas de melhoramento genético a oportunidade de
combinar numa Unica cultivar dois genes de resisténcia
distintos. Provavel mente essacultivar hipotética apresentaria
uma resisténcia mais duradoura e de espectro mais amplo.
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