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RESUMO GERAL

O feijao-caupi (Vigna unguiculata) € uma leguminosa de grande importancia socioeconémica
na Regido Nordeste do Brasil. No entanto, sua producéo é afetada pelo mosaico causado pelo
Cowpea aphid-borne mosaic virus (CABMV). Para o controle desta doenca recomenda-se 0
uso de cultivares resistentes. Os objetivos deste trabalho foram: identificar genotipos de
feijdo-caupi resistentes ao CABMV, estudar a heranga genética da resisténcia a essa virose,
desenvolver RILs e caracteriza-las quanto a resisténcia ao CABMYV, estabelecendo suas
caracteristicas agronémicas. Foram avaliados 72 genotipos de feijdo-caupi cujas plantas foram
inoculadas mecanicamente com o extrato de folhas infectadas com CABMV. A avaliacdo
sintomatoldgica foi realizada mediante caracterizacdo e descricdo dos sintomas tipicos.
Quatro cultivares se destacaram como resistentes (Bajdo, Casa Amarela 5, IT81D-1053 e
Manteiguinha). O estudo de heranca da resisténcia foi conduzido a partir do cruzamento entre
0s genotipos parentais BR14-Mulato (suscetivel) e IT85F-2687 (resistente), gerando uma
populagédo F;, F,, e 0s retrocruzamentos com os dois parentais (RCr e RCs). As plantas de
todas as geracOes foram inoculadas com 0 CABMV e avaliadas por meio de caracterizacdo e
descricdo dos sintomas caracteristicos. A partir da classificacdo fenotipica das plantas foi
empregado o teste do qui-quadrado, sendo aceita uma taxa de segregacao de 1 : 3 (resistente :
suscetivel) na populacdo F,, admitindo-se assim ser uma heranga monogeénica recessiva. Uma
populacdo segregante de RILs em geracdo F; (plantas F6 e sementes F7) foi oriunda do
cruzamento entre 0s genoétipos parentais BR14-Mulato e IT85F-2687 e avaliada quanto a
resisténcia ao CABMV e as suas caracteristicas morfoagronémicas, cor da flor, cor da vagem
seca, cor da semente, comprimento médio e nimero de grdos por vagem, e peso de 100
sementes. Cada gendtipo parental teve o seu DNA extraido e testado para amplificacdo via
polymerase chain reaction (PCR) para um conjunto de primers do tipo microssatélites,
visando identificar polimorfismo. Entre as 386 RILs obtidas, 174 foram resistentes e 212
suscetiveis ao CABMYV. Houve a formacéo de 21 grupos distintos entre as RILs resistentes e
17 grupos distintos entre as RILs suscetiveis, sendo o comprimento de vagem a variavel que
mais contribuiu para a dissimilaridade. Foi observada uma taxa de segregacdo 1 : 1 de
resisténcia e suscetibilidade ao CABMV, confirmando uma heranga monogénica recessiva e
complementando o estudo com a populacdo F, e 0s retrocruzamentos. Quarenta e quatro
(35%) dos marcadores foram capazes de detectar polimorfismo entre 0 DNA dos parentais,

podendo ser utilizados no mapeamento genético da resisténcia do feijao-caupi ao CABMV.

Palavras-chaves: CABMV, melhoramento genético, resisténcia genética, Vigna unguiculata.



GENERAL ABSTRACT

Cowpea (Vigna unguiculata) is a legume of great socioeconomic importance in the Northern
of Brazil. However its production is affected by the virus caused by Cowpea aphid-borne
mosaic virus (CABMV). To control this disease, the use of resistant cultivars is
recommended. The objectives of this work were: to identify cowpea genotypes resistant to
CABMV, to study the genetic inheritance of resistance to this virus, to develop RILs and to
characterize them in terms of resistance to CABMYV, also establishing their agronomic
features. 72 cowpea genotypes were evaluated, whose plants were mechanically inoculated
with a CABMV-infected leaf extract. The symptomatological evaluation was performed by
characterizing and describing typical symptoms. Four cultivars stood out as resistant (Bajéo,
Casa Amarela 5, IT81D-1053 and Manteiguinha). The study of resistance inheritance was
conducted from the crossing between the parental genotypes BR14-Mulato (susceptible) and
IT85F-2687 (resistant), generating F, and F, populations, besides backcrosses with the two
parental accessions (BCr and BCsg). Plants of all generations were inoculated with CABMV
and evaluated by characterizing and describing the characteristic symptoms. Based on the
phenotypic classification of plants, the chi-square test was used, accepting a segregation rate
of 1 : 3 (resistant : susceptible) in the F, population, thus assuming that the resistance presents
monogenic recessive inheritance. A segregating population of RILs in F7 generation (Fs plants
and F; seeds) came from the cross between the parental genotypes BR14-Mulato (susceptible)
and IT85F-2687. The RILs were evaluated for resistance to CABMV and their morpho-
agronomic characteristics such as flower color, dry pod color, seed color, average length and
number of grains per pod, as well as weight of 100 seeds. Each parental genotype had its
DNA extracted and tested for amplification via polymerase chain reaction (PCR) for a set of
microsatellite-type primers, in order to identify polymorphic markers. Among the 386 RILs
obtained, 174 were resistant and 212 susceptible to CABMYV, in addition to having significant
genetic diversity. It was formed 21 different groups among the resistant RILs and 17 different
groups among the susceptible RILs, being the avarege length pod the variable that most
contributed to the dissimilarity. A 1 : 1 segregation rate of resistance and susceptibility to
CABMV was observed, confirming a recessive monogenic inheritance and complementing
the study with the F2 population and backcrosses. Forty-four (35%) of the markers were able
to detect polymorphism between the parental DNA, and will be used for genetic mapping of

cowpea resistance to CABMV.

Keywords: CABMV, genetic resistance, plant breeding, Vigna unguiculata.
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CONTROLE GENETICO DO FEIJAO-CAUPI AO Cowpea aphid-borne mosaic virus

INTRODUCAO GERAL

1. O feijdo-caupi (Vigna unguiculata)

O feijdo-caupi € uma planta herbacea, autdgama, anual, cuja regido de origem mais
provavel situa-se na parte oeste e central da Africa. Aproximadamente ha 50 anos, o feijio-caupi
foi relatado como uma leguminosa tropical relativamente de menor expressao agricola. No
entanto, nos Ultimos anos, emergiu como uma das leguminosas alimentares mais importantes do
século XXI. Isso se deve ao fato de ser uma das leguminosas mais adaptadas, versateis e
nutritivas, representando a principal fonte de proteina para milhdes de pessoas nos paises em
desenvolvimento e sendo um componente essencial dos sistemas de produgdo nas regides secas
dos trépicos, que cobrem parte da Asia, Estados Unidos, Oriente Médio e Américas Central e do
Sul (BOUKAR et al., 2013; SINGH, 2010; SINGH et al., 2002).

Mundialmente, a area ocupada com feijdo-caupi € acima de 12,5 milhdes de hectares,
sendo 98% na Africa, com a Nigéria colhendo 3,7 milhdes de hectares por ano. Dados
disponiveis sobre a producdo de feijdo-caupi entre os anos de 2012 e 2016 indicam que a cultura
atingiu a média de 7,0 milhdes de toneladas por ano. O principal pais produtor de feijdo-caupi é a
Nigéria, que é responsavel por 49% da producdo mundial. Em seguida, o Niger com 24% do
volume total médio e em terceiro Burkina Faso com 8%. As trés nacdes respondem por 81% da
producdo mundial de feijdo-caupi seco. Em 2017 foram produzidos mais de 7,4 milhdes de
toneladas de feijdo-caupi, com a Africa produzindo quase 7,1 milhdes (FAO, 2020; IITA, 2020).

Nos ultimos anos o cultivo do feijdo-caupi tem se expandido para as regides do Cerrado,
Norte, Oeste baiano e Centro-Oeste do Brasil, onde é incorporado como entressafra apds a
colheita da soja, arroz e milho, embora possa ser a cultura principal em alguns locais. Na regido
do Cerrado, especialmente quando cultivado como entressafra, o feijdo-caupi tem um custo
muito competitivo, 0 que contribuiu para aumentar o interesse dos agricultores. A
disponibilidade de um produto padronizado de alta qualidade, com quantidade e regularidade,
despertou o interesse do agronegécio de diferentes regides, contribuindo para abrir novos
mercados para esse produto (FREIRE FILHO et al., 2012).

Segundo a Companhia Nacional de Abastecimento (CONAB), no Brasil a area plantada
na safra 2019/2020 foi de 1.285,9 mil hectares, com uma produgéo de 610,8 mil toneladas. A
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regido Nordeste é a maior produtora de feijdo-caupi com cerca de 1.057,0 mil hectares plantados
e uma producdo média de 386,5 mil toneladas. Os maiores produtores nessa regido Sdo 0s
Estados do Cearad (97,8 mil ton), Bahia (97,7 mil ton) e Piaui (73,3 mil ton). No Estado de
Pernambuco, a area cultivada com feijao-caupi na mesma safra foi de 136,8 mil hectares e a
producdo foi de 42,9 mil toneladas (CONAB, 2020).

O cultivo é realizado por pequenos agricultores que, na sua maioria, tém preferéncia por
cultivares de porte prostrado, devido ao ciclo mais prolongado, que permite mais de uma colheita
por ciclo de producdo. Na regido norte de Minas Gerais € tradicional cultivar feijao-caupi em
alternativa ao feijao-comum (Phaseolus vulgaris L.), uma vez que a cultura se adapta melhor as
condi¢bes de clima semiarido. Essa regido possui expressivo mercado consumidor e uma
producdo consideravel. Em geral, o cultivo € conduzido por pequenos agricultores familiares,
constituindo o feijao-caupi um dos principais componentes da dieta da populagéo local (SILVA
et al., 2018; SOUZA et al., 2018). Em Roraima o feijdo-caupi é cultivado em pequenas areas
quase sempre consorciado com outras culturas, principalmente com milho ou mandioca. Apesar
da cultura ser tradicionalmente de subsisténcia, a demanda aumenta a cada ano e tem sido uma
alternativa de baixo custo em cultivos de sucessdo para 0s produtores que utilizam alta
tecnologia (ALVES et al., 2009; NECHET, 2007). O Estado do Mato Grosso, embora nédo
apresente a maior area colhida, tem alta producdo devido a maior produtividade, resultado direto
do emprego de tecnologias adequadas no sistema de producdo da cultura. Em contraste, no
Nordeste, Estados como o Ceard e Piaui, maiores consumidores dessa leguminosa no Brasil,
alcancam menores niveis de produtividade, em funcdo do baixo emprego de tecnologia,
irregularidades pluviométricas, entre outros fatores (SILVA; ROCHA; MENEZES JUNIOR,
2016).

As culturas agricolas estdo sujeitas a inumeras doencas e pragas, e por mais cuidados que
se tenha e inovacgdes tecnoldgicas que se empreguem na producdo, os fatores fitossanitarios
ainda sdo os principais entraves na producdo agricola, ocasionando grandes perdas para o
produtor. Embora seja considerada uma cultura rustica, o feijdo-caupi apresenta incidéncia de
varias doencas que podem limitar a produgdo. Dentre os varios fatores que limitam sua producao
encontram-se as doengas bidticas, as quais influenciam na qualidade e na quantidade do feijéo-
caupi produzido (BARROS, 2010; NECHET, 2006).

Vérias doencas sdo consideradas importantes no feijao-caupi, podendo causar grandes
danos, destacando-se na regido norte a mela (Rhizoctonia solani Kiihn); nos cerrados da regido
meio-norte a antracnose causada por Colletotrichum gloesporioides (Penz.) e cercosporiose



14

(Pseudocercospora cruenta (Sacc.) Deigtom); no sertdo pernambucano a murcha-de-fusarium
(Fusarium oxysporum f. sp. tracheiphilum) e no Estado do Piaui a mancha bacteriana
(Xanthomonas campestris pv. vignicola) e a pustula-bacteriana (Xanthomonas sp.) (NECHET;
HALFELD-VIEIRA, 2006; ATHAYDE SOBRINHO; VIANA; SANTOS, 2005). Entre os
principais fitonematoides responsaveis pela redugdo de produgdo ou pela depreciacdo da
qualidade do produto a ser comercializado destacam-se 0s nematoides-das-galhas como
Meloidogyne incognita e M. javanica, 0s quais possuem extensa disseminacdo em areas de
cultivo de feijao-caupi. Os nematoides-das-lesGes-radiculares (género Pratylenchus) e os
nematoides-reniformes da espécie Rotylenchulus reniformis também sdo importantes na cultura
(SILVA, 2005; PONTE, 1988).

Dentre os virus que infectam a cultura do fejdo-caupi merecem destaque, pela severidade
e pela ampla ocorréncia, respectivamente o Cowpea severe mosaic virus (CPSMV) e o Cowpea
aphid-borne mosaic virus (CABMYV), os quais causam mosaicos (BARROS et. al., 2013). Séo
as doengas mais importantes na cultura do feijdo-caupi, facilmente reconhecidas em campo, pois
elas apresentam nas folhas sintomas desde pequenas deformidades associadas a areas de cor
verde-escura alternadas com areas de cor verde-clara (mosaico) até um severo encrespamento ou
rugosidade (deformidade semelhante a bolhas) com forte mosaico. Em outras situacgdes, as folhas
podem se  mostrar  totalmente  amarelas  (douradas) sem  que  apresente
encrespamento/bolhosidade. Em alguns casos, quando as plantas sdo infectadas em estagios
fenoldgicos iniciais, podem apresentar nanismo e sem producéo de grdos (NEVES et al., 2011).

As viroses ocorrem em todas as areas produtoras de feijdo-caupi, pois 0s virus que
causam a doenca estdo muitas vezes em hospedeiros como plantas daninhas que ocorrem
naturalmente no campo proximo ao plantio. Os insetos alimentando-se dessas plantas adquirem o
virus e passam a dissemina-lo para o plantio de feijdo. O controle das viroses € preventivo e
consiste na semeadura de cultivares desenvolvidas e recomendadas por instituicdes de pesquisa,
além do monitoramento e manejo adequado dos insetos vetores dessas viroses no campo. A
eliminacédo de plantas daninhas espontaneas em areas proximas ao plantio também é importante,
pois evita que a doenca se dissemine para o campo de cultivo de feijado-caupi (NEVES et al.,
2011).

2. Cowpea aphid-borne mosaic virus (CABMV)
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O CABMV ¢ classificado como um virus de RNA de fita simples e senso positivo,
pertencente a familia Potyviridae e género Potyvirus (VIRALZONE, 2020). Apresenta particulas
filamentosas e flexuosas, com dimensdes de 720 nm a 850 nm de comprimento e 12 nm a 15 nm
de didmetro, genoma viral constituido por uma unica fita positiva de RNA (ssSRNA+) e a
proteina do capsideo apresenta aproximadamente 34 KDa, representando 95% da constituicao
quimica da particula (LIMA; SITOLLIN; LIMA, 2005). Ligada a sua extremidade 5’ estd a
proteina VPg e a extremidade 3°, uma cauda poliA. O RNA codifica uma poliproteina que é
autoclivada liberando um conjunto de proteinas funcionais que desempenham papéis
fundamentais durante o ciclo de infeccéo viral (SOUZA, 2017).

A proteina P1 possui massa molecular entre 32 kDa e 64 kDa, € uma protease e esta
relacionada a sintomatologia. A P3 possui 37 KDa e esta relacionada a patogenicidade. A HC-
Pro, com massa molecular variando de 56 kDa a 58 kDa possui varias func@es: transmissao por
afideo, movimento sistémico, sinergismo com outros virus, desenvolvimento de sintomas e
supressao do silenciamento génico. A proteina Cl possui massa molecular de 70 kDa e é
responsavel pela formacgdo dos corpos de inclusdo citoplasmatica além do movimento célula-
célula. A VPg, que pode variar de 21 kDa a 24 kDa, funciona como um primer para a replicacao
ao interagir com fatores de traducdo elFAE e também estd envolvida com a supressdo do
silenciamento génico. A Nla possui uma massa molecular de 49 kDa e é responsavel pela
interacdo proteina-proteina. Por sua vez, Nlb possui 58 kDa e é responsavel pelos corpos de
inclusGes nucleares, além de ter a funcdo de RNA polimerase dependente de RNA e esta
envolvida na replicacdo do genoma. A proteina da capa proteica é responsavel pelo movimento
viral, amplificacdo do genoma e transmissdo pelo vetor. As proteinas 6K1 e 6K2 possuem massa
molecular de 6 kDa. A primeira é necessaria para a replicacdo viral e a segunda é responsavel
pela ancoragem do complexo de replicagdo (CUlI & WANG, 2016; URCUQUI-INCHIMA,
HAENNI; BERNARDI, 2001).

O processo de replicacdo desse tipo de virus ocorre da seguinte forma: ao entrar na célula
0 RNA é liberado do capsideo, os genes do virus sdo reconhecidos e traduzidos pela maquinaria
biossintética celular. Em seguida, as proteinas virais envolvidas na replicacdo recrutam o RNA
viral e associam-se a proteinas da célula hospedeira, formando o complexo replicativo que
produz as fitas de RNA complementares a fita do genoma do virus, que sdo usadas como molde
para a sintese de novas fitas de RNA viral, as quais s@o posteriormente envolvidas pelo capsideo,
formando novas particulas do virus (MEDEIROS et al., 2015).
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O CABMYV é transmitido por pulgdes, sementes e por inoculacdo mecénica. Entre os pulgdes se
destaca o Aphis craccivora Koch. Os sintomas em plantas infectadas pelo virus CABMV podem
manifestar-se de diversas formas, tais como: mosqueado, mosaico, manchas clordticas,
bolhosidade e deformacao foliar, dependendo da cultivar envolvida, da época e da forma de
inoculagdo (LIMA; SITOLLIN; LIMA, 2005). Ocorre na Africa (Quénia, Uganda e Nigéria),
Europa (ltilia) e Asia (india, Ird e Japdo) (VIRALZONE, 2020). No Brasil é relatado
principalmente na Regido Nordeste, onde se destacam estudos realizados nos Estados de
Alagoas, Ceard, Paraiba, Pernambuco e Piaui (MAIA et al., 2017; BARBOSA, 2012; LIMA et
al., 2011; NOGUEIRA et al., 2011; FREITAS et al., 2012; BARRETO e SANTOS, 1999).

O CABMV é o responsavel por umas das viroses mais comuns e importantes que afetam
o feijdo-caupi, causando perdas substanciais da produtividade (MAIA et al., 2017; ORAWU et
al., 2013). Pio-Ribeiro et al. (2016) constataram que o0 mosaico ocasionado pelo CABMV é
responsavel por perdas acima de 50% do feijdo-caupi dependendo da interagdo entre variedades
e estirpe do virus bem como da época de inicio da infeccdo. Em Burkina Faso as perdas de
rendimento foram de até 60% (NEYA et al., 2015). Foi relatada reducdo de 63% em cultivares
comerciais de feijdo-caupi (TAIWO e AKINJOGUNLA, 2006) e perdas de 87% na producdo de
grios na Africa subsaariana em plantios infectados com esse virus (KAISER e MOSSAHEBI,
1975).

Além de afetar o cultivo do feijao-caupi, 0 CABMV também é o causador de doengas
importantes em outras culturas como a soja (SOUSA; LIMA; CAMPOS, 1996), o amendoim
(PIO-RIBEIRO et al. 2000; BARROS et al. 2011), o gergelim (GONZALEZ-SEGNANA et al.
2013) e 0 maracujazeiro, onde as perdas causadas pelo endurecimento dos frutos podem chegar
a 60% (VIANA et al. 2014; PORTO; SANTOS; OLIVEIRA, 2018). Experimentalmente, a
mucuna-preta € a mucuna-cinza, amplamente difundidas no Brasil, por serem empregadas na
adubacdo verde, foram relatadas como novos potenciais reservatérios do CABMV no campo
(SILVA et al., 2012).

No manejo da doenga causada pelo virus CABMV, o uso de cultivares resistentes é
considerada a forma mais econdmica e ecologicamente correta (ORAWU et al., 2013). Alguns
gendtipos de feijao-caupi foram identificados como resistentes ao CABMV: TVu379, TVu382,
TVu966, TVu3961, V-17, Lot. 7909-Purple, Buch Purple Hull, Dixiecream, Cowpea 535
(LIMA; SANTOS, SILVEIRA, 1986b); IT85F-2687 e IT86D-716 (ROCHA et al., 2003).
Inoculagbes mistas envolvendo o Cucumber mosaic virus (CMV) e CABMV permitiram
identificar seis genotipos resistentes: Patativa, TE97-309G-22, TE97-309G-9, TVu 382, TVu
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966 e IT85F-2687. Enquanto na inoculacdo mecéanica com o isolado de CABMV, o0s geno6tipos
IT85F-2687, Patativa, TE97-309G-22, TE97-309G-9, TVu 379, TVu 382, TVu 410 e TVu 966
ndo apresentaram os sintomas da doenca (OLIVEIRA et al., 2012).

A resisténcia das plantas a diversas doencas causadas por potyvirus tém sido relacionada
aos fatores produzidos pelo hospedeiro e que sdo requeridos pelos virus de RNA em seu ciclo de
vida. Um deles é o fator de iniciacdo da traducdo (elF4E), que esta relacionado ao movimento
célula-célula e a replicacdo viral. A proteina VPg ligada a extremidade 5° do mRNA viral pode
funcionar como um CAP do mRNA celular e interagir com o elF4E, promovendo a sintese de
proteinas virais. MutacGes em aminodacidos desse fator ou da VVPg incapacitam essa interacao e
levam a resisténcia da planta devido a redugdo ou auséncia da replicagdo do virus (TAVERT-
ROUDET et al., 2017; CHANDRASEKARAN et al., 2016; SOARES, 2012; GRZELA et al.,
2006; GAO et al., 2004). A proteina HC-Pro, que é um dos principais determinantes da
expressdo dos sintomas em uma planta suscetivel além de ser responsavel pela supressdo dos
mecanismos silenciadores de genes, pode ter a sua fungéo interferida por meio de mutagdes e por
consequéncia a planta exibira sintomas atenuados (VALLI et al., 2018; YAMBAO et al., 2008;
RUIZ-FERRER et al., 2005).

3. Controle genético: resisténcia, heranca e melhoramento

De acordo com Van der Plank (1963), duas categorias de resisténcia de plantas a
patdgenos foram propostas, vertical e horizontal. A resisténcia vertical € uma caracteristica a
raca especifica do patdégeno, com heranga monogénica ou oligogénica, por ser condicionada por
um ou poucos genes, 0s quais tém efeito bastante acentuado (genes de maiores efeitos),
apresentando uma resisténcia qualitativa. Por outro lado, a resisténcia horizontal é uma
caracteristica a ragas inespecificas do patdgeno e de heranca poligénica, pois é condicionada por
varios genes que individualmente tém efeito reduzido, porém em conjunto, sdo efetivos,
apresentando uma resisténcia quantitativa.

A obtencdo de cultivares resistentes depende do desenvolvimento de programas de
melhoramento para incorporacao de genes de resisténcia em cultivares comerciais. Assim sendo,
precede a realizacdo desses programas a identificacdo de fontes de resisténcia e caracterizac¢éo do
tipo de heranca desse carater em cada fonte (CASTRO; MENEZES, COELHO, 2003). Diversos
trabalhos acerca da heranca da resisténcia as viroses em feijdo-caupi tém sido realizados ao
longo dos anos (ANTOINE et al., 2016; OGUNSOLA, 2015; ORAWU et al.,, 2013;
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ADEYANJU, 2009; ASSUNC;AO et al., 2005; OUATTARA, CHAMBLISS, 1991; JIMENEZ;
BORGES; DEBROT, 1989). O estudo da heranca genética da resisténcia é de grande
importancia para aplicacdo nos programas de melhoramento. Por exemplo, se a heranga for
condicionada por um Unico gene, a resisténcia em programas de melhoramento pode ser atingida
pelo método conhecido como retrocruzamento (CAIXETA e ZAMBOLIM, 2014). No caso de
viroses, muitas vezes a natureza recessiva da herancga da resisténcia é consequéncia da auséncia
de algum fator essencial para o virus se replicar ou se movimentar no hospedeiro (FRASER,
1992).

No CABMYV, tem sido relatado que a resisténcia no feijdo-caupi é governada por um
unico gene dominante ou recessivo (FISHER; KYLE, 1994, 1996). Lima et al. (2011) estudando
a resisténcia de 33 gendtipos de feijao-caupi ao CABMV observaram que 70% foram imunes ou
resistentes a um isolado desse virus obtido em plantas de feijdo-caupi na cidade de Fortaleza e
apenas 33% se mostraram imunes ou resistentes a outro isolado obtido na cidade de Cascavel,
concluindo-se que a resisténcia ou imunidade seja provavelmente controlada pelo mesmo gene.
Ao realizar cruzamentos entre gendétipos de feijdo-caupi resistentes e suscetiveis ao CABMV,
Orawu et al. (2013) verificaram em sete populacbes F, que um (nico gene recessivo é
responsavel pela resisténcia. Nogueira et al. (2011) confirmaram que a resisténcia ao CABMV
na linhagem TE97-309-G e na cultivar Patativa é condicionada por um gene recessivo. Antoine
et al. (2016) realizaram cruzamentos entre dois genotipos resistentes e dois suscetiveis ao
CABMYV e verificado na geracdo F, uma taxa de segregacdo de 15 plantas resistentes para uma
planta suscetivel, admitindo-se uma heranca monogénica dominante. O conhecimento da heranca
genética € necessario quando se desenvolvem variedades de feijdo-caupi resistentes ao CABMV
(PATEL et al., 1982). Além disso, o resultado relacionado com a base genética da resisténcia
pode ser aplicado em futuras pesquisas como 0 mapeamento genético e validagGes de
marcadores moleculares para selecdo assistida, além da clonagem do gene e caracterizacdo da
sua proteina de resisténcia.

Quanto aos trabalhos de melhoramento, Le&o et al. (2016) realizaram cruzamentos entre
gendtipos de feijdo-caupi resistentes ao CABMV e ao CPSMV e gen6tipos com caracteristicas
agronémicas comerciais. Quatro descendentes produziram sementes com alto valor comercial e
foram resistentes aos dois fitovirus. Em outro trabalho visando incorporar a resisténcia a esses
dois virus em cultivares melhoradas e crioulas de feijao-caupi, Nogueira et al. (2016) realizaram
cruzamentos entre cinco cultivares com boas caracteristicas agronémicas e dois genotipos

resistentes aos fitovirus. Apds a avaliacdo para resisténcia destacaram-se 32 progénies altamente
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resistentes a ambos os virus. Enquanto em ensaios que avaliaram o valor de cultivo e a
produtividade, destacaram-se nove linhagens. Barros et al. (2013) realizaram oito cruzamentos
seguidos de retrocruzamentos utilizando a linhagem TE97-309G-9 e a cultivar Patativa como
genitores resistentes ao CABMV e CPSMV. Todos os retrocruzamentos foram considerados
promissores para producdo de cultivares resistentes a esses virus. Além disso, algumas plantas se
destacaram ao apresentar caracteristicas que possibilitam a selecdo de linhagens com gréos de

bom padrdo comercial e altamente produtivas.

4. Marcadores moleculares — desenvolvimento e aplicacfes

Marcador molecular € uma sequéncia de nucleotideos localizada numa posicéao especifica
do genoma, a qual deve apresentar variabilidade suficiente entre genotipos para que seu padrao
de heranca possa ser analisado (SCHULMAN, 2007). Os marcadores moleculares devem
satisfazer os seguintes critérios para que possam ser utilizados de forma satisfatoria: ter elevado
nivel de polimorfismo genético; apresentar padrdo de heranca codominante, de modo que 0s
heterozigotos possam ser distinguidos dos homozigotos, apresentar distincdo clara entre alelos,
de modo que diferentes alelos possam ser facilmente identificados; apresentar distribuicdo
uniforme em todo o genoma; ser de facil deteccdo, de modo que todo 0 processo possa ser
automatizado; apresentar baixo custo de desenvolvimento e genotipagem; e apresentar
reprodutibilidade alta, de modo que os dados possam ser acumulados e compartilhados entre
laboratérios (XU, 2010).

Estudos com marcadores moleculares tém revelado polimorfismos genéticos importantes
na caracterizagao de feijao-caupi. A deteccdo de polimorfismos de DNA por meio de marcadores
pode ser feita de diferentes formas. Marcadores como RAPD (Random Amplified Polymorphic
DNA), ISSR (Inter Simple Sequence Repeat), SNP (Single Nucleotide Polymorphism) e SSR
(Simple Sequence Repeats) sdo alguns dos mais utilizados em feijdo-caupi (ARAUJO et al.,
2019; SEIDO; SANTOS, 2019; DAMARANY et al., 2018; CHEN et al., 2017b; ADETUMBI et
al, 2016; WAMALWA; MUOMA; WEKESA, 2016; ONOFRE 2002).

Marcadores direcionados a microssatélites como SSR ou a sitios de microssatélites
marcados por sequéncias (STMS — Sequence Tagged Microsatellite Site) consistem de pequenas
sequéncias repetidas (motifs) organizadas “in tandem” no genoma de eucariotos de um a seis
nucleotideos de comprimento. (FERREIRA; GRATTAPAGLIA, 1998). Esses marcadores

apresentam grandes vantagens quando comparados aos demais marcadores moleculares, pois séo
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altamente polimorficos e informativos; apresentam heranca codominante; sdo multialélicos; séo
abundantes no genoma dos eucariotos; sdo baseados em PCR, necessitando de uma pequena
quantidade de DNA; sdo altamente reproduziveis; ndo requerem radioatividade; se encontram
bem dispersos pelo genoma, estando presente em regides codificadoras como também em
regides ndo codificadoras; os locos sdo frequentemente bem conservados entre espécies
relacionadas (BUSO et al., 2003).

Em plantas, os microssatélites sdo muito frequentes e distribuidos ao acaso ao longo do
genoma, também sendo amplamente utilizados nos estudos de diversidade genética, genémica
comparativa, construcdo de mapas genéticos, mapeamentos de genes, sele¢do assistida por
marcadores e QTLs (GUPTA; GOPALAKRISHNA, 2010; BROGIN, 2005). Esses marcadores
tém sido amplamente utilizados para caracterizacdo de germoplasmas do feijao-caupi
(BADIANE et al. 2012).

Em diversos estudos foi possivel identificar polimorfismos entre genotipos de feijao-
caupi por meio do uso de marcadores moleculares (ALGHAMDI et al., 2019; OLIVEIRA, 2019;
DAMARANY et al., 2018; MAFAKHERI et al., 2017; UMA et al., 2009; XAVIER et al., 2005).
O polimorfismo dos marcadores microssatélites é revelado via PCR utilizando-se dois
iniciadores especificos e complementares aos flancos do microssatélite. Os genotipos sdo
diferenciados pelo tamanho dos alelos, podendo haver varios por locus. Os produtos da PCR séao
visualizados em géis de agarose ou poliacrilamida, que exige coloracdo pela prata, de modo a
permitir a deteccdo do real nimero de alelos por locus, o que é essencial na analise de
polimorfismos de repeticdes dinucleotidicas (VIEIRA, HANAI, DINIZ, 2017). O conhecimento
da variabilidade genética é de fundamental importancia para a identificacdo de genoétipos
superiores no inicio de um programa de melhoramento genético das culturas em geral (DIAS et
al., 2015).

Os marcadores SSR sdo frequentemente utilizados na analise da diversidade genética do
feijdo-caupi (TAN et al., 2012). No estudo de Chen et al. (2017) foram desenvolvidos 100 desses
marcadores, dos quais 27 foram polimérficos e utilizados para avaliagdo da diversidade genética
e estrutura populacional de 105 acessos de feijao-caupi. Badiane et al. (2012) desenvolveram um
conjunto de 49 combinacBes de primers SSR para analisar a diversidade genética e relacoes
filogenéticas entre 22 variedades e linhagens de feijdo-caupi. 44 combinagfes foram capazes de
detectar polimorfismos. Damasceno-Silva et al. (2016) estimaram a diversidade genética e
selecionaram genitores entre 38 gendtipos de feijdo-caupi de porte semiprostrado e semiereto,
através da genotipagem via marcadores SSR. Mendes et al. (2015) estabeleceram a variabilidade
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genética de 14 populacdes de feijdo-caupi por meio de um conjunto de 13 pares de primers para
marcadores microssatélites. Foram gerados 257 locos, sendo 247 polimorficos. A andlise
UPGMA permitiu a separacdo dos gendtipos em trés grupos, demostrando a presenca de
diversidade genética entre as populacfes estudadas. Araujo et al. (2019) avaliaram a diversidade
genética de 52 variedades tradicionais de feijdo-caupi utilizando 25 marcadores microssatélites.
Desse total, 14 amplificaram 80 bandas, das quais 61 foram polimorficas, gerando uma taxa de
polimorfismo de 76%. Os marcadores selecionados foram eficientes em identificar a
variabilidade genética entre as variedades avaliadas. Sawadogo et al. (2010) utilizaram 16
combinacdes de primers SSR para amplificagdo por meio da reacdo em cadeia da polimerase em
16 gendtipos de feijdo-caupi, resultando em um total de 96 (76,3%) bandas polimorficas.
Algumas dessas combinacfes foram capazes de discriminar cultivares resistentes a Striga
gesnerioides de suscetiveis. Utilizando 16 pares de primers SSR polimorficos, Haruna, Asare e
Kusi (2020) avaliaram a relagdo genética entre 46 gendtipos de feijdo-caupi, distinguindo os
resistentes dos suscetiveis a S. gesnerioides. Esses dados serdo Uteis na elaboracdo de estratégias
para 0 melhoramento do feijdo-caupi, especificamente, para a introgressdo do traco de
resisténcia. Em uma triagem realizada por Amorim (2013) envolvendo 110 pares de primers
SSR, 72 (62,5%) foram polimorficos e 38 (34,5%) monomorficos. Entre eles, 68 pares de
primers capazes de detectar polimorfismos entre os gendtipos parentais de feijao-caupi foram
usados na populacdo de linhagens endogamicas recombinantes (RILs, Recombinant Inbred
Lines).

O uso de marcadores moleculares fornece uma abordagem muito confiavel para distinguir
genotipos de feijdo-caupi, para a conservacdo de germoplasma e para a identificacdo de
linhagens parentais para uso em melhoramento genético (ASARE et al., 2010). Os recentes
avangos na biologia molecular e a atual disponibilidade de aplicagdes de tecnologias de
marcadores moleculares, os quais fornecem um elevado nimero de polimorfismo, permitirdo
grandes avangos na caracterizacdo molecular e no mapeamento genético de feijdo-caupi
(BOUKAR et al. 2017; AMORIM, 2009), sendo que algumas aplicacfes de DNA e tecnologias
de marcadores foram iniciadas em diferentes programas, incluindo caracterizacdo molecular de
germoplasma, desenvolvimento de mapas de caracteristicas genéticas e quantitativas (QTL,
Quantitative Trait Loci) (BOUKAR et al., 2017).

5. Linhagens endogamicas recombinantes (RILS)
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Uma linhagem endogamica recombinante (RIL) pode ser obtida por meio do cruzamento
de duas linhagens puras seguido de autofecundacgdes sucessivas ou do cruzamento entre irmaos,
gerando uma série de linhagens homozigotas, cada uma contendo uma combinacdo Unica de
segmentos cromossémicos vindos dos progenitores (BROMAN, 2005). As RILs podem servir
como ferramentas muito Uteis no mapeamento genético. Estudos envolvendo RILs de grdo de
bico desenvolveram marcadores estritamente ligados a genes de resisténcia contra Fusarium
oxysporum f.sp. ciceri e identificaram marcadores intimamente ligados a um QTL que codifica
resisténcia contra Ascochyta rabiei (BENKO-ISEPPON et al., 2003; RAKSHIT et al. 2003).
Duzentos e quinze RILs foram utilizadas para construcdo de um mapa genético que identificou
16 QTLs para caracteristicas relacionadas a domesticacdo do feijdo-caupi (LO et al. 2018).
Trezentos e noventa e trés RILs de P. vulgaris foram caracterizadas morfoagronomicamente,
sendo relatada uma variabilidade genética para as caracteristicas avaliadas. Essa variabilidade
sera crucial para estudos futuros envolvendo mapeamento genético e identificacdo e analise de
locus de caracteristicas quantitativas (Silva et al., 2016).

Os objetivos do trabalho foram: a) identificar genotipos de feijdo-caupi resistentes ao
CABMV; b) estudar a heranca genética da resisténcia do feijdo-caupi ao CABMV; c)
desenvolver linhagens endogamicas recombinantes (RILs), identificar materiais contrastantes
quanto a resisténcia e suscetibilidade ao CABMV e caractereiza-las agronomicamente, visando

ao mapeamento genético do feijao-caupi por meio de marcadores moleculares.
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Resumo — A produgdo de feijdo-caupi (Vigna unguiculata) pode ser limitada em &reas com
ocorréncia do mosaico causado pelo Cowpea aphid-borne mosaic virus (CABMYV) e a principal
medida no controle dessa doenca € o uso de cultivares resistentes. Assim, este trabalho objetivou
identificar genotipos de feijdo-caupi resistentes ao CABMV. O experimento foi realizado e
repetido em casa de vegetacdo no Instituto Agrondmico de Pernambuco (IPA), onde foram
avaliados 72 genotipos de feijdo-caupi. Foi utilizado o delineamento inteiramente casualizado,
sendo a parcela para cada genotipo constituida por trés vasos com cinco plantas. As plantas
foram inoculadas mecanicamente aos sete dias ap6s o plantio com um extrato de folhas
infectadas com CABMV e a avaliacdo sintomatoldgica realizada duas semanas apds a
inoculacdo, mediante caracterizacdo visual e descricdo dos sintomas tipicos nas folhas das
plantas. Entre o total das cultivares inoculadas, 68 comportaram-se como suscetiveis e quatro
como resistentes sem a presenca de sintomas de virose (Bajdo, Casa Amarela 5, IT81D-1053 e
Manteiguinha). Estes resultados indicam que as cultivares podem ser avaliadas em campo com
historico dessa fitovirose e aplicadas em futuros programas de melhoramento visando a
resisténcia ao CABMV.

Palavras-chave: CABMV, Resisténcia genética, Vigna unguiculata

Abstract — The production of cowpea (Vigna unguiculata) can be limited in fields with
occurrence of the mosaic caused by Cowpea aphid-borne mosaic virus (CABMV) and the main
measure in the control of this disease is the use of resistant cultivars. Thus, this work aimed to
identify cowpea genotypes resistant to CABMV. The experiment was carried out and repeated in
a greenhouse at the Instituto Agrondmco de Pernambuco (IPA), where 72 cowpea genotypes
were evaluated. A completely randomized design was used, being the plot for each genotype
consisting of three pots with five plants. The plants were mechanically inoculated at seven days
after planting with an extract of leaves infected by CABMV and the symptomatic evaluation
took place two weeks after inoculation, by a visual characterization and description of the typical
symptoms on the leaves of the plants. Among all cultivars, 68 proved to be susceptible, while 4
(Bajdo, Casa Amarela 5, IT81D-1053, and Manteiguinha) were considered resistant and did not
show CABMV symptoms. These results indicate that resistant cultivars may be grown in fields
with CABMV records as well as used in further genetic improvement assays aiming at resistance
to CABMV.

Index terms: CABMV, genetic resistance, Vigna unguiculata



40

Introducéo

O feijdo-caupi (Vigna unguiculata (L.) Walp.), também conhecido como “feijao-de-
corda” e “feijdo-macacar”, ¢ cultivado nas regides Norte e Nordeste do Brasil por pequenos e
médios produtores, tornando-se um produto de grande expressao socioecondmica para essas
regides (Melo et al. 2005). E uma cultura importante para as populacBes dessas regides
brasileiras, principalmente por se constituir na principal fonte proteica de origem vegetal
(Andrade Janior et al. 2002). Segundo a CONAB (2019), o feijdo-caupi total plantado no Brasil,
considerando as trés safras, representa uma area de 1.455,4 mil hectares com uma producéo total
de 733.000 toneladas. A regido Nordeste € a maior produtora de feijdo-caupi do Brasil com
427.600 toneladas. Mas merece destaque o Estado do Mato Grosso, onde o feijdo-caupi é
cultivado em larga escala, produzido em quantidade, com boa qualidade e baixo custo, 0 que
resultou na maior producdo (em mil t) na safra 2018/2019.

Com a expansdo da area cultivada, varios fatores tém contribuido para a reducdo da
produtividade. Na maior parte dos sistemas de pequena producdo, onde a maioria do feijdo-caupi
é produzida, os principais fatores responsaveis pelas perdas de rendimento e qualidade séo as
doencas, os insetos e as deficiéncias nutricionais das plantas. As doencas causadas por virus sao
consideradas um dos fatores mais importantes, sendo responsaveis por grandes perdas
econdmicas (Cruz & Aragao 2014). Dentre os virus que infectam a cultura do feijdo-caupi
merecem destaque, pela severidade e pela ampla ocorréncia, respectivamente o Cowpea severe
mosaic virus (CPSMV) e o Cowpea aphid-borne mosaic virus (CABMV) (Barros et. al. 2013).
Este Gltimo € um virus cosmopolita e economicamente significativo para o feijdo-caupi, podendo
causar uma perda de rendimento de 13 a 87% no campo dependendo da suscetibilidade da
cultura, da época da infeccdo e da estirpe viral. (Bashir et al. 2002).

Dentre os diferentes sintomas que podem ocorrer nas plantas de feijdo-caupi infectadas
por CABMV incluem-se como exemplos o mosqueado, mosaico, clorose, bolhosidade,
deformacdes foliares e necrose sisttmica. No entanto, pode ocorrer auséncia de sintomas em
infeccOes latentes (Lima 2015). A transmisséo do virus ocorre de forma né&o-persistente por meio
de diferentes espécies de afideos como o Aphis craccivora, A. fabae, A. gossypii, A.
medicaginis, Macrosiphum euphorbiae e Myzus persicae (Dhanasekar & Reddy, 2015), além de
sementes infectadas (Amayo et al. 2012). O CABMYV também é o causador das principais
doencas de outras culturas como o amendoim (Pio-Ribeiro et al. 2000) e 0 maracujazeiro, onde

as perdas causadas pelo endurecimento dos frutos podem chegar a 60% (Viana et al. 2014).
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As principais medidas de controle recomendadas para 0 manejo do CABMYV iniciam pelo
uso de sementes sadias, evitando-se a presenca de espécies de pulgbes como vetores e os plantios
proximos a hospedeiros alternativos do virus como o maracujazeiro, além do uso de cultivares
resistentes (Lima 2015).

A resisténcia genética é a melhor e mais apropriada alternativa para reduzir as perdas de
colheitas devido a essa doenga (Geering & Randles 2012). O primeiro passo para desenvolver
uma variedade resistente é selecionar novos gendtipos e quando possivel combinar essa
resisténcia com outras caracteristicas agronémicas desejaveis (Thottappilly & Rossel, 1996).
Foram identificados como resistentes ao CABMV: IT85F-2687, Mazagéo, Sanzi-sanbili, TE97-
309G-4, TE97-309G-9, TE97-309G-10, TE97-309G-22, TVu 379, TVu382, TE97-321G-8,
TE97-367G-3, TVu 410, TVu 966 (Nogueira et al. 2011; Oliveira et al.2012). A identificacdo de
fontes de resisténcia ao CABMV é fundamental para programas de melhoramento que estdo
constantemente tentando desenvolver variedades resistentes a doencas, principalmente as
viroses, visando minimizar as perdas de produtividade (Sacoman et al. 2018). Diante disso, 0

objetivo desse trabalho foi identificar genotipos de feijdo-caupi resistentes ao CABMV.

Material e Métodos

O experimento foi conduzido em telado situado no Instituto Agronémico de Pernambuco
(IPA-Recife-PE), latitude 8.06°S e longitude 34.93°W. Esse experimento foi realizado e avaliado
entre marco e maio de 2018 e repetido entre junho e julho do mesmo ano. Foram avaliados 72
gendtipos de feijao-caupi como tratamentos, 0s quais sdo oriundos da colecdo existente no Banco
de Germoplasma do IPA. No experimento foi utilizado o delineamento inteiramente casualizado
(DIC), com trés repeticbes, sendo cada repeticdo constituida por cinco plantas por vaso com
capacidade para quatro litros contendo solo argiloso A temperatura variou de 23,5 a 34,5°C e a
umidade relativa de 58 a 72%. O isolado de CABMV utilizado para as inoculacgdes foi obtido de
plantas infectadas, mantidas em telados no IPA e teve sua identificacdo confirmada por meio do
teste ELISA indireto (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) com anticorpos policlonais
especificos para 0 CABMV no laboratorio de Fitovirologia da Universidade Federal Rural de
Pernambuco (UFRPE).

Primeiramente foram plantadas sete sementes por vaso e sete dias apds o plantio, quandos
as plantas apresentavam o primeiro né do ramo principal com folhas unifoliadas (cotiledonares)
abertas, realizou-se o desbaste, mantendo-se cinco plantas por vaso para posterior inoculagdo. O

preparo do inoculo foi realizado a partir de tecidos foliares infectados, os quais foram macerados
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em almofariz na presenca de tampéo fosfato de sédio 0,01 M, pH 7,0 (mantido sob refrigeracao)
na proporcao de 1,0 g de tecido foliar para 9,0 mL de tampé&o. Para realizacdo da inoculagdo, um
pistilo foi embebido no extrato e friccionado sobre a superficie das folhas dos genotipos de
feijdo-caupi, previamente polvilhadas com Carborundum 600 mesh (Oliveira et al. 2012
moficado). Apds a inoculacdo, as plantas foram lavadas com &gua destilada para retirar o
excesso do inoculo e do abrasivo. A testemunha foi constituida por plantas da cultivar BR14-
Mulato, que é suscetivel ao CABMYV e da cultivar IT85F-2687 que é resistente a esse patdgeno
(Rocha et al. 2003; Nogueira et al. 2011; Oliveira et al. 2012).

As plantas inoculadas foram observadas, diariamente, durante 30 dias. A avaliagdo
sintomatoldgica foi realizada mediante caracterizacdo visual. Os genétipos foram avaliados
quanto aos efeitos qualitativos das infeccdes virais por meio da descricdo dos sintomas visuais
que foram surgindo a partir do foliolo do segundo n6 do ramo principal, modificados de Vale &
Lima (1994) e Rocha et al. (2003) com base nos seguintes sintomas sistémicos: Bl - bolhosidade;
CN - clareamento de nervuras; ClI - clorose; M - Mosaico; SS - sem sintoma. Foram consideradas
suscetiveis, plantas com sintomas evidentes, enquanto que as que ndo apresentaram sintomas

foram consideradas resistentes (Lima et al. 2011).

Resultados e Discusséo

Na maioria dos gendtipos, os primeiros sintomas da doenca apareceram aos sete dias apds
a inoculacdo do virus, observando-se o clareamento das nervuras dos foliolos do segundo n6 do
ramo principal. Com o passar do tempo ocorreu o surgimento de outros sintomas caracteristicos.
No primeiro experimento, dos 72 gendtipos de feijdo-caupi submetidos a inoculacdo mecénica
com o virus CABMV, 59 (82%) comportaram-se como suscetiveis, apresentando sintomas
tipicos da doenga, como clareamento de nervuras, mosaico, clorose e bolhosidade, enquanto 13
gendtipos (18%) ndo desenvolveram sintomas desse virus (Figura 1). Em um segundo
experimento e ap0s nova avaliacdo sintomatologica, 68 (94,5%) dos genotipos apresentaram
suscetibilidade e apenas os genotipos Bajdo, Casa Amarela 5, 1T81D-1053 e Manteiguinha
(5,5% dos genodtipos) ndo manifestaram nenhum dos sintomas da infec¢do viral , sendo os
materiais considerados com resisténcia qualitativa (distribuicdo fenotipica descontinua) (Tabela
1). Esse resultado foi confirmado em outro teste onde esses quatro gendtipos foram inoculados
com o0 CABMV, ndo apresentaram sintomas e a partir das suas folhas foram preparados extratos
que serviram para inocular um genétipo suscetivel ao CABMV, que também ndo apresentou

sintomas, revelando ndo haver infeccédo viral latente. Os gendtipos suscetiveis e resistentes foram
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identificados com a presenca ou auséncia dos sintomas caracteristicos da doenca,
respectivamente (Figura 2).

A cultivar BRS Guariba apresentou nesta pesquisa os sintomas de bolhosidade, clorose e
mosaico, sendo 0s mesmos sintomas relatados por Lima et al. (2011) e Oliveira et al. (2012).
Esses autores também relataram o sintoma de mosaico na cultivar Pitiba assim como no
presente estudo. Na cultivar IT81D-1045, além do mosaico também relatado por Nogueira et al.
(2011), foi constatado aqui o sintoma de clorose. A cultivar Canapuzinho apresentou os sintomas
de clareamento de nervuras, clorose e mosaico, como no trabalho de Nogueira et al. (2011) onde
também foram relatados os sintomas de bolhosidade e necrose. Esta cultivar é resistente a mela
causada pelo fungo Thanatephorus cucumeris (Nechet & Halfeld-Vieira 2007).

Apesar de a cultivar Sempre Verde ter uma maior média de grdos por vagem e a BRS
Tumucumaque ser superior com relacdo ao peso de grdos em vagens verdes (Silva et al. 2013) a
primeira apresentou os sintomas de clareamento de nervuras, clorose e bolhosidade, enquanto
que a segunda apresentou os sintomas de bolhosidade e clorose. Além desses sintomas, essas
cultivares também apresentaram mosaico, corroborando com o trabalho de Lima et al. (2011). A
cultivar Macaibo tem sido considerada imune ao Cowpea severe mosaic virus (CPSMV) (Vale e
Lima 1995; Paz et al. 1999), entretanto, em relagdo ao CABMV apresentou os sintomas de
clareamento de nervuras e clorose nesta pesquisa, além do sintoma de mosaico relatado no
trabalho de Lima et al. 2011.

Apesar de a cultivar Paulistinha apresentar potencial para a producdo de grdos verdes
(Silva et al. 2013; Sousa et al. 2015), apresentou sintoma de clareamento de nervuras, clorose e
mosaico, sendo este Gltimo sintoma também relatado por Lima et al. (2011). Os genotipos
Canapu PE e Miranda IPA 207 apresentaram clareamento de nervuras e clorose. Estas duas
cultivares foram consideradas resistentes a murcha de fusarium (Silva et al. 2018). Além disso,
essas cultivares se destacaram quanto a produtividade de grdos (Gongalves et al. 2017; Costa et
al. 2013).

Embora Santos et al. 2009 tenham relatado que a cultivar EPACE 10 possui grande
potencial de produtividade, resisténcia a viroses e tolerdncia a estiagem, ela apresentou
clareamento de nervuras, clorose, mosaico e bolhosidade assim como relatado por Nogueira et
al. 2011. O gendtipo BRS Novaera apresenta caracteristicas de porte e acamamento adequadas
para o cultivo, e valor de cultivo compativel com o padrdo comercial (Guerra et al. 2017), no

entanto, apresentou os sintomas de clareamento de nervuras e clorose, sendo suscetivel ao
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CABMV. O gen6tipo Pingo de Ouro 2 apresenta comportamento tolerante a seca (Bastos et al.
2011), porem apresentou os sintomas de clareamento de nervuras e clorose.

Para a cultivar BRS Xiquexique ndo haviam sido relatados sintomas caracteristicos do
CABMYV (Nogueira et al. 2011), porém nesta pesquisa ela apresentou clareamento de nervuras,
clorose, bolhosidade e mosaico. O mesmo ocorreu com a cultivar Patativa (Nogueira et al. 2011;
Oliveira et al. 2012), a qual apresentou clareamento de nervuras, mosaico e clorose, além da
BRS Cauamé (Oliveira et al. 2012), com sintomas de clareamento de nervuras e clorose. A BRS
Cauamé apresenta elevado comprimento de vagem e por ser mais produtiva, tem potencial para a
producdo de gréos verdes (Ramos et al. 2014). A cultivar Patativa apresenta excelente
produtividade em Pernambuco e produz sementes de boa qualidade fisioldgica (Teixeira et al.
2010; Costa et al. 2013). Além disso, essas trés cultivares apresentam resisténcia do tipo
antibiose ao caruncho Callosobruchus maculatus (Carvalho et al. 2011; Masaro Junior &
Vilarinho 2011; Silva 2011).

O gendtipo IT85F-2687, padrdo de resisténcia ao CABMV (Nogueira et al. 2011;
Oliveira et al. 2012), apresenta resisténcia classificada como ndo-preferencial a oviposicdo e
alimentacdo do caruncho C. maculatus (Castro et al. 2013; Medeiros et al. 2017). O gendtipo
IT81D-1053 € moderadamente resistente ao ataque desse inseto (Fontes & Arthur 2005; Oliveira
et al. 2013). Em estudo de Santana et al. 2019, o genétipo Bajdo se destacou dos demais por
possuir maior nimero de dias para o inicio da floracdo, maior comprimento de vagem, maior
peso de vagens e um bom ndmero de grdos por vagem. A cultivar do grupo Manteiguinha
apresentou um desempenho de produtividade satisfatdrio, possuindo um bom nimero de vagens
por planta (Oliveira et al. 2015; Sousa et al. 2018).

Concluséao
Considerando que a utilizacdo de cultivares resistentes € 0 método mais eficiente para o
controle do CABMYV, os resultados obtidos nesse trabalho demostram que 0s genotipos
resistentes podem ser utilizados como fonte resistentes em estudos de heranca, em programas de
melhoramento visando incorporagdo dessa resisténcia em genotipos de feijdo-caupi, e estudos

como mapeamento de genes de resisténcia.
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Tabela 1: Genotipos de feijao-caupi, suas origens e as reagdes ao Cowpea aphid-borne mosaic

virus no primeiro e no segundo experimento.

Cultivares Origem SINTOMAS SINTOMAS

1°Experimento  2°Experimento

Arcoverde 1 Feira Livre Arcoverde PE CN, BI M, CI CN, BI M, CI
Arcoverde 5 Feira Livre Arcoverde PE CN, CI, M, BI CN, CI, M, BI
Arcoverde 8 Feira Livre Arcoverde PE CN,CILM CN,CILM
Bajdo Feira Livre lgarassu PE SS SS
Basti&o Serra Talhada PE CN,CILM CN,CILM
Bastidozinho Feira Livre Ibimirim PE CN,CI,M CN,CILM
Bico de Ouro Embrapa Meio Norte CN, BI, CI CN, BI, CI
BR-10 Piaui Embrapa Meio Norte CN, CI CN, CI
BR14-Mulato Empraba Meio Norte CN, CI, M, BI CN, CI, M, BI
BRS Cauamé Embrapa Meio Norte CN, CI CN, CI
BRS Guariba Embrapa Meio Norte SS Cl,BI,M
BRS Novaera Embrapa Meio Norte CN, CI CN, CI
BRS Tumucumaque Embrapa Meio Norte Cl,BI, M Cl,BI,M
BRS Xiquexique Embrapa Meio Norte SS CN, Cl,BI,M
BSF 1 Belém do S&o Francisco CN, CI CN, CI
Cabecudo Acraripina PE Cl,M Cl,M
Rabo de tatu Araripina PE SS M
Canapu BSF Belém do S&o Francisco CN, BI, M, CI CN, BI, M, CI
Canapu Mossoro Mercado Publico Mossoré RN CN, M, CI CN, M, CI
Canapu PE Feira Livre Salgueiro PE CN,CIL, M CN, Cl, M
Canapuzinho Feira Livre Salgueiro PE CN,CIL, M CN, Cl, M
Casa Amarela 2 Feira Livre Recife PE Cl,M Cl,M
Casa Amarela 3 Feira Livre Recife PE CN, CI CN, CI
Casa Amarela 5 Feira Livre Recife PE SS SS
Casa Amarela 6 Feira Livre Recife PE CN,CILM CN,CILM



Cavaleiro 8
Cavaleiro 13
Cavaleiro 18
Chico Modesto
Cordeiro 1
Cordeiro 3
Coruja
Costela de Vaca
Encruzilhada 1
Encruzilhada 2
Encruzilhada 3
Encruzilhada 4
Epace 10
Esperanca
IT81D-1045
IT81D-1053
IT82D-106G
IT85F-2687
Juazeiro 2
Juazeiro 7
Juazeiro 8
Juazeiro 9
Juazeiro 11
Macaibo
Manteiga

Manteiguinha

Maravilha
Miranda IPA 207

Patativa

Feira Livre Jaboatdo dos Guararapes PE
Feira Livre Jaboatdo dos Guararapes PE
Feira Livre Jaboatdo dos Guararapes PE
Feira Livre Araripina PE
Feira Livre Recife PE
Feira Livre Recife PE
Salgueiro PE
Serra Talhada PE
Feira Livre Recife PE
Feira Livre Recife PE
Feira Livre Recife PE
Feira Livre Recife PE
Estacdo Experimental do IPA Goiana PE
Cruzamento entre duas cultivares UFRPE
Embrapa Meio Norte
Embrapa Meio Norte
Embrapa Meio Norte
Embrapa Meio Norte
Feira Livre BA
Feira Livre BA
Feira Livre BA
Feira Livre BA
Feira Livre BA
Embrapa Meio Norte
Feira Livre Ibimirim PE

Santarém PA

Feira Livre Arara PB
Instituto Agronémico de Pernambuco

Embrapa Meio Norte

CN, CI, M, BI
CN, CI, M, BI
CN, CI, M, BI
CN, CI, Bl
M
ClLM
M
CN, CIl, BI,M
SS
Cl,
SS
SS
SS
CN,CILM
M, CI
SS
Cl
SS
CN, M
BI,CI, M
Cl,BI, M
CN,CI, M
CN, CI, M, BI
CN, CI
CN,CILM

SS

CN,CI, M
CN, ClI,

CN,CILM
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CN, CI, M, BI
CN, CI, M, BI
CN, CI, M, BI
CN, Cl, Bl
M
ClLM
M
CN, CIl, BI,M
CN, CIl, BI,M
Cl,

BI, CI, M
BI, CI, M
CN, Cl, BI,M
CN,CILM
M, CI
SS
Cl
SS
CN, M
BI,CI,M
Cl,Bl,M
CN,CILM
CN, CI, M, BI
CN,, Cl
CN,CILM

SS

CN,CILM
CN, ClI,

CN,CILM



Paulistinha

Pingo de Ouro 2

Pitidba
Portalegre 1
Portalegre 2
Rasga Letra

Rouxinol
Safrinha 1
Salgueiro 1

Sempre Verde
Sempre Verde
Verdadeiro

Taipu 1

Taipu 2

Taipu 3

Taipu 4

Tucurui 1
Tucurui 2
Tucurui 3
Tucurui 4

Vitéria 2

Embrapa Meio Norte
Embrapa Meio Norte
Embrapa Meio Norte
Feira Portalegre RN
Feira Livre Portalegre RN
Feira Livre Araripina PE
Cruzamento entre duas cultivares URPE
Feira Livre Ibimirim PE
Salgueiro PE
Lajedo PE

Feira Livre Lajedo PE

Feira Livre Sdo Miguel de Taipu PB
Feira Livre Sdo Miguel de Taipu PB
Feira Livre Sdo Miguel de Taipu PB
Feira Livre Sdo Miguel de Taipu PB

Feira Livre Tucurui PA

Feira Livre Tucurui PA

Feira Livre Tucurui PA

Feira Livre Tucurui PA

Feira Livre Vitoria de Santo Antdo PE

CN, M, CI
CN, CI
M
CN,CI, M
CN, CI, Bl
CN, CI, M, BI
SS
CN, CI
CN,CI,M
SS

CN, BI, M, CI

CN,CILM
CN
CN,CILM
M
Cl, M, BI
CN,CILM
Cl,CI,M

CN, M

CN, M, Cl
CN, CI
M
CN,CI,M
CN, CI, Bl
CN, CI, M, BI
M
CN, CI
CN,CILM
CN, CI, M, BI

CN, BI, M, CI

CN,CILM
CN
CN,CILM
M
Cl, M, BI
CN,CILM
Cl,CI,M

CN, M

Bl: Bolhosidade; CN: Clareamento de nervuras; Cl: Clorose; M: -Mosaico; SS: -Sem sintomas
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Figura 1: Frequéncia de classes de reacdes de 72 genotipos de feijdo-caupi ao Cowpea aphid-
borne mosaic virus em de casa de vegetacdo.
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Figura 2: Gendtipos de feijdo-caupi apresentando resisténcia (A, B, C, D) e suscetibilidade
(E, F) ao CABMV em casa-de-vegetacdo. A: Bajdo; B: Casa Amarela 5; C: IT81D-1053; D:
Manteiguinha; E: BR14-Mulato; F: BRS Xiquexique.
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Resumo — A virose causada pelo Cowpea aphid-borne mosaic virus (CABMV) é uma doenca
importante que afeta o feijdo-caupi, interferindo na qualidade e quantidade da producéo e
gerando perdas econémicas. O uso de cultivares resistentes € uma das estratégias utilizadas no
manejo da doenca, sendo importante estudar a natureza da resisténcia. Este trabalho objetivou
estudar a heranga da resisténcia do feijdo-caupi ao CABMYV. O estudo foi conduzido a partir
do cruzamento entre 0s gendtipos parentais IT85F-2687 (resistente) e BR14-Mulato
(suscetivel), gerando uma populacdo F;, F,, e 0s retrocruzamentos com os dois parentais
(RCg e RCs). As plantas de todas as geracbes foram inoculadas com o CABMYV e avaliadas
por meio de inspecgdo visual e descri¢do dos sintomas caracteristicos. A partir da classificacéo
fenotipica das plantas foi empregado o teste do qui-quadrado, sendo aceita uma taxa de
segregacdo de 1 : 3 (resistente : suscetivel) na populacdo F,, admitindo-se assim ser uma
heranca monogénica recessiva. Os resultados com 0s retrocruzamentos confirmaram essa
heranga a0 CABMYV em feijdo-caupi.

Palavras-chave: Controle genético, Potyvirus, Vigna unguiculata

Abstract — The virus caused by the Cowpea aphid-borne mosaic virus (CABMV) is a
significant disease since it impairs cowpea’s production quality and quantity, leading to
economic loss. The use of resistant cultivars is one strategy applied in the management of
cowpea mosaic, and it is important to study the nature of such resistance. This research aimed
to evaluate the inheritance of resistance to CABMV in cowpea. The study was performed
from the crossing between parental genotypes IT85F-2687 (resistant to CABMV) and BR14-
Mulato (susceptible to CABMV), generating the populations F;, F,, and backcrosses with
both parental genotypes (BCre BCs). Plants from all generations were inoculated with
CABMYV and evaluated through visual inspection and description of characteristic symptoms.
A chi-square test was performed after phenotypic classification of all plants, where a
segregation proportion of 1 : 3 (resistant : susceptible) in population F, was accepted, thus
demonstrating a recessive monogenic inheritance. The results of the backcrosses confirmed

this inheritance to CABMYV in cowpea.

Index terms: Genetic control, Potyvirus, Vigna unguiculata
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Introducgéo

O feijdo-caupi (Vigna unguiculata L. Walp) pertence a familia das leguminosas, sendo
amplamente cultivado em varias regides tropicais do mundo (Magashi et al. 2019). No Brasil,
é produzido principalmente na regido Nordeste, onde € um dos principais componentes da
dieta da populacdo, constituindo a principal fonte de proteina e carboidrato, além de ser
importante na agregacgdo de valor aos produtores e geragdo de renda (Santos et al. 2009;
Vasconcelos et al. 2010). A producéo do feijdo-caupi é afetada por diversos fatores abioticos
e bidticos que causam um baixo rendimento na produtividade desta cultura. Entre os fatores
bidticos destacam-se as pragas como o pulgdo Aphis craccivora e as doencas flngicas,
bacterianas e virais (Boukar et al. 2018).

O mosaico do caupi causado pelo Cowpea aphid-borne mosaic virus (CABMV) € uma
das principais doencas que causam perdas substanciais no rendimento e destaca-se por causa
da sua ampla ocorréncia (Boukar et al. 2018; Barros et al. 2013), sendo encontrado infectando
o feijdo-caupi em paises como a Nigéria, Uganda, Burkina Faso, Arabia Saudita, Italia e
Brasil (Néya et al. 2015; Orawu et al. 2015; Damari et al. 2013; Amayo et al. 2012; Aliyu et
al. 2012; Freitas et al. 2012; Kareem & Taiwo 2007; Lima et al. 1981; Lavisolo & Conti
1966). Existem evidéncias de que esse virus pode ter sido introduzido em muitas regides
geograficas por meio de sementes infectadas sendo transmitido as progénies (Bashir &
Hampton 1996) além de ser transmitido eficientemente pelo A. craccivora de maneira ndo
persistente (Kitajima et al. 2008; Damiri et al. 2013). Os sintomas incluem mosqueado,
mosaico, clorose, bolhosidade, deformacGes foliares e necrose sistémica, as quais sao
responsaveis por elevadas perdas no campo (Pio-Ribeiro et al. 2005).

Uma das medidas de controle do CABMYV ¢ o uso de variedades resistentes e alguns
destes genotipos ja foram identificados em estudos realizados anteriormente: BRS Xique-
xique, IT85F-2687, Mazagédo, Patativa, Sanzi-sanbili, TE97-309G-10, TE97-309G-22, TE97-
309G-4, TE97-309G-9, TE97-321G-8, TE97-367G-3, Tvu 379, Tvu 382, Tvu 410 e Tvu 966
(Barros et al. 2013; Nogueira et al. 2011; Oliveira et al. 2012). A cultivar IT85F-2687,
introduzida do International Institute of Tropical Agriculture — IITA, em Ibadan, Nigéria
(Lima Filho et al. 2013), tem sido relatada como resistente ao CABMYV (Rocha et al. 2003;
Nogueira et al. 2011; Oliveira et al. 2012).No entanto, a natureza genética que controla a
resisténcia ao CABMYV ainda ndo estd bem determinada. A maioria dos trabalhos com feijéo-
caupi relata o envolvimento de genes recessivos (Patel et al. 1982; Fraser 1992; Nogueira et

al. 2011; Orawu et al. 2013). J& no feijdo-comum é relatada a heranga dominante (Provvidenti
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et al. 1983; Fisher & Kyle 1994; Fisher & Kyle 1996) e no maracujazeiro, heranga poligénica
(Freitas et al. 2015).

Com relacdo a outras viroses estudadas em feijdo-caupi, como o Cowpea severe
mosaic virus (CPSMV), também ¢ constatado um controle por gene recessivo (Jiménez et al.
1989; Assuncéo et al. 2005), assim com para Cowpea motle virus (CMeV) (Bliss & Robertson
1971).

O estudo de heranca da resisténcia pode auxiliar nos trabalhos que buscam a obtencao
de gendtipos melhorados em relacdo a resisténcia ao patdgeno (Antonie et al. 2016). Devido a
cultivar IT85F-2687 ser bem conhecida como resistenteao CABMV, entender a sua natureza
genética da resisténcia sera muito importante no planejamento de um programa de
melhoramento, visando a incorporacdo dessa resisténcia em cultivares com caracteristicas
agrondmicas desejaveis usando o melhor método de cruzamentos. Portanto, o objetivo do
presente trabalho foi estudar a heranca da resisténcia do feijdo-caupi ao CABMV a partir da
cultivar IT85F-2687.

Material e Métodos

O estudo foi conduzido a partir do cruzamento entre os genotipos parentais IT85F-
2687 (resistente ao CABMV) e BR14-Mulato (suscetivel ao CABMV), ambos obtidos do
Banco de Germoplasma de feijdo-caupi do Instituto Agronémico de Pernambuco (IPA). O
gendtipo 1T85F-2687 apresenta flores brancas e foi utilizado como parental feminino,
enquanto o BR14-Mulato apresenta flores roxas e foi usado como parental masculino. Do
cruzamento entre os parentais foram obtidas sementes F; que apds o plantio tiveram suas
plantas cultivadas e autofecundadas para a obtencdo da populacdo F,. Também foram
realizados 0s retrocruzamentos da geracdo F; com os parentais resistente (RCgr) e suscetivel
(RCs).

Os cruzamentos foram realizados em casa de vegetacdo. Primeiramente as flores
abertas e bem desenvolvidas foram coletadas pela manha e conservadas em refrigerador para
posterior utilizacdo no final da tarde, momento em que botdes florais foram emasculados e
polinizados (Rachie et al. 1975; Zary & Miller Junior 1982). A técnica de emasculagéo foi a
seguinte: reconhecimento do botdo que abriria no dia seguinte, leve corte longitudinal das
pétalas que envolvem os Orgaos sexuais masculino e feminino pelo lado concavo do botéo
floral, a uma profundidade de 2/3 da flor e remocdo das anteras com pinga. O estigma da flor
doadora do pdlen foi exposto forcando o estandarte para trds, comprimindo a quilha sobre a
base da flor e removendo as pétalas (Teofilo et al. 2001; Kheradnam & Niknejad 1971). A
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polinizacdo foi realizada logo ap6s a emasculacéo friccionando-se levemente a antera da flor
doadora recoberta de pdlen sobre o estigma da flor receptora emasculada. Ao final do
processo, colocou-se uma etiqueta presa por um fio de 1a no botdo floral polinizado com o
nome dos genitores e a data do cruzamento (Freire Filho et al. 2014). Os cruzamentos
realizados com sucesso foram confirmados na geracdo F; ao observar plantas com flores de
coloracdo roxa (marcador morfoldégico dominante). Plantas com flores brancas foram
eliminadas, ndo confirmando o cruzamento.

Apls a realizagdo dos cruzamentos e obtencdo da geracdo F; e F, e dos
retrocruzamentos (RCr e RCg), as plantas resultantes de todas essas geracOes foram
inoculadas com 0 CABMV. O isolado de CABMV utilizado para as inoculagdes foi obtido de
plantas infectadas, mantidas em telados do IPA e teve sua identificacdo confirmada por meio
de teste ELISA indireto (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) com anticorpos policlonais
especificos para 0 CABMV no laboratdrio de Fitovirologia da Universidade Federal Rural de
Pernambuco (UFRPE). O plantio do feijdo-caupi foi realizado a partir da semeadura de sete
sementes por vaso com capacidade para quatro litros contendo solo argiloso sete dias apds o
plantio realizou-se o desbaste, mantendo-se cinco plantas por vaso e procedendo a inoculacao
do CABMV por meio da friccdo de extrato foliar obtido mediante maceracdo de folhas
infectadas em tampdo fosfato de sédio 0,01M, pH 7,0, na propor¢éo de 1,0 g de tecido foliar
para 9,0 mL de tamp&o. Antes da inoculacéo as folhas das plantas foram polvilhadas com uma
pequena quantidade do abrasivo Carborundum 600 mesh (Oliveira et al. 2011 modificado).
Apos a inoculacdo as folhas foram lavadas com agua destilada esterilizada para retirar o
excesso de inoculo e do abrasivo. As testemunhas foram constituidas de cultivares
comprovadamente suscetiveis e resistentes ao CABMV (Nogueira et al. 2011; Oliveira et al.
2011; Rocha et al. 2003). No total foram inoculadas 1600 plantas: 100 de cada parental, 200
de cada retrocruzamento, 200 da geracdo F; e 800 da geragéo F,. A temperatura no telado
variou de 22,0 a 31,0°C e a umidade relativa de 69 a 82%.

A avaliacdo dos sintomas foi realizada por meio de caracterizacao visual periddicas
das plantas inoculadas observando-se e anotando-se o surgimento e desenvolvimento de
sintomas sistémicos como a bolhosidade, clareamento de nervuras, clorose e mosaico a partir
do foliolo do segundo né do ramo principal (Vale e Lima 1994; Rocha et al. 2003). Plantas
com sintomas evidentes foram consideradas como suscetiveis e plantas que ndo apresentaram
sintomas foram consideradas como resistentes (Lima et al. 2011). A partir da classificacdo
fenotipica das plantas nas geracOes segregantes como resistentes ou suscetiveis o teste ndo

paramétrico qui-quadrado foi empregado para ajustar modelos genéticos simples, 0s quais
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originaram hipéteses a testar, comparando-se frequéncias observadas e esperadas em
categorias discretas para estimar o nimero de genes envolvidos no controle da resisténcia,
utilizando o programa GENES (Cruz, 2013; Assuncao et al. 2005).

Resultados e Discusséo

De acordo com os resultados das avaliacOes da reacdo do feijdo-caupi ao CABMV
(Tabela 1), 82% das plantas do parental resistente ndo apresentaram 0s sintomas da virose,
enquanto 18% destas plantas tiveram algum tipo de sintoma. No entanto, 99% das plantas do
parental BR1- Mulato foram suscetiveis com diferentes sintomas do CABMV. A inoculacéo
na geracdo F; resultou em 35 plantas resistentes e 165 suscetiveis, indicando uma resisténcia
recessiva. Entre as 800 plantas examinadas na populacdo F», a resisténcia foi detectada em
221 plantas (28%) enquanto 579 foram consideradas como suscetiveis (72%). Esses dados
indicaram uma taxa de segregacdo de 1 : 3, como esperado para um gene recessivo (x °> =
2,94, P = 8,64; Tabela 1). Conforme pode ser visualizado no teste do qui-quadrado na geracao
F, foi aceita a proporcdo 1 : 3 (resistente : suscetivel), admitindo-se assim uma heranca
monogeénica recessiva, suportada pela taxa de segregacdo na populacdo RCr (1R : 1S). No
retrocruzamento com o parental suscetivel (RCs) foram obtidas 27 plantas resistentes e 173
suscetiveis, no entanto, embora ndo esperado esse nimero de plantas resistentes, a hipotese
foi aceita com valor de Xz = 3,64.

Esses resultados foram semelhantes aos de Juhasz et al. (2008) ao estudarem outro
potyvirus (Pepper yellow mosaic virus) no tomateiro, onde foi demonstrado que a heranca da
resisténcia é governada por um gene recessivo, com auséncia de dominancia entre os seus
alelos. Na literatura, a resisténcia conferida por gene recessivo é descrita para grande parte
das doencas causadas por potyvirus (Hagedorn e Gritton 1973; Haddad et al.1978; Pink et al.
1986; Prevvidenti e Alconero 1988; Wai & Grumet 1995; Anagnostou et al. 2000; Brown et
al. 2003). Em um dos primeiros estudos sobre a heranca da resisténcia do feijao-caupi ao
CABMV, Patel et al . (1982) relataram que a reacdo de imunidade foi controlada por um gene
recessivo em associacdo com genes modificadores menores e a reagdo resistente foi
governada por um gene parcialmente dominante. Esse resultado corrobora com o estudo de
Nogueira et al. (2011) que envolveu a linhagem TE97309G-9 e a cultivar Patativa, onde
todas as plantas da geracdo F, segregaram na proporcdo de 15 plantas suscetiveis para uma
resistente, confirmando que a resisténcia ao virus CABMV é condicionada por um gene
recessivo. Ao realizar cruzamentos entre gendtipos de feijdo-caupi resistentes e suscetiveis ao

CABMV, Orawu et al. (2013) verificaram em sete populacdes F, que um unico gene
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recessivo € responsavel pela resisténcia. Alelos recessivos podem estar associados a
resisténcia causada pela falta de um fator necessario a replicacdo ou a0 movimento do virus
nas células do hospedeiro (Fraser 1992). Antoine et al. (2016) estudando a heranga e a relacéo
entre alelos de resisténcia ao CABMV em dois genotipos de feijdo-caupi relataram que a
resisténcia é governada por dois genes dominantes nas duas variedades, sendo que cada uma
contribui para um gene resistente.

Provvidenti et al. (1983) ao cruzar plantas de feijdo-comum (Phaseolus vulgaris)
resistentes e suscetiveis ao CABMV concluiram que a resisténcia é conferida por fatores
dominantes Unicos e de forma independente que parecem estar intimamente ligados. A
heranca monogénica dominante também foi relatada por Fisher e Kyle (1994). Na cultivar
Great Northern 1140 a resisténcia sistémica ao CABMV é condicionada por um alelo
dominante e sob algumas condi¢Ges ambientais um alelo recessivo também pode estar ligado
ao controle dessa resposta resistente (Fisher & Kyle 1996). J& na cultura do maracujazeiro a
heranga a0 CABMV & do tipo poligénica (Freitas at al. 2015).

Os resultados deste estudo para 0 CABMYV corroboram com o estudo para o virus do
mosaico severo do feijdo-caupi (Cowpea severe mosaic virus, CPSMV) realizado por Jiménez
et al. 1989, onde em nove cruzamentos estudados, as progénies F, avaliadas mostraram um
bom ajuste de 1R:3S e o0 padrdo de segregacdo foi homogéneo para todas as progeénies,
indicando que a resisténcia ao CPSMV também ¢é controlada por um gene recessivo.
Assuncdo et al. 2005 concluiram que o gene de resisténcia para CPSMV na cultivar Macaibo
é 0 mesmo da cultivar CNC-0434, diferente do encontrado na linhagem L254.008.

Estudos realizados por Bliss e Robertson (1971) relataram que trés locus aditivos
foram responsaveis pela tolerancia do feijdo-caupi ao Cowpea yellow mosaic virus e que uma
variedade foi provavelmente homozigoética para os trés genes. Ja para 0 Cowpea mottle virus a
heranca foi dominante para suscetibilidade. Em doengas como a cercosporiose do feijdo-caupi
a resisténcia € do tipo monogénica dominante (Castro et al. 2003). Nicaise et al. (2003) e Gao
et al. (2004) identificaram o fator de iniciacdo da traducdo de eucariontes elF4E como
responsavel pela resisténcia nos potyvirus Lettuce mosaic virus e Pea seed-borne mosaic
virus, respectivamente. Portanto, geralmente sdo genes de natureza recessiva que conferem
resisténcia as potyviroses (Robaglia & Caranta 2006).

Como a resisténcia da cultivar IT85F-2687 ao CABMV é governada por um gene
recessivo, 0 melhor método de melhoramento para a incorporagdo da resisténcia em outros
gendtipos com caracteristicas agrondémicas desejaveis € o retrocruzamento, por consistir no

método mais ultil na transferéncia de caracteres como a resisténcia a doencas, sendo baseado
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no simples fato de que uma populacdo heterozigota retrocruzada com qualquer parental
homozigoto se tornara homozigota para o gendtipo do parental recorrente (Briggs, 1938).
Progénies resultantes desse método sdo promissoras para aumentar o nivel de produtividade,
colheita, producdo foliar e teor de micronutrientes além de melhorar as caracteristicas
culinérias do feijdo-caupi (Adeyanju 2009; Barros et al. 2011; Melo et al. 2017; Oliveira et al.
2017). Portanto, o genoOtipo IT85F-2687 apresenta resisténcia monogénica recessiva ao
CABMYV e pode ser utilizado como parental doador da resisténcia a esse virus em feijdo-
caupi.
Concluséo
Conclui-se que o genétipo de feijdo-caupi IT85F-2687 apresenta resisténcia

monogeénica recessiva ao CABMV.
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Tabela 1: Andlise de segregacao para resisténcia ao CABMV em populacgdes derivadas do cruzamento entre o genoétipo resistente IT85F-2687 e

o suscetivel BR14-Mulato.

Numero de plantas Taxa esperada
Populacio R S R:S Y2 Probabilidade (%)

IT85F-2687 82 18 1:0 - -
BR14-Mulato 1 99 0:1 - -
Fi 35 165 0:1 - -

F2 221 579 1:3 2,94 * 8,64

RCR 87 113 11 3,38 * 6,60
RCS 27 173 0:1 3,64 * -

* Aceita-se a hip6tese ao nivel de 5% de significancia (x° calculado <y “tabelado 3,84).
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CAPITULO IV

Caracterizacdo morfoagronémica de linhagens endogamicas recombinantes

resistentes e suscetiveis ao CABMV e de seus polimorfismos gendmicos em
feijdo-caupi

Artigo a ser submetido a Revista South African Journal of Botany
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Resumo - O feijdo-caupi (Vigna unguiculata) € um dos alimentos mais produzidos e
consumidos na regido Nordeste do Brasil, no entanto, sua producdo é afetada severamente
pelo virus do mosaico do caupi transmitido por afideos (Cowpea aphid-borne mosaic virus)
(CABMV). Para controlar essa doenca recomenda-se 0 uso de cultivares resistentes. Estudos
envolvendo o mapeamento da resisténcia sdo importantes, sendo o uso de marcadores
moleculares fundamental para a construcdo de mapas genéticos. Nesse contexto, 0
desenvolvimento de linhagens endogamicas recombinantes (RILs) é uma ferramenta muito
atil. Este trabalho objetivou desenvolver RILs e caracteriza-las visando o desenvolvimento
das bases para 0 mapeamento genético. Para isso, uma populacdo de RILs em geracdo F; foi
obtida a partir do cruzamento entre os parentais BR14-Mulato (suscetivel) e IT85F-2687
(resistente) e avaliada quanto a resisténcia ao CABMV e a cor da flor, cor da semenete, cor da
vagem seca, himero de sementes e comprimento médio das vagens e peso de 100 sementes.
Cada gendtipo parental teve o seu DNA extraido e testado para amplificacdo via polymerase
chain reaction (PCR) para um conjunto de pares de primers desenhado para marcadores do
tipo microssatélites (SSR, Simple Sequence Repeats). Entre as 386 RILs obtidas, 174 foram
resistentes e 212 suscetiveis ao CABMV e apresentaram diversidade genética significativa.
Houve a formacéo de 21 grupos distintos entre as RILs resistentes e 17 grupos distintos entre
as RILs suscetiveis, sendo o comprimento de vagem foi a varidvel que mais contribuiu para a
dissimilaridade. Foi observada uma taxa de segregacdo 1 resistente : 1 suscetivel ao
CABMV, complementando o estudo realizado na populacdo F, e retrocruzamentos,
concluindo tratar-se de heranga monogénica recessiva. Um percentual de 35% (44) dos
marcadores testados apresentou capacidade para detectar polimorfismos entre 0 DNA
gendmico dos parentais, sendo potencialmente Uteis para aplicacdo no mapeamento genético.

Palavras-chave: controle genético, Cowpea aphid-borne mosaic virus, melhoramento,

marcadores SSR, Vigna unguiculata.

Abstract — Cowpea (Vigna unguiculata) is one of the produced and consumed foods in
northeastern Brazil, however, its production is severely affected by the mosaic virus
transmitted by the aphids (Cowpea aphid-borne mosaic virus) (CABMV). To control this
disease, the use of resistant cultivars is recommended. Studies involving resistance mapping
are important and the use of molecular markers is fundamental for the construction of genetic
maps. In this context the development of recombinant inbred lines (RILS) is a very useful
tool. This work aimed to develop and characterize RILs aiming at the development of the
bases for genetic mapping. For this, a population of RILs in F7 was generated from the
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crossing between the parental genotypes BR14-Mulato (susceptible) and IT85F-2687
(resistant), which was evaluated were evaluated for resistance to CABMV and their morpho-
agronomic characteristics such as flower color, dry pod color, seed color, average length and
number of grains per pod, as well as weight of 100 seeds. Each parental genotype had its
DNA extracted and tested for amplification via polymerase chain reaction (PCR) for a set of
primer pairs designed for microsatellite markers (SSR, Simple Sequence Repeats). Among the
386 RILs obtained, 174 were resistant and 212 susceptible to CABMYV, in addition to having
significant genetic diversity. It was formed 21 different groups among the resistant RILs and
17 different groups among the susceptible RILs, being the avarege length pod the variable that
most contributed to the dissimilarity. A 1:1 segregation rate of resistance and susceptibility to
CABMYV was observed, confirming a recessive monogenic inheritance and complementing
the study with the F2 population and backcrosses. Forty-four (35%) of the markers were able
to detect polymorphism between the parental DNA, and will be used for genetic mapping of
cowpea resistance to CABMV.

Keywords: Cowpea aphid-borne mosaic virus, genetic control, plant breeding, Vigna

unguiculata.

1. Introducéo

O feijdo-caupi [Vigna unguiculata (L.) Walp.] é uma cultura herbacea e anual
cultivada principalmente na América Latina, Africa e sul da Asia. Constitui a principal fonte
de proteina para milhdes de pessoas de paises em desenvolvimento localizados nessas regides.
No Brasil, ¢ um dos alimentos mais produzidos, sendo uma das principais culturas na regido
Nordeste, onde seu cultivo é direcionado para a producdo de grdos secos e grdos ou vagens
verdes (Camara et al., 2018; Boukar et al., 2018; Bezerra et al., 2019). E uma espécie diploide
com 2n = 22 cromossomos e genoma com aproximadamente 640,6 milhdes de pares de base
(Lonardi et al, 2019).

A producéo de feijdo-caupi é limitada pela ocorréncia de diversas doengas, entre as
quais se destacam as viroses. Essas doencas causam sérias perdas econémicas, reduzindo a
produtividade (Kang et al., 2005). O Cowpea aphid-borne mosaic virus (CABMV) é um
importante fitopatdgeno que causa perda substancial do rendimento. O controle desse virus
pode ser realizado com o uso de cultivares resistentes, tratando-se da medida de controle
considerada mais confiavel, de melhor custo-beneficio e ecologicamente sustentavel. Se a

resisténcia for duravel, o uso dessas cultivares é claramente o melhor método para controlar as
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perdas em decorréncia da acdo de fatores bidticos em culturas agricolas (Kang et al., 2005;
Ledo et al., 2006; Boukar et al., 2018). Porém, nem sempre as cultivares resistentes
apresentam as caracteristicas desejadas pelos produtores e pelo mercado consumidor.

O desenvolvimento de programas para incorporacdo de genes de resisténcia em
cultivares comerciais é crucial para o combate efetivo de pragas e patdgenos (Castro et al.,
2003; Silva et al., 2016). A identificagdo e o mapeamento de genes de resisténcia sdo
fundamentais para a obtencdo de cultivares resistentes. Neste processo, as técnicas de
marcadores moleculares possibilitam a selecdo de plantas resistentes em larga escala (Oliveira
et al., 2018). Marcadores microssatélites (SSR) tém sido amplamente utilizados para
caracterizacdo de acessos em bancos de germoplama do feijdo-caupi, nos estudos de
diversidade genética, genémica comparativa, construcdo de mapas genéticos, mapeamento de
genes, selecdo assistida por marcadores e locos de caracteristica quantitativa (QTLs) (Badiane
et al, 2012; Gupta & Gopalakrishna, 2010; Brogin, 2005). Alguns estudos utilizaram essa
ferramenta para mapear genes de resisténcia do feijao-caupi contra o Cowpea golden mosaic
virus (CGMV), Cowpea mosaic virus (CpMV) e Cowpea yellow mosaic virus (CYMV) (Gioi
etal., 2012; Rodrigues et al. 2012; Dinesh et al., 2018).

Para 0 mapeamento genético, um dos métodos mais utilizados é o desenvolvimento de
‘Linhagens Endogamicas Recombinantes’ (Recombinant Inbred lines, RILS). Essas
constituem populacdes avancadas com alto grau de homozigose e que sdo obtidas por meio da
autofecundacdo, a partir de individuos constituintes de uma populacdo F,. Portanto, geracdes
de autofecundacdo, a partir de plantas individuais em F», sdo realizadas até a obtencdo de um
elevado grau de homozigose na populacdo final (até Fg, por exemplo). Dessa forma, cada
planta F;, é representada por uma linha endogamica homozigota na populacéo final (Faleiro et
al., 2003; Schuster e Cruz, 2004; Silva, 2016). Cada RIL pode ser propagada por inimeras
geragdes, servindo como ferramentas valiosas para 0 mapeamento genético por terem fixado
0s eventos de recombinacao e possuir alelos em homozigose (Brondani et al., 2003; Broman,
2005). Quando os gendtipos de todas as RILs sdo fixados como homozigotos, essas linhas
podem ser usadas, repetidamente, para investigar QTLs de varios fenotipos em diferentes
ambientes. Assim, o estabelecimento de um conjunto abrangente de RILs € uma contribuicéo
substancial ao mapeamento de QTL de espécies (Takuno et al., 2012).

Diante disso, o objetivo desse trabalho foi analisar molecularmente (por meio de
marcadores SSRs ou microssatélites) parentais de feijdo-caupi contrastantes quanto a
resisténcia e suscetibilidade ao CABMV, bem como distinguir linhagens endogamicas

recombinantes (RILs) oriundas de seu cruzamento, caracterizando-as morfoagronomicamente.
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Tais agOes tém por objetivo identificar materiais para futuro mapeamento genetico de QTLS
associados a resisténcia ao CABMV na espécie em questao.

2. Material e Métodos

2.1. Cruzamentos

O estudo foi conduzido a partir do cruzamento entre os genitores BR14-Mulato e
IT85F-2687, gerando uma populacdo F; composta por 386 RILs de feijdo-caupi. A cultivar
BR14-Mulato é considerada suscetivel ao CABMV, enquanto o IT85F-2687 é considerado
resistente a esse virus (Rocha et al. 2003; Nogueira et al. 2011; Oliveira et al. 2012). Os
genitores sdo oriundos da Embrapa Meio-Norte e foram adquiridos no Banco de
Germoplasma de feijdo-caupi do Instituto Agrondmico de Pernambuco (IPA). Os
cruzamentos entre os parentais e a autofecundacdo da F; gerando a populagdo F, foram
realizados em casa de vegetacdo. O gendtipo IT85F-2687 apresenta flores brancas e foi
utilizado como parental feminino, enquanto o BR14-Mulato apresenta flores roxas, sendo
usado como parental masculino.

Os cruzamentos foram realizados seguindo o método de Rachi et al. (1975) e Zary &
Miller Janior (1982). As flores recém abertas e bem desenvolvidas do parental doador de
pblen foram coletadas pela manha e conservadas em refrigerador para posterior utilizacdo no
final da tarde, momento em que os botbes florais do parental receptor de poélen foram
emasculados e polinizados. A emasculacdo foi realizada a partir do reconhecimento do botéo
floral que abriria no dia seguinte (15 horas antes da antese), com posterior corte longitudinal
das pétalas que envolvem os 6rgdos sexuais masculino e feminino pelo lado concavo do botéo
floral, a uma profundidade de 2/3 da flor e remocéo das anteras com pinga (Tedfilo et al.
2001). A polinizacdo ocorreu logo apds a emasculacéo, friccionando-se levemente a antera da
flor doadora e depositando-se o pdlen sobre o estigma da flor receptora, emasculada. Ao final
do processo, o0 botdo floral polinizado recebeu uma etiqueta presa por um fio de Ia na qual o
cruzamento foi identificado com o registro da data (Freire Filho et al. 2014). Cada cruzamento
foi confirmado na geragcdo F; pela observagdo das plantas com flores de coloragdo roxa

(marcador morfolégico dominante), sendo as plantas com flores brancas eliminadas.

2.2. Obtencéo e caracterizacao das RILs
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A populacdo de RILs foi obtida por meio do método descendente de uma Gnica vagem
(Single Pod Descent, SPD), baseado em descri¢Oes de outras publicagdes (Faleiro et al., 2003;
Boréem & Miranda, 2013; Silva, 2016). A populacdo segregante foi avancada utilizando-se o
método SPD a partir da geracdo F, até a geracdo Fg quando todas as vagens secas e de boa
qualidade foram colhidas e as sementes F; de cada RIL, armazenadas. O plantio das geracoes
foi conduzido na Estacdo Experimental do IPA, localizada em Belém de S&o Francisco
(latitude 8° 45 14" S, longitude 38° 57" 57" W e 305 m de altitude), no Sertdo do Estado de
Pernambuco. Para tal, as sementes foram distribuidas em espacamento de 1 m entre fileiras de
3 m de comprimento, totalizando uma érea plantada de 400 m? em solo classificado como
Neossolo Flavico (Aradjo Netoet al., 2000). A irrigacdo foi realizada por aspersdo e a
adubacdo quimica conduzida de acordo com a férmula N - P,Os - K;O (40 - 60 - 30). O
controle de plantas invasoras foi realizado por meio de capina manual e as pragas com
utilizacdo de inseticidas, quando necessario.

Conforme metodologia descrita pelo Bioversity International (2007), com adaptacdes,
foram avaliados seis caracteres morfoagrondmicos das RILs, sendo trés qualitativos e trés
quantitativos. As plantas da geracdo Fg foram caracterizadas quanto a cor da flor, cor da
vagem seca e cor da semente. Ap0Os a colheita das vagens dessas plantas, foram avaliados o
comprimento médio das vagens e onumero de sementes por vagem (média de uma amostra de
cinco vagens por planta) e peso de uma amostra de 100 sementes de cada planta colhida. Em
seguida, dez plantas F7 de cada RILs foram inoculadas mecanicamente com o CABMV para
realizacdo da fenotipagem e identificacdo do grupo de RILs resistentes e o grupo de RILS
suscetiveis ao virus, e analisar a heranca da resisténcia nessa populacdo. Para realizacdo da
inoculacdo, um pistilo foi embebido no extrato preparado a partir de tecidos foliares
infectados e macerados em tampéo fosfato (1,0 g de tecido foliar : 9,0 mL de tampdo) e
friccionado sobre a superficie das folhas das plantas de feijao-caupi, previamente polvilhadas
com Carborundum 600 mesh (modificado de Oliveira et al. 2012). Essas RILs foram
avaliadas por meio da descri¢do dos seguintes sintomas: CN - clareamento de nervuras; M -
Mosaico; CI - clorose; Bl - bolhosidade; Ss - sem sintoma. Foram consideradas suscetiveis as
plantas com sintomas evidentes da doencga, enquanto foram consideradas resistentes as plantas
com auséncia de sintomas do virus (Vale & Lima modificado, 1994; Rocha et al., 2003; Lima
et al. 2011). A partir da classificacdo fenotipica das plantas foi empregado o teste do qui-
guadrado para estimar o nimero de genes de resisténcia utilizando o programa GENES (Cruz,
2013).
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Os caracteres quantitativos comprimento da vagem, nimero de sementes por vagem e
peso de 100 sementes foram utilizados para a analise da diversidade genética entre as RILS no
grupo de resistentes e entre as RILs no grupo de suscetiveis, utilizando o programa GENES
(Cruz, 2013). A diversidade genética foi analisada utilizando-se como medida de
dissimilaridade o quadrado da distancia euclidiana méedia, com padronizacao dos dados e, em
seguida, o agrupamento pelo método de Tocher (Rao, 1952). A importancia relativa dos
caracteres para a dissimilaridade genética das RILs foi determinada pelo método de Singh
(1981).

2.3. Andlise de marcadores moleculares

A extracdo do DNA genémico dos parentais (BR14-Mulato e IT85F-2687) foi
realizada no Laboratorio de Genética e Biotecnologia Vegetal (LGBV-UFPE), segundo a
metodologia de Weising et al. (2005). Cerca de 5 g de folhas jovens foram maceradas com
nitrogénio liquido, em almofariz com pistilo, até obtencdo de um po fino. Posteriormente,
esse poé foi transferido para tubos de polipropileno de 50 mL e adicionados 12 mL de tampé&o
de extracdo, previamente aquecido a 60 °C. Os tubos foram incubados sob agitacdo a 60°C,
por 30 min. Apds o resfriamento, foram adicionados 12 mL de cloroférmio/alcool isoamilico
(24:1), efetuando-se uma homogeneizacdo seguida de centrifugacdo a 4000 rpm, por 20 min.
O sobrenadante foi transferido para um tubo novo, onde foram acrescentados 7,5 mL de
isopropanol e misturado cuidadosamente por inversao, seguido de centrifugacéo a 5000 rpm,
por 20 min. O sobrenadante foi descartado e, a0 DNA precipitado foram adicionados 10 mL
de etanol 70 %. Em seguida, executou-se uma centrifugacdo a 5000 rpm, por 30 min. O
sobrenadante foi descartado e o pellet foi ressuspendido em 500 pL de solucdo TE.
Subsequentemente foram realizadas as etapas de purificagio do material genético
(precipitacéo seletiva de polissacarideos (Michaels et al., 1994), e o tratamento com RNAse
(incubado a 37°C por 1 hora para digestdo do RNA). Posteriormente, a solucdo contendo
DNA e RNAse foi colocada a 70°C por 10 minutos, para inativagao da enzima.

Um conjunto de 126 pares de primers, obtidos do LGBV-UFPE, foi testado para
amplificacdo via polymerase chain reaction (PCR), usando-se os parentais da populacdo de
mapeamento estudada. As reac6es de PCR com os marcadores SSR foram conduzidas em um
volume final de 20 pL. Os fragmentos de DNA foram amplificados em termociclador, cujo
programa consistiu de uma desnaturacado inicial a 94 °C por 3 min, seguido por 40 ciclos de

desnaturacdo a 94 °C por 20 s, anelamento do primer a 57 °C por 30 s e extensdo a 72 °C por
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40 s, seguida de extensdo final a 72 °C por 5 min. Os produtos das amplificagdes foram
separados por eletroforese vertical, com tampdo TBE 5X, em gel de poliacrilamida a 6%,
corados com solucdo de nitrato de prata 0,2% e posteriormente fotografados. O polimorfismo
foi detectado por analise comparativa do tamanho dos fragmentos entre os parentais

analisados.

3. Resultados e Discussao

Foram realizados 861 cruzamentos entre os meses de setembro a dezembro de 2017,
originando 167 vagens e uma taxa de fecundacao de 19,4%. Esse percentual foi superior ao de
10,5% e 14% obtidos por Nunes et al. (2010) e Souza (2012), utilizando 0 mesmo método.
Por outro lado, Rego et al. (2006) obtiveram uma porcentagem média de sucesso de 44,9%,
confirmando os resultados obtidos por Zary & Miller Junior (1982) cuja média variou de 52%
a 59%.

As sementes F; das vagens obtidas do cruzamento entre 0s parentais foram semeadas e
tiveram suas plantas cultivadas e autofecundadas para a obtencdo da populacdo F,. A partir
dessa geragéo, foram abertas 501 linhas, as quais foram cultivadas entre os meses de junho de
2018 a fevereiro de 2020, utilizando o método SPD. Esse método é uma alternativa mais
simples, facil e econdbmica para o avanco de populagdes segregantes, visando uma rapida
homozigose (Destro et al., 2003). O avanco das geracdes resultou em 386 RILs F;. De fato, o
tamanho da populacédo é reduzido a cada geracdo, em virtude da incapacidade de germinacéo
das sementes e pelo fato de algumas plantas ndo completarem o ciclo (Borém & Miranda,
2013).

Entre as 386 RILs submetidas a inoculacdo com o CABMV, 212 comportaram-se
como suscetiveis (Tabela 1), apresentando sintomas tipicos da doenca, como clareamento de
nervuras, mosaico, clorose e bolhosidade, enquanto 174 ndo desenvolveram sintomas desse
virus, sendo consideradas resistentes (Tabela 2). A taxa de segregacdo de 1 Resistente : 1
Suscetivel (x 2 =3,74; P = 5,31) foi observada entre as RILs F;, complementando o estudo
realizado na populagédo F, e nos retrocruzamentos. Observa-se, assim, que a heranga da
resisténcia do feijdo-caupi ao CABMV €& monogénica recessiva (Tabela 3). Nosso estudo
complementa os dados de Orawu et al. (2013). Ao estudar a heranga genética da resisténcia do
feijdo-caupi ao CABMV, esses autores concluiram que ela é condicionada por um unico gene
recessivo ou mais de um gene recessivo. Para 0 Bean common mosaic virus (BCMV), outro

Potyvirus, Arshad et al. (1998) relataram que a resisténcia é condicionada por um par de
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genes recessivos. Em P. vulgaris a resisténcia ao CABMV ¢ controlada por um alelo
dominante ou recessivo (Fisher & Kyle, 1996). J& no maracujazeiro a heranca da resisténcia é
poligénica (Freitas et al., 2015).

Em relacdo as caracteristicas qualitativas estudadas, 55% das RILs apresentaram flor
da cor roxa, 49% apresentaram vagens secas de cor palha e 56% apresentaram sementes
marrons (Figuras 1 e 2). Sobre os caracteres quantitativos, o comprimento médio das vagens
variou de 10,8 a 22,8 cm, 0 numero de sementes por vagem variou de 3 a 18 e o peso de 100
sementes a variou de 6,0 a 26,7 g (Tabelas 1 e 2).

O método de agrupamento de Tocher permitiu a formacdo de 21 grupos distintos entre
as RILs resistentes (Tabela 4) e 17 grupos distintos entre as RILs suscetiveis ao CABMV
(Tabela 5). O grupo 1 abrangeu o maior numero de linhagens avaliadas, representando 35%
das resistentes e 44% das suscetiveis. Pelo método de Tocher, Bertini et al. (2009) avaliando
58 gendtipos de feijdo-caupi, agrupou-os em nove grupos distintos, Santana et al. (2019)
agruparam 30 geno6tipos em trés grupos e Gerrano et al. (2015) agruparam 25 gendtipos em
cinco grupos.

O comprimento de vagem foi a variavel que mais contribuiu para a dissimilaridade
entre as RILs resistentes (36,48%) e a dissimilaridade entre as RILs suscetiveis (44,22%) ao
CABMV, seguida dos caracteres nimero de sementes por vagem e peso de 100 sementes
(Tabela 6). Santana et al. (2019) avaliaram 30 gendtipos de feijdo-caupi e verificaram que o
comprimento da vagem foi umas das caracteristicas que mais contribuiram para a divergéncia
genética. Assim como no estudo de Gerrano et al. (2015) envolvendo 25 gen6tipos. Ao avaliar
16 acesso de feijdo-caupi, Bertini et al. (2009) observaram que 0s caracteres que mais
contribuiram para a diversidade genética foram o comprimento de vagem e o peso de 100
sementes.Jd no estudo de Santos et al. (2014), foram o peso de cinco vagens e de 100
sementes que mais contribuiram para a divergéncia entre os 20 gendtipos avaliados.

Algumas linhagens deste estudo se destacaram como promissoras para futuras
avaliagdes visando o desenvolvimento de novas cultivares, pois além de serem resistentes ao
CABMYV, também apresentaram um bom peso de 100 sementes, sendo as RILs codificadas
como 29, 49, 57, 89, 163, 197, 236, 243, 321, 451, 468 e 485. Entre essas, 50% estdo
inseridas no grupo sete. A avaliagdo dessas caracteristicas confirmou que ha& grande
diversidade genética entre as RILs de feijdo-caupi avaliadas. Essas variacbes podem ser
explicadas pelo fato desses caracteres serem determinados por muitos genes que possuem
interacdo intralélica e interalélica, aléem de sofrerem influéncia do meio, variando muito nos
diferentes trabalhos realizados em ambiente variados (SILVA, 2013). Patel et al. (2016)
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relataram diferencas altamente significativas ao comparar caracteristicas de diferentes
genotipos de feijdo-caupi, indicando uma considerdvel variabilidade. Por sua vez, Barroso
Neto et al. (2017) também identificaram diversidade genética e alta herdabilidade entre
progénies de feijdo-caupi. A variabilidade genética observada neste estudo podera ser
importante para programas de melhoramento da cultura, sendo indispensével a conservagdo
desses germoplasma.

Para que o melhoramento de plantas possa aproveitar 0S recursos geneticos é
fundamental a sua caracterizacéo. A avaliacao fenotipica das caracteristicas de uma populagéo
segregante é requerida no mapeamento de caracteres agrondmicos. Dessa forma, estudos de
segregacao genética e testes estatisticos para a detec¢do de associa¢fes podem ser realizados,
preferencialmente com as RILs (Carvalho et al., 2016; Bered et al., 1997). A ampla variacdo
fenotipica e base genética encontrada na populacdo tornam-se um recurso genético exclusivo
no qual as linhas que apresentam boas caracteristicas agronémicas e resisténcia ao CABMV
podem ser usadas como doadoras dessas caracteristicas em programas de melhoramento. Ao
realizar cruzamentos entre genotipos de feijdo-caupi resistentes ao CABMV e ao CPSMV e
gendtipos com caracteristicas agronémicas comerciais, Ledo et al. (2016) obtiveram quatro
descendentes com sementes de alto valor comercial e resistentes aos dois fitovirus. Nogueira
et al. (2016) realizaram cruzamentos entre cinco cultivares com boas caracteristicas
agrondmicas e dois genotipos resistentes aos fitovirus. Trinta e duas progénies se destacaram
por serem altamente resistentes a ambos os virus e nove linhagens se destacaram quanto ao
valor de cultivo e a produtividade. Barros et al. (2013) realizaram cruzamentos seguidos de
retrocruzamentos utilizando como genitores doadores dos genes de resisténcia ao CABMV e
CPSMYV a linhagem TE97-309G-9 e a cultivar Patativa, e como genitores recorrentes quatro
cultivares comerciais. Todos 0s retrocruzamentos foram considerados promissores para
producdo de cultivares resistentes a esses virus. Além disso, algumas plantas se destacaram ao
apresentar caracteristicas que possibilitam a sele¢do de linhagens com gréos de bom padréo
comercial e altamente produtivas.

A integridade do DNA extraido dos parentais foi verificada em gel de agarose a 1,5%.
Na selecdo de marcadores SSR foi possivel observar que dos 126 marcadores avaliados 44
(35 %) foram capazes de detectar polimorfismo entre os gendtipos parentais BR14-Mulato e
IT85F-2687. Em estudo com esses mesmos parentais, Oliveira (2019) avaliou 30 marcadores
moleculares SSR, dos quais 22 (73%) foram capazes de detectar polimorfismo. Marcadores
SSR foram utilizados com sucesso na busca por variabilidade genética em gendtipos de

feijao-caupi (Uma et al., 2009). Pereira et al. (2007) selecionaram populagdes segregantes de
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feijoeiro (P. vulgaris) promissoras para a produtividade de grdos e com polimorfismo para
marcadores SSR ligados a QTL relacionados previamente & produtividade de gréos.
Mafakheri et al. (2017) utilizaram 22 marcadores SSR para avaliar a diversidade genética e
estimar o polimorfismo em 32 genotipos de feijdo-caupi e todos foram polimorficos. Os
marcadores microssatélites apresentam elevada taxa de mutacdo, sendo altamente
informativos e apresentando elevado potencial para utilizaggo em programas de
melhoramento de plantas, na construcdo de mapas genéticos, na identificacdo de individuos,
entre outras aplicacdes (Camargo et al., 2017). Além disso esses marcadores possuem boa
taxa de transferibilidade (Kuleung et al., 2003; Miranda et al., 2012; Silva et al., 2019;
Nascimento et al., 2019). Gupta e Gopalakrishna (2010) analisaram a transferibilidade de 65
marcadores SSR entre oito espécies de Vigna e 55 (84,6%) foram transferiveis para todas as

espécies.

4. Conclusoes e Perspectivas

A taxa de segregacdo 1 resistente : 1 suscetivel ao CABMV complementa o estudo
realizado na populacdo F, e nos retrocruzamentos, confirmando tratar-se de heranca
monogeénica recessiva.

A populacdo composta por 386 linhagens endogamicas recombinantes apresentou 174
RILs resistentes e 212 suscetiveis ao CABMV, com uma diversidade genética quanto aos seus
caracteres qualitativos e quantitativos.

Os marcadores do tipo SSR polimdrficos detectados neste estudo serdo utilizados para
genotipagem de progénies e construcdo de mapas de ligacdo, auxiliando no mapeamento do
gene de resisténcia estudado. Além disso, os genomas de ambos os parentais (BR14-Mulato e
IT85F-2687) estdo submetidos para sequenciamento do genoma completo, o que permitira a
geracdo de marcadores codominantes para saturacdo do mapa. Desta forma, espera-se
identificar a regido responsavel pela resisténcia para o desenvolvimento de marcadores para
selecdo assistida Uteis na busca por genétipos com caracteristicas vantajosas em bancos de

germoplasma.
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Tabela 1. Caracterizacdo morfoagrondémica das 174 RILs de feijao-caupi resistentes ao Cowpea aphid-borne mosaic virus. Belém de S&o Francisco,

PE.
Cédigo das Cor da flor Cor da Cor dasemente  Comprimento da vagem NUmero de sementes por Peso de 100 sementes (g)
RILs vagem (cm) vagem
1 Roxa Roxa Marrom 16,4 14 14,3
Branca com Palha Branca 12,4 8 10
roxo
5 Roxa Palha Marrom 15,4 11 13
7 Branca com Palha Marrom 12,6 8 13,8
roxo
8 Roxa Palha Bege com marrom 18,8 10 18,2
11 Roxa Palha Bege com marrom 12,8 9 10,5
17 Roxa Palha Marrom 17,6 15 16,7
23 Roxa Palha Marrom 15,4 15 12
28 Branca Roxa Creme 14,6 7 11,9
29 Roxa Roxa Marrom 19,2 11 20
30 Roxa Roxa Marrom 17 10 17,6
35 Branca Palha Branca 16 13 13
36 Roxa Roxa Marrom 17,8 13 15,8
49 Branca Roxa Bege com marrom 16 6 23,1
50 Branca com Palha Marrom 19,4 11 16,7
roxo
51 Roxa Palha Marrom 16 10 11,1
52 Roxa Palha Marrom 17,2 12 10,3
53 Roxa Palha Marrom 15,4 10 19
54 Branca Roxa Creme 17,8 11 115
55 Branca Roxa Marrom 18,6 11 15
57 Branca Roxa Bege com marrom 21,2 11 20
61 Roxa Palha Marrom 18 10 15,6
62 Branca Palha Branca 16,4 11 8,8



63
65
66

67
68
72
73
75
76
78
81

82

83

88

89

99

103
104
106
110
112
113
118
119
120
122
128

Roxa
Branca

Branca com
roxo
Branca

Roxa
Roxa
Roxa
Roxa
Branca
Branca

Branca com
roxo
Branca com
roxo
Branca com
roxo
Branca

Roxa
Roxa
Roxa
Branca
Branca
Roxa
Roxa
Branca
Roxa
Branca
Roxa
Roxa
Roxa

Palha
Palha
Palha

Roxa
Roxa
Roxa
Roxa
Palha
Roxa
Roxa
Roxa

Palha

Palha

Palha com
roxo
Palha

Roxa
Palha
Roxa
Palha
Palha
Palha
Palha
Roxa
Roxa
Roxa
Palha
Roxa

Marrom
Branca
Bege com marrom

Branca
Marrom
Marrom
Marrom
Marrom

Creme

Creme

Bege com marrom

Marrom
Creme
Bege com marrom

Marrom
Marrom
Marrom
Bege com marrom
Branca
Marrom
Marrom
Marrom
Marrom
Creme
Marrom
Marrom
Marrom

14,4
12,8
15

18,2
17,5
14
19,2
17,2
15,6
15
17

16,8
13,8
15,2

16,2
19,4
12,4
13,8
13,2
19,8
19,4
21,2
17,4
15,2
18,3
16,4
17,6

14
11
15

12
10
13
10
12
14

12

17

14

11
14

12
13
11
10
13
10
10

10
12

8,7
12,5
10,7

15
15,4

10
15,4
16,7
111
14,8

15

115
115
9,7

20

13
10,7
15,4
111
15,4
17,6
16,6
14,3
115
12,5
17,8
14,3

94
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143
146

149
156
163
164
165
167
168
174
175
177
181
191
193
195
197
203

204
205
206
207
208
210
236
237
238

Roxa
Branca
Roxa

Branca
Roxa
Branca
Roxa
Roxa
Roxa
Roxa
Branca
Branca
Branca
Roxa
Roxa
Roxa
Branca
Roxa

Branca com
roxo
Roxa

Roxa
Roxa
Branca
Branca
Roxa
Roxa
Roxa
Branca

Roxa
Palha

Palha com
roxo
Palha

Roxa
Roxa
Roxa
Roxa
Roxa
Palha
Palha
Roxa
Palha
Palha
Palha
Palha
Roxa
Palha
Palha

Roxa
Palha
Roxa
Roxa
Roxa
Roxa
Palha
Palha
Roxa

Marrom
Creme
Marrom

Bege com Marrom
Marrom
Branca
Marrom
Marrom
Marrom
Marrom

Bege com marrom
Branca
Branca
Branca
Marrom

Bege com marrom

Bege com marrom

Bege com marrom

Bege com marrom

Marrom
Marrom
Marrom
Bege com marrom
Bege com marrom
Marrom
Creme
Bege com marrom
Branca

22,6
19,6
20,4

18,4
15,4
21
17,8
20,6
16,6
13,8
19,2
19,4
16
16
13,6
17,6
14,8
13
13,2

14,3
16,2
16,8
13,6
17
15,4
19,6
11,6
16

13
15
10

10
13

15
11

14
12

12
13

12

12

12

17
11
14
11

12

154
12,5
6,7

12
11,8
20,8
11,8
16,7
12,5
12,1
8,8
12
12
17,4
10,5
16,7
13,8
21,7
6,8

6,7
13,3
12,5
111
11,7
16,1
23,5

7,5
13,8

95
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258
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275
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Branca
Roxa
Roxa

Branca
Roxa

Branca
Roxa

Branca
Roxa

Branca
Roxa
Roxa
Roxa
Roxa

Branca
Roxa
Roxa
Roxa

Branca
Roxa

Branca
Roxa
Roxa
Roxa
Roxa
Roxa

Branca

Branca

Branca

Palha
Roxa
Palha
Palha
Roxa
Palha
Roxa
Roxa
Roxa
Palha
Palha
Palha
Roxa
Palha
Palha
Roxa
Palha
Roxa
Roxa
Roxa
Palha
Roxa
Roxa
Palha
Palha
Roxa
Roxa
Palha
Palha

Bege com marrom
Marrom
Marrom
Branca
Marrom
Marrom

Bege com marrom

Bege com marrom
Branco

Bege com marrom
Creme
Branca
Marrom
Marrom
Marrom
Marrom
Marrom
Marrom
Branca
Marrom
Branca
Marrom
Marrom
Marrom
Marrom
Marrom
Creme
Branca
Branca

19

22,2
21,6
18,2
18,8
18,2
19,2
14,6
16,8
19,4
19,4
18,6
16,4
19,6

16

15,4
18,8
14,4
18,2
16,4
15,8
16,6
17,6
21,6
15,4
22,2
15,6
16,8
11,8

13
17
15
13
12
13
12
14
13
14
15
14
15

14
13

11
14
12
14
15

14
13
11
11

12,5
18
20,5
16,1
16,4
13,4
15
8,3
9,2
12,8
14,3
18,6
12,2
12,7
12,9
11,6
17,8
10,8
16,1
14,5
10,1
13,3
12,8
15,7
9,7
15,9
10,4
14,3
111

96
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292
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296

297
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314
317
318
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321
323
326
334
335
340
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354
355

Roxa
Roxa
Branca
Branca
Branca
Branca
Roxa
Branca
Roxa
Roxa
Roxa

Branca
Branca
Branca
Roxa
Roxa
Branca
Roxa

Roxa
Roxa
Roxa
Branca
Branca
Branca
Roxa
Roxa
Branca
Roxa

Roxa
Roxa
Roxa
Roxa
Palha
Roxa
Palha
Roxa
Palha
Roxa

Palha com
roxo
Roxa

Roxa
Roxa
Palha
Roxa
Roxa

Palha com
roxo
Palha

Palha
Roxa
Roxa
Palha
Roxa
Palha
Palha
Palha
Roxa

Marrom
Marrom
Creme
Branca
Branca
Creme
Marrom

Bege com marrom

Marrom
Marrom
Marrom

Bege com marrom

Branca
Creme
Marrom
Marrom
Branca
Marrom

Bege com marrom

Marrom
Branca

Bege com marrom

Branca
Branca
Marrom
Marrom

Bege com marrom

Marrom

20,4
19,4
13,6
17,4
15,8
17,8
16,4
12,6
16,6
17,2
17

11,8
15
14,6
15
17,4
13
16,8

18,2
19
19,2
18,2
18,2
16,8
16,2
16
17,8
17,8

15
14
17
12
11
11

16

12

12

10

12
10

12

12

13

15

11

11
11

13,7
14,7
9,4
13,1
10,5
14,8
11,8
12,5
17,2
17,8
14,7

15,8
13,3
6,7
13,1
13,1
12,2
13,3

11,9
20,7
141
15,2
10,8
11,4
111
111
13,2
17

97
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366
367
368
370
375
378
379
382
384
385
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398
401
405
406
413
414
433
440
441
450
451
452
459
468
469

Roxa
Roxa
Roxa
Roxa
Roxa
Roxa
Branca
Branca
Roxa
Roxa
Roxa
Roxa
Branca
Roxa
Roxa
Roxa
Roxa
Branca
Branca
Roxa
Branca
Branca
Roxa
Roxa
Branca
Roxa
Branca
Roxa
Roxa

Roxa
Palha
Palha
Palha
Palha
Palha
Roxa
Palha
Roxa
Palha
Roxa
Roxa
Palha
Palha
Palha
Roxa
Roxa
Palha
Roxa
Roxa
Palha
Palha
Palha
Palha
Palha
Palha
Roxa
Palha
Palha

Marrom
Marrom
Marrom
Marrom
Marrom
Marrom
Branca
Creme
Marrom
Marrom
Marrom
Marrom
Creme
Marrom
Branca
Marrom
Marrom
Creme
Bege com marrom
Marrom
Branca
Creme
Marrom
Marrom
Marrom
Marrom
Bege com marrom
Marrom
Marrom

17,6
19,4
15,2
17,2
17,6
15,4
14
15
20
21,6
20,6
22,8
15,2
19,2
19,6
17,8
19,8
14,8
15,2
18,6
16
20,2
19
18,2
17,4
19,4
17
19,4
17,2

10
14
10
11
14
13
13
13

13
14
15
15
12
14
12
11
13
15

15
13
13
11
11
13
12
13

16,7
15,3
154
17,8
13
10,8
7,8
10,9
15,2
17,5
17,4
14,5
9,3
16,1
16,9
15,5
16,1
7,8
10,7
13,6
12,1
13,5
14,9
18,5
20
17,8
10,9
23,7
12,5

98



476
481
485
486
487
488
493
494
495
501

Branca
Roxa
Branca
Branca
Branca
Branca
Roxa
Branca
Roxa
Roxa

Roxa
Roxa
Palha
Roxa
Roxa
Palha
Palha
Palha
Palha
Palha

Branca
Marrom
Marrom

Branca

Creme

Bege com marrom
Marrom
Marrom
Marrom
Marrom

15,2
16,2
17
17,6
17
15,8
20
12,4
18,8
22,6

12

16

13
14

12,2
12,1
21,9
111
17,2
15,5
12,8
15
17,9
19,4

99



100

Tabela 2. Caracterizacdo morfoagrondmica das 212 RILs de feijdo-caupi suscetiveis ao Cowpea aphid-borne mosaic virus. Belém de Séo

Francisco, PE.

Cddigo das RILs Cordaflor Cordavagem Cor dasemente Comprimento da vagem NUmero de sementes por vagem  Peso de 100 sementes (g)
cm
2 Branca com Palha Marrom (16§ 11 15,1
roxo
9 Branca com Palha Creme 20,6 11 12
roxo
10 Roxa Palha Marrom 17,6 9 12,1
18 Roxa Palha Marrom 16,6 15 10,7
21 Roxa Palha Branca 16 13 12
27 Roxa Palha Marrom 18,8 10 15,8
34 Roxa Roxa Marrom 16 115
37 Branca com Palha Bege com marrom 18 13,6
roxo
38 Roxa Roxa Bege com marrom 21,4 11 17,8
39 Roxa Roxa Bege com marrom 19 13 13
41 Branca Palha Bege com marrom 17,6 9 14,8
42 Branca Palha Branca 19 11 12,9
43 Branca Palha Branca 15,4 12 15,4
44 Roxa Palha Marrom 17,6 13 11,8
45 Roxa Palha Marrom 18,2 15 13,3
46 Roxa Palha Marrom 19,4 14 14,8
47 Branca Roxa Branca 15,4 17 8,6
48 Branca Roxa Branca 15 14 9,1
56 Roxa Roxa Marrom 12,8 10 9,4
58 Branca Roxa Marrom 10,8 5 20
59 Branca Roxa Marrom 18,4 14 10,7
60 Roxa Roxa Marrom 17,2 10 14,3
64 Branca Palha Creme 18,4 8 19



69
70
71
74
77
79
80
84
85
86
91
92
93
94
95
96
97
98
100
101
102
105
107
108
109
111
114
115
116

Branca
Roxa
Roxa
Roxa
Roxa

Branca

Branca

Branca
Roxa
Roxa
Roxa

Branca
Roxa
Roxa
Roxa

Branca
Roxa

Branca
Roxa
Roxa

Branca
Roxa
Roxa

Branca

Branca
Roxa
Roxa
Roxa

Branca

Roxa
Roxa
Roxa
Roxa
Palha
Roxa
Palha
Roxa
Palha
Palha
Roxa
Roxa
Roxa
Roxa
Roxa
Roxa
Roxa
Roxa
Palha
Palha
Roxa
Roxa
Roxa
Palha
Roxa
Palha
Roxa
Palha
Palha

Branca
Marrom
Marrom
Marrom
Marrom

Creme

Bege com marrom

Creme
Marrom
Marrom

Branca
Marrom
Marrom
Marrom

Creme

Creme

Branca
Marrom
Marrom
Marrom

Bege com marrom
Marrom
Marrom
Marrom

Bege com marrom
Marrom
Marrom
Marrom

Bege com marrom

12,4
21,6
17,8
15,4
16,6
19,8
15,4
14,4
19,4
17
15,8
18
20,2
14,6
15,3
18,4
13,4
19,8
13,8
16,2
16,6
15
17,4
19,2
17,4
15,6
17,8
21,2
15,4

15
11
15

13
11

14
14
10

10
17
12
10
15
11
16
13
10
11
13
11
12
10

13

17,6
15
16,7
10
15
11,9
17,4
13,6
13,6
14,3
14,3
12,5
16,7
15,8
14,8
12,5
10,7
15,4
18,2
13
11,4
14,3
14,3
14,3
16,7
115
16
16,7
12,1

101



117
121
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125
126
127
129
130
131
132
133
136
138
139
141
142
144
145
147
148
150
153

155
160

161
166
172

Roxa
Roxa
Branca
Roxa
Roxa
Branca
Roxa
Roxa
Roxa
Roxa
Roxa
Branca
Roxa
Branca
Roxa
Branca
Roxa
Branca
Branca
Roxa
Roxa
Branca
Branca

Roxa

Branca com
roxo
Branca

Roxa
Roxa

Roxa
Palha
Palha
Roxa
Roxa
Palha
Roxa
Palha
Palha
Palha
Palha
Roxa
Palha
Roxa
Roxa
Roxa
Roxa
Palha
Palha
Palha
Palha
Palha

Palha com
roxo
Roxa

Palha com
roxo
Roxa
Roxa

Palha

Marrom
Marrom
Creme
Marrom
Marrom
Marrom
Marrom
Marrom
Marrom
Marrom
Marrom
Marrom
Marrom
Bege com marrom
Marrom
Bege com marrom
Marrom
Branca
Marrom
Marrom
Marrom
Marrom
Branca

Marrom
Branca

Branca
Marrom
Bege com marrom

16
19,2
17,6

15
16,6
20,4

19

21

13
12,8
13,6
19,7
18,6
15,2
18,2

15

17
17,8
13,4
13,8

17
13,4
17,4

11,2
18

18,6
21,6
14,8

14
15

10
14
14
13

11
10
15

14
15
10
11
12

10
13

12

15
14
11

11,5
16,7
91
20
16,7
15,3
14,3
16,7
11,5

8,3
26,7
14,3
10,5

20
14,3
10,3
10,3
13,8
12,5
18,2
10,7
13,6

13
15

12,5
19
12,1

102
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189
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199
200
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202
209
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213
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216
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219
220
221
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roxo
Roxa

Branca
Branca
Roxa
Branca
Branca

Branca

Branca
Roxa
Roxa

Roxa
Branca
Branca
Branca
Branca
Branca

Roxa

Roxa
Branca
Branca
Branca
Branca
Branca
Branca
Branca

Roxa

Palha

Palha com
roxo
Palha

Roxa
Palha
Palha

Palha com
roxo
Palha

Roxa
Roxa

Palha com
roxo
Roxa

Roxa
Palha
Palha
Roxa
Palha
Palha
Palha
Palha
Palha
Roxa
Roxa
Roxa
Palha
Palha
Roxa

Bege com marrom
Marrom

Branca
Branca
Marrom
Branca
Branca

Bege com marrom
Bege com marrom
Marrom
Bege com marrom

Marrom
Creme
Bege com marrom
Bege com marrom
Creme
Bege com marrom
Marrom
Marrom
Branca
Creme
Branca
Branca
Bege com marrom
Branca
Branca
Marrom

20,5
16,6

17,8

17,4

18,4
17
15

18,4
16,4
19,4
19,6

20
17,2
16,4
17,2
16,8
17,4
19,8
19,2

18
16,2
16,2

17
16,2
14,6
20,8
20,2

15

12

16
11
10

10
16
12

10

14
12
11
10
13
13
10
14
11

13
11
14
13

8,8
13,3

14,3
18,9
14,8
15,4
16

15,6
17,6
13,8
14,7

20,8
14,9
14,7
13,8
16,7
15,7
12,5
15,6
9,6
12,5
12,3
14,3
12,7
12,3
17,4
16,7

103



223
224
225
227
228

229
230

231
235
240
261
262
280
288
303

304
305
308
309
310
313
315
316
322
324
327
328
329

Roxa

Roxa

Roxa
Branca
Branca

Roxa

Branca com
roxo
Roxa

Branca

Branca
Roxa
Roxa
Roxa
Roxa

Branca

Roxa
Roxa
Branca
Roxa
Branca
Roxa
Branca
Roxa
Roxa
Roxa
Branca
Roxa
Roxa

Palha
Palha
Roxa
Roxa

Palha com
roxo
Palha

Palha

Palha
Roxa
Palha
Roxa
Roxa
Roxa
Palha

Palha com
roxo
Roxa

Roxa
Roxa
Palha
Roxa
Roxa
Roxa
Roxa
Palha
Roxa
Roxa
Roxa
Roxa

Marrom
Marrom
Marrom
Branca
Creme

Marrom
Marrom

Marrom
Bege com marrom
Bege com marrom

Marrom

Marrom

Marrom

Marrom

Creme

Marrom
Marrom
Bege com marrom
Marrom
Creme
Marrom
Marrom
Marrom
Marrom
Marrom
Branca
Marrom
Marrom

17,6
12
17,8
21,4
19,2

19,4
19

15,8
18,2
14,8
20,4
20
19,2
17,3
15,8

18
17,2
13,8
21
16,8
17,2
18,6
16,6
21,4
20,8
16,4
16,8
15,2

10
10
10
13

11
15

10
14
15
13
12
12
10
12

17
11
12
14
15
14
13
12
16
11
12
14
11

13,5
13,8
15,7
16,7
12,7

19,6
14,8

13,5
12,7
10,3
159
16,7
17,2
10,3
13,8

13,8
14,5
115
155
10,4
12,8
12,5
155
18,7
17,8
13,3
12,5
111

104



330
333
337
339
342
343
344
345
347
348
349
351

357
364
371
372
373
376
377
381
383
386
387
388
391
392
393
395
396

Roxa
Branca
Roxa
Roxa
Roxa
Branca
Branca
Roxa
Roxa
Roxa
Roxa

Branca com
roxo
Roxa

Branca
Branca
Roxa
Roxa
Branca
Branca
Roxa
Roxa
Roxa
Branca
Branca
Roxa
Roxa
Roxa
Roxa
Roxa

Roxa
Palha
Roxa
Roxa
Palha
Palha
Palha
Palha
Roxa
Roxa
Roxa
Palha

Roxa
Palha
Roxa
Roxa
Roxa
Roxa
Roxa
Roxa
Palha
Palha
Palha
Roxa
Roxa
Roxa
Roxa
Palha
Palha

Marrom
Bege com marrom
Creme
Marrom
Marrom
Creme
Creme
Marrom
Marrom
Marrom
Marrom
Bege com marrom

Marrom
Branca
Branca

Marrom

Marrom

Marrom
Creme

Marrom

Marrom

Marrom

Marrom
Branca

Marrom

Marrom

Marrom

Marrom
Branca

18
15,6
18,2
21,2
17,2
17,4
11,8
14,6
18,2
14,2
15,6

11

22,6
17,2
17
17,6
18,4
20,8
14,6
15,8
19,8
15,4
18,6
16
19,4
18,4
15,8
18,8
17,8

10
15
10
13

11
10
12
11

12

15
10

10
13
15
12
10
14
13
12

11
13
11
15
12

15,7
9,6
14,6
17,5
10,6
12,3
7,8
8,6
12,5
15,4
119

13,7
16,7
111
17,6
13,8
18,9
11,7
13,7
14,3
14,3
19
17,2
19,3
141
13,2
12,3
13,5

105



402
403
408
409
411
415
417
418
422
423
424
425
426
427
430
431
434
435
436
438
442
443
444
445
446
447
448
449
453

Roxa
Roxa
Roxa
Branca
Branca
Roxa
Branca
Roxa
Roxa
Roxa
Roxa
Branca
Roxa
Branca
Branca
Branca
Roxa
Branca
Branca
Branca
Roxa
Branca
Branca
Branca
Roxa
Branca
Branca
Roxa
Roxa

Roxa
Roxa
Palha
Roxa
Roxa
Palha
Palha
Palha
Palha
Roxa
Roxa
Roxa
Palha
Palha
Palha
Palha
Roxa
Palha
Palha
Palha
Palha
Roxa
Roxa
Palha
Roxa
Roxa
Palha
Palha
Palha

Marrom
Marrom
Marrom
Marrom
Marrom
Creme
Branca
Marrom
Marrom
Marrom
Marrom
Marrom
Marrom
Creme
Branca
Marrom
Marrom
Branca
Branca
Creme
Marrom
Marrom
Marrom
Branca
Branca
Branca
Branca
Marrom
Bege com marrom

21,6
19
17,6
12,8
15
17,2
16
12,8
15,8
19
18,2
15,8
22,4
17,8
18,6
19,4
21,4
16,6
16,6
21,6
18,8
19
14,6
14,6
15,6
13,4
19,4
19,2
16,2

13
16
15

13

11
10

13
11
10
13
15
17
11
12
12
11
18
13
12

12

17

14
14

14,9
9,9
13,7
155
119
13,1
12,7
9,6
13,3
16,7
17,5
14
15,6
13,5
12,8
15,1
18,3
13,3
13
13
11,9
20,3
10,7
6,7
17,1
8,5
13,6
16,7
10,3
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454
455
462
464
466
467
470
472
473
478
479
480
482
483
484
492
496
497
498

Branca
Branca
Branca
Branca
Branca
Branca
Roxa
Branca
Branca
Branca
Roxa
Roxa
Branca
Branca
Branca
Roxa
Roxa
Roxa
Branca

Palha
Palha
Palha
Palha
Palha
Roxa
Roxa
Palha
Palha
Palha
Roxa
Palha
Roxa
Roxa
Roxa
Roxa
Palha
Palha
Palha

Branca
Bege com marrom
Bege com marrom

Marrom

Branca

Creme

Marrom

Branca

Branca

Branca

Marrom

Marrom

Branca

Branca

Branca

Marrom

Creme

Marrom

Branca

20
19,8
17,8

17
14,8
17,2
20,8
12,4
16,2
12,7
16,2
14,4
17,6

14
20,2
19,4
19,4
18,2
17,2

15
14
11
16
11
11
14

10

11
11
15
11
11
16
11
12

13,3
17,1
17,8
10,7
16,1
14
16,2
13,3
11,5
13,1
10,7
9,4
14,9
8,9
16,1
15,8
17
15
15,4

107




108

Tabela 3. Anélise de segregacdo para resisténcia ao CABMV na populacéo F-,

Numero de plantas Taxa esperada
Populacao X

R S R:S Probabilidade (%)

F7 174 212 1:1 3,74 5,31

* Aceita-se a hipdtese ao nivel de 5% de significancia (y * calculado < y “ tabelado 3,84).
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Tabela 4. Agrupamento das 174 RILs resistentes ao Cowpea aphid-borne mosaic virus pelo

método de Tocher com base na matriz do quadrado da distancia euclidiana média. Belém de

Sao Francisco, PE.

GRUPO CODIGO DAS RILs RESISTENTES

284 314 272 128 296 81 278 266 238 286 354
401 67 118 55 68 61 75 193 36 355 244 245
248 247 394 441 360 323 366 73 50 110 405

1 319 469 326 239 54 149 175 414 367 273 481
282 363 35 1 99 495 252 452 450 30 398 263
112 8 165
66 413 23 76 268 88 385 368 277 375 156
264 177 72 63 249 168 406 106 370 251 459

2 208 256 285 298 52 340 195 5 62 207 119 51
306
281 440 143 493 253 274 382 276 113 384

3 140 379

s 205 258 318 287 167 335 341 260 433 275
486 120 28 476 78 488 83 365 191

5 82 206 164 334

6 7 494 289 317 11 3 65 279 103

7 236 468 321 29 57 451 254

8 122 181 294 53 89

9 49 485

10 17 292

11 265 487 210

12 243 501 242

13 257 378

14 146 174

15 203 301 237

16 204

17 104

18 283

19 297

20 197

21 163
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Tabela 5. Agrupamento das 212 RILs suscetiveis ao Cowpea aphid-borne mosaic virus pelo

método de Tocher com base na matriz do quadrado da distancia euclidiana média. Belém de

Sao Francisco, PE.

GRUPO CODIGO DAS RILs SUSCETIVEIS

34 117 473 371 342 288 10 144 92 215 343
479 217 436 417 231 381 393 60 467 425 218
91 107 305 182 435 327 2 202 347 188 396
303 200 77 37 183 337 41 212 225 330 114
415 316 364 125 160 209 109 497 71 96 192

1 42 27 498 153 105 372 194 349 43 219 111
44 373 392 424 462 431 102 21 189 329 386
172 315 466 80 220 86 116 313 201 328 216
39 442 94 411 377

2 97 150 418 56 130 447 483 132 480 308 345
147 145 478 344 84 224 445 131
121 449 455 423 214 222 46 261 126 383 98
470 127 108 85 230 309 198 262 129 221 280
339 454 402 213 228 136 492 70 79 196 395

3 235 45 161 187 427 482 408 448 484 496 59
376 430 304

4 229 391 443 387 199 324 434 38 227 166 93
115

c 142 310 18 464 123 453 333 74 240 48 101
47 141 95

6 148 185 64 139 388 446 124

7 138 444 422 348 223

8 173 403

9 357 426 322

10 58 69

11 155 409

12 100

13 351

14 472

15 9

16 133

17 438
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Tabela 6. Influéncia relativa dos caracteres para a dissimilaridade genética entre as 174 RILs
resistentes e as 212 RILs suscetiveis ao Cowpea aphid-borne mosaic virus, pelo método de
Singh (1981). Belem de Sao Francisco, PE.

Caracteres quantitativos Valor (%) nas resistentes Valor (%) nas suscetiveis
Comprimento da vagem (cm) 36,48 44,22
Numero de sementes por vagem 31,78 33,82

Peso de 100 sementes (g) 31,74 21,96
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Roxa

Freqiiénc i da cara teristica (%)

60 -

40 ~
30
20~
10 -

41

4
I

Branca Branca com roxo

Cor da flor

19

14

11

I

Freqiiéncia da cara teristica (%)

Branca Bege com Creme

marmom
Cor da semente

49

438

3
—

Freqiiénc i da caracteristica (%)

Pata

Figura 1. Frequéncia observada das
endogamicas recombinantes,

Foxa Palha com roxo

Cor da vagem seca

caracteristicas qualitativas avaliadas nas 386 linhagens
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Roxa Branca Branca com roxo
‘ I .
I
Marrom Branca Creme Bege com

marrom

Pélha Roxa Palha com roxo

Figura 2. Variacdo na cor da flor, semente e vagem da populacgéo F7.
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CONCLUSOES GERAIS

1 - Quatro gendtipos de feijao-caupi apresentaram resisténcia qualitativa ao Cowpea aphid-

borne mosaic virus.

2 - O genotipo de feijdo-caupi IT85F-2687 apresenta heranca monogénica recessiva para

resisténcia ao Cowpea aphid-borne mosaic virus.

3- Foram desenvolvidas 386 linhagens endogamicas recombinantes (RILs), das quais 174
apresentaram-se resistentes e 212 suscetiveis ao CABMYV, e com diversidade genética quanto

as suas caracteristicas.

4 - Os 44 marcadores do tipo microssatélite (SSR) polimorficos detectados neste estudo
podem ser utilizados para genotipagem de progénies e construcdo de mapas de ligacao,

auxiliando na busca por QTLs e no mapeamento do gene de resisténcia.
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