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AVALIACAO DA RESISTENCIA EM POPULACAO F; ORIUNDA DO CRUZA-
MENTO CNC-0434 X IPA-206 DE FEIJAO-CAUPI AO MOSAICO SEVERO!
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RESUMO - No nordeste brasileiro, os mosaicos provocados por virus, despontam como as doengas mais im-
portantes para a cultura do feijdo-caupi, constituindo-se em fator limitante da producéo. A resisténcia genética
tem sido considerada como melhor alternativa de controle do Cowpea severe mosaic virus (CPSMV). Desta
forma, objetivou-se avaliar o comportamento de uma populagdo F; desenvolvida para resisténcia, frente a dife-
rentes isolados de CPSMYV, coletados em diferentes areas de cultivo. Foram coletados nos Estados de Pernam-
buco e Paraiba, amostras foliares de feijao-caupi apresentando sintomas tipicos de mosaico. Realizaram-se ino-
culagdes em cultivares suscetiveis de feijao-caupi mantidas em casa de vegetacdo. Os isolados também foram
diagnosticados através de reagdes de RT-PCR utilizando “primers”especificos. Das 185 plantas F; inoculadas,
183 plantas apresentaram resisténcia aos diferentes isolados de CPSMV.

Palavras-chave: Cowpea severe mosaic virus. Resisténcia genética. Comovirus.

EVALUATION OF THE RESISTANCE IN POPULATION F; FROM THE CROSS CNC-0434 X IPA-
206 COWPEA TO COWPEA Severe mosaic virus

ABSTRACT - In the Northeastern part of Brazil, the mosaics caused by viruses, emerge as the most important
diseases for the cowpea, thus becoming a limiting factor of production. Genetic resistance has been considered
as the best alternative of controlling Cowpea severe mosaic virus. Thus, the aim was to evaluate the F; popula-
tion behavior developed for the resistance against different isolated CPSMV collected from different areas of
cultivation. Leaf samples presenting cowpea mosaic symptoms were collected from plantations from the states
of Pernambuco and Paraiba. There was inoculation on susceptible cultivars of cowpea kept in house vegetation.
The isolates were also diagnosed by reactions RT-PCR using specific primers. Of the 185 F; plants inoculated
183 plants were resistant to different isolates of CPSMV.

Keywords: Cowpea severe mosaic virus. Genetic resistance. Comovirus.
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INTRODUCAO

O feijao-caupi [Vigna unguiculata (L.)
Walp.], subespécie unguiculata, também conhecido
como feijdo-de-corda e feijao-macassar, ¢ uma legu-
minosa de grande relevancia econdmico-social para
a regido Nordeste, constituindo-se no feijao mais
consumido (ASSUNCAO et al., 2005; LIMA, et al.,
2005b). Com a expansdo da area cultivada, varios
fatores tém contribuido para a redugdo da produtivi-
dade. Dentre estes, as doengas ocasionadas por virus,
estdo entre os principais fatores responsaveis pelos
prejuizos (PIO-RIBEIRO et al., 2005), influenciando
na qualidade e na quantidade produzida.

Dentre os virus que infectam o feijdo-caupi,
destaca-se o Cowpea severe mosaic virus (CPSMV)
causador do “mosaico severo do caupi”’ (PIO-
RIBEIRO et al., 2005). Pertencente ao género Co-
movirus, familia Comoviridae, esse virus possui par-
ticulas de forma isomérica com aproximadamente
28nm de didmetro, com genoma bipartido. E consti-
tuido de duas moléculas de RNA de fita simples,
senso positivo, ambas necessarias para infec¢do
(HULL, 2002). O primeiro relato do CPSMV no
Brasil foi realizado por Oliveira (OLIVEIRA, 1947)
no Rio Grande do Sul, e desde entdo sua distribui¢ao
alcancou todas as regides produtoras de feijao-caupi
no pais (LIMA et al., 2005a). Na regido nordeste ha
registros da ocorréncia de CPSMYV infectado feijdo-
caupi na década de 70, no Estado do Ceard (LIMA;
NELSON, 1974) e desde entdo tem ocorrido de for-
ma generalizada nos estados do nordeste.

As plantas infectadas pelo CPSMV, no caso
de algumas cultivares, apresentam sintomas severos
observados na forma de modificagdes de cor e habito
das plantas, subdesenvolvimento das nervuras prin-
cipais, levando a um intenso encrespamento do lim-
bo foliar, resultando em numerosas bolhosidades,
associadas a presenca de mosaico e distor¢ao foliar
(HULL, 2002; LIMA et al., 2005a). Atualmente nao
existe um controle efetivo do virus, porém sio usa-
das algumas medidas como controle sistematico dos
vetores, plantio em época de baixa populagdo dos
mesmos, eliminag@o de plantas de cultivos anteriores
¢ de hospedeiros naturais. Levando-se em considera-
¢do a ocorréncia generalizada, severa e permanente
em toda a regido nordeste a melhor forma de contro-
le a ser adotada é o emprego de cultivares comerciais
altamente resistentes (UMAHARAN et al., 1996).

O estudo de resisténcia a virus em feijdo-
caupi tem recebido grande atencdo e obtido um gran-
de progresso. Fontes de resisténcia ao CPSMV em
germoplasma de caupi tém sido relatadas. Lima e
Nelson (1977) identificaram a cultivar Macaibo co-
mo imune ao CPSMV, tendo Rios e Neves (1982)
confirmado a imunidade desta cultivar e identificado
uma nova fonte de resisténcia ao virus, a linhagem
FP-7733-2. Posteriormente esta linhagem deu ori-
gem a cultivar CNC-0434 (SOARES, 1985), que foi
recomendada para o cultivo no estado do Maranhao.

A cultivar CNC-0434 foi utilizada em varios cruza-
mentos, dos quais foram obtidas algumas cultivares
resistentes ao CPSMV, tais como: BRI10-Piaui
(SANTOS et al., 1987), BR12-Canindé (SANTOS et
al., 1990), BR14-Mulato (CARDOSO et al., 1990) e
BR17-Gurguéia (FREIRE FILHO, 1994).

Considerando que cultivares resistentes sao
desenvolvidas pela transferéncia de alelos de resis-
téncia, e devido a co-evolucdo hospedeiro-patogeno,
culminando no surgimento de novas ragas, as culti-
vares resistentes necessitam ser continuamente de-
senvolvidas (ALZATE-MARIN et al., 2005) e testa-
das para diferentes estirpes. Com o aparecimento de
estirpes do patdégeno, ocorre um aumento na popula-
¢do do hospedeiro com conseqiiente pressdo de sele-
¢do da estirpe do patdogeno capaz de afetar a planta
(AGRIOS, 2004).

O objetivo deste trabalho foi avaliar o com-
portamento de uma populagdo F; desenvolvida para
resisténcia frente a diferentes isolados do CPSMV.

MATERIAL E METODOS

Plantas de feijdo-caupi apresentando sintomas
de mosaico e bolhosidade nas folhas foram identifi-
cadas em plantios da cultura nos estados de Pernam-
buco e Paraiba. Foram coletados os seguintes isola-
dos: CPSMV-1 (Recife - PE), CPSMV-3 e CPSMV-
4 (Goiana - PE), CPSMV-5 (Amaragi - PE),
CPSMV-A3 (Conde - PB). A partir dessas plantas,
coletaram-se folhas com sintomas de mosaico e de-
formacdo foliar. As folhas foram utilizadas para ino-
culagdo mecanica de plantas de feijao-caupi cvs.
Sempre Verde e/ou Pititiba, via extrato vegetal tam-
ponado contendo fosfato de potassio 0,05 M, pH 7,2,
e sulfito de sodio a 0,01M (p/v), a frio, na proporgdo
1:10 (p/v) tendo como abrasivo carborundum 300
mesh. As plantas infectadas foram mantidas em casa
de vegetagdo. Empregou-se também o teste sorologi-
co ELISA indireto nas amostras coletadas no campo,
conduzido de acordo com o protocolo de Almeida
(2001) utilizando antissoros policlonais contra
CABMYV e CMC pela Universidade Federal Rural de
Pernambuco.

Além das inoculagdes dos isolados em plan-
tas de caupi suscetiveis para reprodugdo dos sinto-
mas tipicos e comprovagao da doenga, realizou-se a
extragdo do RNA total das amostras conforme Root
e Jelkman (2001) e para a reagcao de RT-PCR empre-
gou-se a metodologia descrita por Brioso et al.
(1996) utilizando os oligonucleotideo ‘antisenso’ 5°-
YTCRAAWCCVYTRTTKGGMCCACA-3> e o
oligonucleotideo ‘senso’ 5-GCATGGTCCACWC
AGGT-3’. Aliquotas de 6 ul dos produtos de RT-
PCR foram visualizados através de eletroforese em
gel de agarose a 1.2% corados com SYBR gold (5X)
e visualizados no transiluminador de ultravioleta.

Para verificar se a populagdo F; previamente
considerada resistente quando inoculadas com o iso-
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lado CPSMV-1, manteria a resisténcia frente a teste
com outros isolados, uma populacdo Fs, oriunda do
cruzamento CNC-0434 x IPA-206, foi semeada em
copos descartaveis de 300 mL contendo substrato
vegetal. Antes do semeio, foi construido um bulk,
misturando-se eqiiitativamente sementes de todas as
plantas F, que se mostraram resistentes ao isolado de
CPSMV-1. Para cada um dos cinco isolados foram
inoculadas trinta e sete plantas, perfazendo um total
de 185 plantas, e os respectivos controles. A inocula-
cdo foi feita via extrato vegetal tamponado em fosfa-
to de potassio 0,05 M, pH 7.2, contendo sulfito de
sodio a 0,1% (p/v), a frio, na proporcdo 1:10 (p/v),
tendo como abrasivo carborundum, 10 dias apds a
emergéncia, quando as plantas apresentavam cinco
foliolos definitivos. Como controle duas plantas de
cada cultivar foram inoculadas apenas com o tampao
de inocula¢do. Além desse controle foram utilizadas
as cultivares IPA 206 e Sempre Verde que serviram
como cultivares que apresentam reagdes de susceti-
bilidade enquanto as cultivares CNC 0434 ¢ BR-14
Mulato apresentam reagdes de resisténcia. As plantas
foram reinoculadas trés dias apods a primeira inocula-

¢do para evitar escape, ¢ foram mantidas em casa de
vegetacdo. A avaliagdo foi realizada visualmente
observando-se a indu¢do de sintomas até 45 dias
apos a segunda inoculagao.

RESULTADOS E DISCUSSAO

As plantas de feijao-caupi inoculadas para a
manutengdo com os isolados coletados apresentaram
reagOes de suscetibilidade através do sintoma mani-
festado de mosaico. As plantas de feijao-caupi cvs.
Sempre Verde, IPA 206 e Pitiuba apresentaram sin-
tomas caracteristicos de mosaico severo como bo-
lhosidade e distor¢do foliar, geralmente 15 dias apds
a inoculacdo com todos os isolados (Tabela 1). En-
tretanto, ndo foi observada infec¢do pelo CPSMV
nas cultivares Macaibo, CNC 0434 ¢ BR-14 mulato
que sdo resistentes ao CPSMV. Estes resultados es-
tdo de acordo com Vale e Lima (1995) que estuda-
ram a heranga da imunidade em dois cultivares de
feijdo-caupi (Macaibo e Pititba) ao virus do
CPSMV.

Tabela 1. Reagoes das plantas de feijao-caupi [Vigna unguiculata (L.) Walp.] inoculadas com os isolados de CPSMV cole-

tados.
Cultivares
foolados F%%%?(Z%Fi CNC 0434 BR'lla ‘t‘OM“' IPA 206 Sj;‘g;e Pititba  Macaibo
CPSMV-1* + - m " " -
CPSMV-3* + _ N N N )
CPSMV-4 - - + + + -
CPSMV-5 - - + + + -
CPSMV-A3 - - + . N .

*Apenas duas plantas da populagdo F; apresentaram sintomas com os isolados CPSMV-1 e CPSMV-3.

Além das reac¢des de sintomas nas plantas
suscetiveis foi comprovado o diagnostico dos iso-
lados de CPSMV através da RT-PCR sendo ob-
servado um fragmento de aproximadamente 593
bp, confirmando dessa forma, a identidade viral
de todos os isolados coletados em campo, confor-
me Brioso et al. (1996).

Das plantas inoculadas com os isolados cole-
tados, somente duas de uma populagdo de 185 plan-
tas apresentaram sintomas de CPSMV, sendo uma
planta pertencente ao grupo inoculado com o isolado
CPSMV-1 e uma ao grupo inoculado com o
CPSMV-3 (Tabela 1), sintomas estes caracterizados
por um mosaico suave. O aparecimento de plantas
com sintomas pode ser devido neste caso, a um esca-
pe durante a inoculagdo do virus na populagido F,
fazendo com que uma planta suscetivel fosse classi-
ficada como resistente quando na realidade o que

ocorreu foi a ndo penetracao do virus no tecido hos-
pedeiro (HULL, 2002), ou a presenga de infeccao
mista (estirpes diferentes do CPSMV). Entretanto, os
sintomas ndo expressos podem ser detectados em
teste em F3 de acordo com Umaharan et al. (1996),
que em estudo de resisténcia ao CPSMV em feijdo-
caupi constatou que plantas obtidas de sementes F;
mostraram-se uniformemente resistentes indicando
que as plantas resistentes obtidas ao final do periodo
de selecdo foram homozigotas para resisténcia. A
descoberta de um marcador molecular associado ao
alelo de resisténcia permitiria uma redug¢ao do tempo
necessario para a selecdo, facilitando a introgressao
de genes de resisténcia em cultivares com caracteris-
ticas agronomicas desejaveis. E possivel também
que os isolados estudados apresentam diferencas na
severidade dos sintomas induzidos.
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Figura 1. A) Produtos da amplificacdo via RT-PCR, a
partir de isolados de CPSMV coletados em campo: 1.
CPSMV+4; 2. CPSMV-1; 3. CPSMV-3; 4. CPSMV-A3; 5.
CPSMV-5; -. Controle negativo. B) Plantas F; resistentes
inoculadas com os isolados coletados: 1. CPSMV-1; 2.
CPSMV-3; 3. CPSMV-4; 4. CPSMV-5; 5. CPSMV-A3; -.
Controle negativo; M- marcador de massa molecular.

Nas plantas que ndo apresentaram sintomas
realizou-se uma RT-PCR para verificar se ndo houve
replicagdo viral nas mesmas (Figura 1), comprovan-
do que as plantas sfo resistentes aos isolados de
CPSMV-4, CPSMV-5 e CPSMV-A3.

Genes dominantes geralmente codificam fato-
res envolvidos no reconhecimento do virus e ativa-
¢do de vias que conduzem a reagdo de hipersensibili-
dade. No entanto a natureza recessiva da heranca da
resisténcia, como € o caso da resisténcia ao CPSMV,
¢ conseqiiéncia da auséncia de algum fator essencial
para o virus em se replicar ou se movimentar no hos-
pedeiro (ELLIS et al., 2000). Este fato esta de acor-
do com os resultados obtidos onde as plantas resis-
tentes ndo apresentaram sintomas e ndo foi detecta-
da, por RT-PCR, a replicacao viral.

CONCLUSAO
A populagao F; de feijdo-caupi obtida a partir
do cruzamento cv. CNC-0434 x cv. IPA-206 mostra-

se resistente aos isolados do CPSMYV utilizados neste
trabalho.
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