PURIFICACAO E SORCLOGIA DE RACAS DE 'COWPEA SEVERE MOSAIC --
VIRUS' ISOLADAS DE LEGUMINOSAS QUE VEGETAM NO
: NORDESTE BRASILEIRO

MARIA DE FATIMA RODRIGUES VASCONCELOS

DISSERTACAO SUBMETIDA A COORDENACAO DO
CURSO DE POS-GRADUACAO EM AGRONOMIA, COM AREA DE CONCENTRACAD
EM FITOTECNIA, COMO REQUISITO PARCIAL
PARA OBTENCAO DO GRAU DE MESTRE
UNIVERSIDADE FEDERAL DO CEARA



UFC
Caixa de texto

UFC
Caixa de texto

UFC
Caixa de texto

UFC
Caixa de texto

UFC
Caixa de texto


Esta'Dissertagéo foi submetida como parte dos requi-
sitos necessarios a obtencao do Grau de Mestre em Agronomia,
com area de concentracdo em Fitotecnia, outorgado pela Uni
versidade Federal do Ceara, e encontra-se & disposicao dos in
teressados na Biblioteca Central da referida Universidade.

A citacao de qualquer trecho desta Dissertacao € per
-mitida, desde que seja feita de conformidade com as normas
da etica cientifica.

Maria de Fatima Rodrigues Vasconcelos

DISSERTAGCAO APROVADA EM

A P R — - —
ngf.JG;e Alberggo de Araﬁfgﬂizﬁa\ Prof. Franc&sco Valter Vieira
Orientador da Dissertacao

N

VR, = _,.7_‘,/"\ B
Prof. Jose Jalio da Ponte



UFC
Caixa de texto

UFC
Caixa de texto

UFC
Caixa de texto

UFC
Caixa de texto

UFC
Caixa de texto


Aos meus pais AVELINO e FRANCISCA,
Ao meu esposo SERVULO HEBER,

Aos meus filhos DIEGO ANDRE,
CARLO SERVULO e
LUTS HENRTQUE

"B EDL L0

—— e — — — —




AGRADECIMENTOS

A Universidade Federal do Rio Grande do Norte, pela
oportunidade concedida para realizacdo do curso e a Coordena
cao de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior (CAPES),
através do PICD, pela concessao da bolsa de estudos.

Ao professor Juvenal Lamartine Neto, pelo apoio dado

durante o curso e a este trabalho.

Ao professor Dinarte Aeda da Silva, Chefe do Departa
mento Agropecuario do Centro de Tecnologia da UFRN, pela com

preensao demonstrada.

Ao professor José Albérsio.de Araijo Lima, pela ori-

entacao, dedicacao e compreensao.

Ao professor Clairton Martins do Carmo, pelo incenti

vo dado.

" Aos professores Pedro Fernandes Pereira e Elaine Re

zende Pereira, pelo incentivo e apoio.

Aos professores José Julio. da Ponte e Francisco Val-
ter Vieira, pelas sugestoes apresentadas na redacao e feicao

grafica do trabalho.

Ao Departamento de Bioquimica, especialmente ao pro
fessor Renato Azevedo Moreira, pela ajuda no uso de equipa-

mentos.

Ao Departamento de‘Zootecnia, pela colaboracao duran

te a realizacao deste trabalho.

Ao meu esposo Sérvulo Heber, pelo incentivo, compre
ensao, paciencia e amor demonstrados durante o curso e este
trabalho. -

iv




Aos meus pais Avelino e Francisca, pelo carinho €

apoio dados.

A Silene Barbosa da Silva Santqé, Secretaria do De-

partamento Agropecudrio do Centro de Tecnologia da UFRN.

A todos que direta ou indiretamente contribuiram pa

ra a concretizacgao deste trabalho.




"~ SUMARIO

LISTAE_E_T.ABELAS @ 9 8 @ % 98 00 0 00 s €9 0 8 00 TS 20 24N 0 s 0 Vii

LISTAQ-E_‘FIGURAS ® 5 0 8 ¢ @ & 2 % 0% S8 4G QT B S E B 8B 5L a0 s o e 0 P viii

RESUMO ® 0 & 5 0 8 0 % 08 a8 90 O SO e ® % 2 a0 a0 3 ® e 9 29 s 0 00 8 e X

ABSTRACT .....ll.'..lC.l....Q.D..‘IIl....l"l.. ----- Xi

1‘_ INTRODUQAO --------- © 83 4 ¢ 00 08008 26 08 a8 80 08 a6 e e l

Z—MATERIALEMETODOS S @9 @ 0 08 a9 00 o 2 0 a3 o e 36 80 e 0 8

2al = Pontes de VITHUS .sssanrswnss N P VI QU PN O L N s e 8

2.2 - Isolamento dos Virus ..... S ey Ry, e 8

2,3 = Transmissae MeCHOLICA sssiaveussonbosnss e, e 13

2,4 - Circulo de Hospeded¥as swssissanssa R RS 13

Z.S-PUI‘i{iCdgaO ® ¢ 2 8 9 ¢ e s 000 e e ® e ® s 95 % 3 e e0 88 e e 14

2.6—801‘010gia ..-aco-n.o-o.o‘ ooooo ® o8 30 00 00 e ® a9 20 o 16

S—RESULTADOS ® 69 006000 02300 e ® 0 8 @ 60 000 8% T e s e e =9 s 0 19

4 = DISCUSSAO ----- co--- ------- ® ® e 0 8 s a0 2u 00 e 20 20 s 0 @ 35

S-CONCLUSOES @ © 8 0 0 90 00 T8 08 T e 0t T O 0 PO e e s e o« o 41

6. = BERERENCIAS BIBLIOGRAPIGAS i4sauiwivvseveinssonss 43




Tabela

LISTA DE TABELAS

Pagina

Reacdes sintomatologicas apresentadas por

diferentes espécies vegetais inoculadas
com racas de ''cowpea severe mosaic virus"
(CpSMV), isoladas de Canavalia brasilien-
545, Canavalia ensiformis, Phaseolus La
thyroides e Vigna unguiculata. .........

Plantas diferenciadoras para ragas de

""cowpea severe mosaic virus' (CpSMV), iso

<5

ladas de Canavalia brasifiensis, Canavalia

enu;{onmu, Phaseolus Lathyroides e Vigna

HRGRLEULALHy  sows winsissdenan iy 2% -

34




LISTA DE FIGURAS

Figura Pagina

J Plantas de C. brasildlensis (A) e C. ensi-
gormis (B) com sintomas de mosaico, das
quais foram isoladas duas racas de ''cowpea
severe mosaic virus' (CpSMV): CpSMV-Cb e
CpSMV-Ce, respectivamente <..ccsvsosasss 10

2 . - Plantas de P. Lathyroides (A) e V. ungud
culata (B) com sintomas de mosaicé, das
quéis foram isoladas duas ragaé de ''cowpea
severe mosaic virus'" (CpSMV): CpSMV-P1 e
CPSMV =V, respectivamente .scdsasesves - 12

3 Curva de absorcao ao ultra-violeta obtida
com a solucao purificada de uma racga de

""cowpea severe mosaic virus'" (CpSMV), iso

lada de C. brasilfiensis e designada de
CpSMV-Cb e o & 5 & 2 & & 0 ...‘I'.'.'....I.II.“... 20
-4 - " Curva de absorcao ao ultra-violeta obtida

com a solucao purificada de uma raca . de

"cowpea severe mosaic virus'" (CpSMV), iso

lada de C. ensiformis e designada de
CpSMV_Ce ..'..DDCIC.OOI'....."O..I ...... 21
5 * Curva de absorcao ao ultra-violeta obtida

com a solucao purificada de uma raca de
"cowpea severe mosaic virus" (CpSMV), iso
lada de P. Lathyroides e designada de
CPpSMV=PT ' ivasis £ PR AR RN K DR 22

6 - Curva de absorcao ao ultra-violeta obtida

com a solucao purificada de uma raca de

""cowpea severe mosaic virus' (CpSMV), iso
lada de V. ungusculata e designada de
Cpshﬂi—vu lllll e 0 0 0 & & & 0 0 ® o 0 @ & 8 0 0 " 8 0TS N 0 23




Figura

Testes sorolbgicos de dupla difusao em
meio de agar, contendo: 0,85% de agar no-
ble, 0,85% de NaCl e 0,01% de NaNS,

demonstrar o relacionamento soroldogico en

para

tre racgas de "cowpea severe mosaic virus"
(CpSMV) , isoladas de C. brasitiensis, C,
ensiformis, P. Lathyrodides e V. ungulcu-
Lata, designadas de: CpSMV-Cb, CpSMV-Ce,
CpSMV-P1 e CpSMV-Vu, respectivamente ....

Plantas de GZicine max ~IAC-27 inoculadas
mecanicamente com racas de ''cowpea severe
mosaic virus" (CpSMV), isoladas de C. bxra
s48iensis (A) e C. enéiépnmié (B), apre-
sentando sintomas tipicos de mosaico seve
vg CA) © NosATco 1e¥e (B) cesssanavansie

Plantas de GLicdine mdiv“IAC-Z‘ inoculadas

mecanicamente com racas de ''cowpea severe

~ mosaic virus" (CpSMV), isoladas de P. Za-

thyroides (A) e V. ungudculata (B), apre

sentando sintomas tipicos de mosaico ....

Pagina

27

29

a1




——

N
}
- RESUMO
Quatro virus isolados de plantas de Canavalia brasi-
Liensdis, C. ensiformis, Phaseolus Lathyroides e Vigna ungudl
cufata reagiram contra anti-soro especifico para ''cowpea se
vere mosaic virus" (CpSMV), previamente isolado no Ceara.

Isolados de lesao tunica dos virus obtidos de C. brasifiensis,
C. ensiformis e V. unguiculata foram obtidos de lesces necro
ticas localizadas, induzidas em -P. vufgardis, enquanto QUe o}
virus obtido de P. Lathyroides foi reisolado a partir de le-
soes induzidas em Chenopodium amaranticolor. Referidos virus
foram multiplicados em suas respedtivas hospedeiras origi-
nais, a partir das quais foram purificados através do método
de purificacao com n-butanol e precipitacao de virus com po
lietilenoglicol. Apds examinadas ao espectrofotometro, as
preparagoes éurificadas foram usadas na imunizégéockzcoelhos
‘pela técnica de inoculaci3o na pata trazeira, para producao
de anti-soros especificos para os virus. Estudo de proprieda
des sorologicas e biologicas indicaram que 0s mesmos sao
relacionados,-porém distintos, podendo ser considerados racas
ou estirpes de CpSMV, assim designadas: CpSMV-Cb, isolada de
. C. brasiliensis; CpSMV-Ce, isolada de C. eusifoxamis; CpSMV-
-P1, isolada de P. Lathyroides e CpSMV-Vu, isolada de v.
unguiculata. Testes de reciprocidade em dupla difusao em agar,
indicaram diferencas sorologicas, através da formagao de es-
porao, entre as racas: CpSMV-Cb x CpSMV-P1, CpSMV-Cb x
x CpSMV-Vu, CpSMV-Ce x CpSMV-P1l, CpSMV-Ce x CpSMV-Vu e
CpSMV-P1 x CpSMV-Vu. Por outro lado, CpSMV-Cb e CpSMV-Ce mos

traram-se sorologicamente identicas, embora apresentem dife

rencas bioldgicas com relacdo ao circulo de hospedeiras.




" ABSTRACT

Four virus isolated from plants of Canavalia brasi-
Liensis, C. ensiformis, Phaseolus Lathyroides e Vigna unguicu
Lata reacted against antiserum specific to cowpea severe mo
saic virus (CpSMV) previousty isolated in Ceard. Single le-
sion isolates of the viruses obtained from C. brasiliensis,
C. ensiformis and V. ungudlculata were obtained from localized
necrotic lesions induced in P. vulgaxndis, while the virus
originally obtained from P. Lathyroides was reisolated from
lesions induced in Chenopodium amaranticofcr. Those viruses
were multiplied-in their respectivé original hosts, from
which they were purified through the method of purification
with n-butanol and virus precipitation with polyethylenoglicol.
After examination in the spectrophotometer, the purified
preparations were used in a rabbit immunization by the foot
pad'indculation techniqgg, to produce specific antisera for
the viruses. Studies of serological and biological properties,
““indicated that they are related, but distinct, which may be
considered as strains of CpSMV, designated as follow: CpSMV-
-Cb, isolated.from £ b&déiﬂienéié; CpSMV-Ce, 1isolated from
C. ensiformis; CpSMV-P1, isclated from P. Lathyroides and
CpSMV-Vu, isolated from V. unguiculata. Reciprocal double
difusion tests in agar gel indicated serological differences
by spour formation, between the strains: CpSMV-Cb x CpSMV-P1,
CpSMV-Cb x CpSMV-Vu, CpSMV-Ce x CpSMV-P1l, CpSMV-Ce x CpSMV-Vu
and CpSMV-P1 x CpSMV~—Vu. On the other hand, CpSMV-Cb  and
CpSMV-Ce showed to be serologically identical although they

presented biological differences in relation to host range.




1 - INTRODUGAO

0 feijao-de-corda, também conhecido por caupi e fei-
jao macassar, Vigna ungudlculata (L.) Walp. (= Vigna sinensis
(Endl) L.), € uma leguminosa herbacea anual, nativa da Afri
ca Central, onde formas silvestres sdo encontradas até hoje.
Referida leguminosa vem sendo cultivada pelo homem, como ali
mento, desde tempos antigos na Africa, Asia e Europa. E, pro
vavelmente, o Phaseofus mencionado pelos escritores romanos
(MORSE, 1924). :

A Nigéria e a Niger, na Africa Central, foram os pri
meiros paises a cultivarem o feijdo-de-corda (MARTIN et al.,
1975) . Atualmente muitos outros paises da Africa, Sul da
Asia, América do Norte (Estados Unidos) e América do Sul
(Brasil) também cultivam o feijao-de-corda, quer para a ali-

mentagao humana, quer como planta forrageira ou adubo verde.

No Brasil, o feijao-de-corda € cultivado em grande
escala nas regioes Norte e Nordeste. Na Regiaé Nordeste, &
a cultura de maior impo;téncia economica e social, vez que
constitui a principal fonte de proteina na alimentacao da

populacao rural.

Cultivado, via de regra, nos solos mais pobres do
Nordeste, em consorciacao com outras culturas (milho e algo
" dao arboreo), sofrendo constantes ataques de pragas e doen-
¢as, além de irregularidades pluviomé€tricas, o feijao-de-cor

da apresenta uma baixa produtividade.

As viroses sao de grande importancia para essa cultu
ra, podendo os virus constituirem-se em fator limitante para
a sua producao, dependendo da variedade cultivada, €poca da
infecgdo, do virus e/ou da raca que a esta infetando  (KUHN
et al., 1966¢ BOCK, 1973: PHATAK, 1974: LIMA & NELSON, 1977
e LIMA, 1978). No Nordeste brasileiro, as viroses sao consi-

deradas as principais doencas do feijao-de-corda, destacando
1




-se aquela ocasionada pelo 'cowpea severe mosaic virus"
(CpSMV), identificado por LIMA § NELSON (1977) como o patodge
no de ocorréncia mais constante no Nordeste brasileiro e que
mais afeta a produgao desta leguminosa na regiao. Em estudos
realizados para avaliar os efeitos do CpSMV na produtividade
de feijao-de-corda no Estado do Ceara, Brasil, GONCALVES &
LIMA (1982) constataram perdas de até 81% no peso total de

sementes.

Segundo DE JAGER (1979), o primeiro assinalamento do
CpSMV foi, possivelmente, realizado por SMITH (1924), nos Es
tados Unidos da América, ao relatar um virus do feijao macas
sar, V. ungudiculfata, transmitido pelo besouro Cerotoma i
gurcata Forst. Mais tarde, DALE (1949) descreveu um virus
observado em Trinidade, com o nome. de -"cowpea mosaic virus"
(CPMV) e CHANT " (1959) referiu-sé‘ﬁt{iﬁidéncia de um outro vi
rus em feijao-de-corda na Nigéria, o qual denominou de

""cowpea yellow mosaic virus" (CYMV).

Testes de imunodifusao dupla em agar mostraram que

_isoladoévde CPMV obtidos em Arkansas e em Trinidade eram so

rologicamente relacioné&oé, porém, distintos (SHEPHERD,
1963) . Estudando outras propriedades de diferentes 1isolados
de virus, SHEPHERD (1964) confirmou uma estreita semelhanca
do virus isolado em Arkansas com o isolado em Trinidade por
DALE (1949). Estudos detalhados com trés isolados de CPMV ob

tidos no Suriname, em associacao com as informacoes sobre os

virus anteriormente isolados do feijao-de-corda em Trinidade
(DALE; 1949) e Nigéria (CHANT, 1959, 1961, 1962), indicaram
tratar-se de tres ragas de CPMV (AGRAWAL, 1964). A  proposi
cdo feita por AGRAWAL (1964) foi aceita por varios anos e
adotada, inclusive, por VAN KAMMEN (1971), na publicacao
n® 47 de "Descriptions of Plant Viruses', sob o titulo "Cow
pea Mosaic Virus'". PEREZ § CORTES - MONLLOR (1970) -identifi

caram um virus do feijao-de-corda semelhante aquele descrito

por SHEPHERD (1964).

Resultados de estudos desenvolvidos por SWAANS & VAN




KAMMEN (1973) mostraram a dietingdo entre a raga severa
("severe strain") e a raca amarela ("yellow strain') de
""cowpea mosaic virus', cuja denominacdo foi usada por muito
tempo para ambas as racas. Depois de varios estudos compara-
tivos, a separacio destas duas racas em dois wvirus distin
tos, membros do mesmo grupo (COMOVIRUS), foi sugerida com ba
se em diferencas no circulo de hospedeiras, sintomatologia,
sorologia, inativacado térmica e proporcoes dos seus componen
tes, entao examinados através de centrifuga analitica (VAN
KAMMEN & DE JAGER, 1978; DE JAGER, 1979). A denominacio
"cowpea mosaic virus" (CPMV) foil reservada para os isolados
da raca amérela (VAN KAMMEN & DE JAGER, '1978), enquanto que
os isolados da faga severa receberam a dénominagio‘ﬂeﬁcowpea
severe mosaic virus" (CpSMV), descrito por DE JAGER (1979).
Por outro lado, na descrigao do grupo Comovirus, BRUENING
(1978) mostrou varias diferengas é similaridades entre CPMV
- e CpSMV. -0 Brasil foi incluido na distribuigéo geografica do
CpSMV, com base nas informacoes contidas no trabalho de LIMA
"~ & NELSON (1977). Em um conjunto de informagoes bibliografi-
cas sobre as;denominag6es ""cowpea mosaic virus" e ''cowpea
"severe mosaic virus', PIO-RIBEIRO & PAGUIO (1980) sugerem es
ta Gltima denominacdo para todos os isolados do virus descri

tos no Brasil, até aquela época.

Tanto o CPMV, quanto o CpSMV podem ser transmitidos
naturalmente por coledOpteros pertencentes aos generos Cera-
~“toma e Diabrotica (VAN KAMMEN & DE JAGER, 1978; DE JAGER,
1979; FULTON & SCOTT, 1977). Ainda em 1924; SMITH (1924) de
monstrou a transmissibilidade de CPMV por Ceratoma Trifur-
cata Forst. WALTERS § BARNETT (1964), trabalhando com um VE
rus sorologicamente idéntieo ao CPMV, isolado em Arkansas,
demonstrou também que o mesmo era eficientemente transmiti-
do por C. ftrnifurcata. SANDERLIN (1973) procedeu a experimentos
com injecoes de solucoes purificadas de '"bean pod mottle
virus" (BPMV) e CPMV em C. Zalfurcata e observou que a taxa
de transmissao por injecao foil maior com a solucao purifica-
da do CPMV. FULTON & SCOTT (1977) observaram que os virus °




poliédricos que infetam leguminosas, inclusive os comovirus,
estao associados com o regurgitado, hemolinfa e material fe-
cal obtidos de besouros viruliferos, mas os mecanismos envol
vidos na transmissao desses virus pelos besouros permanecem
obscuros. FULTON (1979), dando continuidade aos estudos acer
ca da transmissao e biologia de virus de leguminosas transmi
tidos por besouros, observou que, tanto os virus transmiti-
dos como os nao transmitidos por besouros, aparecem na hemo
linfa dos mesmos, quando se alimentam de plantas infetadas.
SCOTT (1979), ao estudar as propriedades biofisicas e bioqui
micas dos diferentes virus transmitidos por besouros, nao en
controu explicacao satisfatéria para o fato de certos virus
serem transmitidos pelos besouros em referéncia, e outros
nao. A espécie de besouro Ceratoma arcuata (0liv.) foi iden-
tificada como vetora do CpSMV (COSTA et al. 1978). Os mesmos
autores, COSTA EE al. (1979), tentéram transmitir um isolado
do CpSMV através de Diabrotica speciosa (Kirk) eD. bivittula
(Kirk), mas as tentativas falharam. LIMA & GONCALVES (1980)
constataram que o Chafcodermus bimaculatus (Fiedler), foi
capaz de transmitir o CpSMV em testes de casa;de—vegetagéo.
Segundo os mesmos autores, esta parece constituir a primeira
referéncia sobre a transmissao de CpSMV pelo C, bimacufatus,
vez que referido coledpetero nio esta incluido nas listas de
vetores de coﬁovirus. Mais tarde, COSTA et al. (1981) obser
varam que D, specioda era capaz de transmitir uma raca de
.CpSMV isolada de plantas de Phaseolfus vulgaris L., mnatural-

mente infetadas.

Embora as sementes sejam importantes agentes de dis

seminacao de virus no tempo e no espaco (BAKER, 1972; PHATAK,
1974; LIMA, 1978), a transmissibilidade de CPMV e CpSMV por
sementes € bastante variavel e depende do isolado do virus e
da variedade de feijao-de-corda envolvida (VAN KAMMEN §& DE
JAGER, 1978; LIMA, 1978; DE JAGER, 1979), Segundo DALE
(1949), um isclado de CPMV, em Trinidade, foi transmitido por

cerca de 8% das sementes de feijao aspargus (Vigna sesqudipe-




datis Wight), obtidas de plantas infetadas com o virus.
PEREZ § CORTES-MONLLOR (1970) demonstraram que, aproximada
mente 620 plantas de feijao-de-corda, variedade ~Blackeye~,
obtidas de sementes provenientes de plantas -artificialmente
inoculadas com CPMV, nao desenvolveram sintomas de mosaico.
Por outro lado, HAQUE & PERSAD (1975) observaram que a taxa
de transmissao por sementes do CPMV varia de zero a 5,8%, de
pendendo da variedade de feijao-de-corda. Os mesmos autores
afirmaram que a infeccdo de CPMV, em sementes de feijao-de-
-corda, assume especial significancia quando seu vetor {C.

ruficornis) também esta presente.

A semelhanca dos demais comovirus, o CPMV e o CpSMV
possuem genoma bipartite, sendo, no entanto, constituidos de
trés particulas poliédricas, contendo, a mais pesada, aproxi
madamente 33% de acido ribonucleico (RNA), a mediana, aproxi
madamente 24% de RNA e, a mais leve, 0% de RNA (VAN KAMMEN,
1967; BRUENING & AGRAWAL, 1967; WU & BRUENING, 1971; VAN
KAMMEN & DE JAGER, 1978; DE JAGER, 1979). Varias evidéncias
indicaram que a infectividade dos referidos virus esta asso
ciada as duas pérticula§ que contém RNA e que a proporgao
de particulas vazias € um fator importante na distincdo en
tre CPMV e CpSMV (VAN KAMMEN, 1967; BRUENING §& AGRAWAL,
1967; WU § BRUENING, 1971). '

Os virus pertencentes ao grupo Comovirus podem ser
-facilmente purificados e constituem bons antigenos para imu
nizacao de coelhos, produzindo seus anti-soros fortes reacdes
em meio de agar, nas mais variadas condicoes (TOLIN, 1977) »

Estudos sorologicos tém demonstrado estreito relacionamento

entre diferentes membros deste grupo de virus vegetais
(BRUENING, 1978; FULTON & SCOTT, 1979). Com base em resulta
dos de testes sorologicos de dupla difusao em agar, FULTON §
SCOTT (1979) sugeriram o agrupamento dos membros deste grupo
em sorogrupos. De outra parte, LIN et al. (1980Qb), estudando
diferentes isolados de CpSMV, atraves de comparagdes sorolo

gicas verificaram que os mesmos podem -ser agrupados em soro-




tipos 1 e-1I, sorologicamente distintes. LIN et 21. [1880c) ..
constataram plantas de Vigna sesquipedalis Wigﬁt., simulta
neamente.infetadas pelos soretipos I e-IT. D5 mesmos gutores
(LIN et al., 1981a), estudando 14 isolados de CpSMV, encon
trados no Brasil Central, verificaram que 13 podiam ser desig
nados de sorotipo I e somente um de sorotipo IJ. No mesmo
trabalho, os autores sugerem que outros isolados do virus,
.- com propriedades sorologicas diferentes dos sorotipos IeIIl,
sejam, no futuro, classificados como sorotipos III, IV e as
sim por diante. LIN et gl. (1981b), trabalhando com dois iso
lados de CpSMV, oriundos dos Estados Unidos e do Brasil, cons
tataram que ambos se mostravam sorologicamente diferentes dos
sorotipos I e II e entre si, denominando-os de sorotipos III
e IV, respectivamente. O sorotipo III &€ diferente dos demais
sorotipos por provocar pontos cloroticos em MNicotiana fabacum
"NN''. Ji o sorotipo IV & o {inico que ndo induz lesao locali
'zada em Chenopodium amaranticofor Coste § Reyn. Em trabalho
recente, LIN et al. (1982) identificaram os determinantes anti
génicos e isolaram o anticorpo comum dos quatro scorotipos do
CpSMV.. CUPERTINO et al. (1981) comstataram CpSMV infetando o
feijao (?haéeoﬂué vulgarnis L.), o qual, nos testes sorologi

cos efetuados, foi identificado como novo sorotipo (IV).

Os circulos de hospedeiras de CPMV e CpSMV sido bas
tante estudados e discutidos. CHANT (1962) estudando o circu
lo de hospedeiras do CPMV-Trindade observou que este virus
.produz lesoes localizadas em Canavalia ensifcamis D.C. e Do
Lichos Lablab L. Mediante trabalho com isolados de -CPMV e
CpSMV, PADMA (1973) constatou que a Chenopodium murafe L. &
uma Otima indicadora para diferenciaciao de ambos. ALCONERO §
SANTIAGO (1973) encontraram plaﬁtas de Phaseoclus Lathyroides
L., naturalmente infetadas por CpSMV, e as consideraram possi
veis reservatorios naturais do virus para infeccles em cudtys
vos de feijao-de-corda. Estudando isolados de CpSMV, LIMA §
NELSON (1977) constataram os mesmos infetando V. ungudlculata

e P. Lathyroides. LIN et al. (1980a) relatam a ocorréncia na

tural do CpSMV em Centrosema pubescens Benter e Calopogondum




mucunoddes Desvaux, podendo estas leguminosas servirem CoOmo
hospedeiras alternativas deste virus. O feijao-de-asa (Pso-
phocarpus tetragonolobus (L) DC) e o feijao comum (P. vulga
#n4s8) foram incluidos por KITAJIMA et al. (1979) e CUPERTINO
et al. (1981), respectivamente, no circulo de hospedeiras

deste virus.

Canavalia ensdiformis D.C., C, brasiliensis Mart. e
Phaseolfus fLathyroides, leguminosas nativas, resistentes a se
ca do Nordeste, sao utilizadas pelo agricultor nordestino co
mo adubo verde e como pasto nativo para o gado nos periodos
criticos de estiagens (BRAGA, 1976). Pela resisténcia que
apresentam i seca, podem funcionar, juntamente com as demais
plantas nativas, como potenciais reservatorios naturais para
os virus de plantas cultivadas. Com efeito, os virus vegetais,
com capacidade de replicacao somente no interior de células
vivas, encontram, durante os periodos secos do Nordeste, com’
auséncia completa de plantas cultivadas, meio de sobreviven-
cia nas plantas nativas que vegé%amAis margens de rios, acu

des, lagoas, etc.

O presente trabalho foi realizado com o objetivo de
contribuir, através daApurificagéo, obtencao de anti-soros
especificos e estudo das propriedades sorologicas e de circu
lo de hospedeiras, na caracterizacdo de quatro virus isola-
dos de plantas de C. brasifiensis, C. ensifonmis, P. Lathyroi
~des, V. unguiculata, naturalmente infetadas.

Resultados parciais da presente atividade de pesqui
sa foram apresentados em Congresso e publicados na forma de
Resumo (VASCONCELOS § LIMA, 1981).

«




2 - MATERIAL E METODOS

2.1 - Fontes de Virus

Os virus em estudo foram obtidos de plantas de C.
bnaéitiehéié, C. ensiformis (FIGURA 1), P. Lathyroides e V.
unguiculata (FIGURA 2), exibindo diferentes sintomas de mo-
saico em condicoes de campo, nos Estados do Ceara e Piaui (C.
brasiliensis). A partir de material foiiar colhido de plan
tas infetadas, os virus foram mecanicamente transmitidos pa-
ra plantas sadias das respectivas ‘espécies vegetais, mantidas

em condicoes de casa-de-vegetacao.

2.2 - Isolamento dos Virus

—t

Plantas de Phasedfus vulgaris L. cultivadas em condi
coes de casa-de-vegetacao, na proporcao de duas plantas/vaso,
foram mecanicamente inoculadas, 4 dias apds a germinacdo, com
~os virus isolados de V. unguiculata, C. ensiformis e C. bra-
siliensis. InGculos preparados a partir de lesdes Unicas pro
duzidas pelos virus em P. vulgaxnis foram inoculados nas suas
hospedeiras originais, usando-se 4 plantas por virus. Isto
&, 4 plantas de feijao-de-corda foram inoculadas com inocu-
los do virus isolado de V.'unguicuﬂaia, obtidos de 4 lesoes
necroticas produzidas em P. vulgaris; 4 plantas de C., ensd
g§oamis foram inoculadas com indculos do virus isolado de C.
ensiformis, obtidos de 4 lesoes necroticas também produzidas
em P, vulgaris e em 4 plantas de C. brasiliensis também se

procedeu inoculagbes com indculos do virus isolado de C. bxa

8.




FIGURA 1 - Plantas de C. brasiliensis (A) e C. ensiformdis
(B) com sintomas de mosaico, das quais foram
isoladas duas racas de("'cowpea severe mosaic vi
rus" (CpSMV): CpSMV-Cb e CpSMV-Ce, respectiva-

mente.

_—
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% I - Plantas de P. Lathyroides (A) e V. unguiculata
(B) com sintomas de mosaico, das quais foram
isoladas duas racas de '"'cowpea severe mosaic vi
rus" (CpSMV): CpSMV-P1 e CpSMV-Vu, respectiva-
mente.

S
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siLiensis proveniente de 4 lesdOes necrbticas, produiidas em
P. vufgaris. Plantas de C. amaranticolor, igualmente cultiva
das em condicoes de casa-de-vegetacgao, foram mecanicamente
inoculadas com o virus isolado de P. Lathyroides, 16 dias
apos a sua germinacdo. Da mesma forma, 4 plantas de P. Lathy
roides foram inoculadas com diferentes indculos do virus iso
lado de P. Lathyroides, obtidos de 4 lesoes necrodoticas pro-
duzidas em C, amaranticolor. Entre as plantas inoculadas com
cada virus, selecionou-se aquela que apresentava os sintomas
mais tipicos de cada um deles. Tal planta iria servir como fonte
de indculo para a propagacdo e estudo das propriedades biolo

gicas e sorologicas do mesmo virus.

2.3 - Transmissao Mecanica

Todas as inoculacdes mecanicas foram realizadas usan
do-se, como inéculo, seiva extraida de plantas sistemicamen
te infetadas pelos virus. Os inoculos foram preparados, me-
‘diante trituracao do tecido foliar em solugao tampao de fos
fato 0,05 M, pH 7,5, na proporcao de 1,0g de tecido para
2,0ml de soluééo. Pequena quantidade de "carborundum' foi adi
cionada ao extrato obtido e as inoculacdes foram executadas
pela fricgéo-das superficies adaxiais das folhas, com peda-

.cos de gaze embebidos nas preparacdes contendo virus.

2.4 - Circulo de Hospedeiras

Os isolados dos virus foram mecanicamente inoculados

em 11 cultivares de feijao-de-corda: "Barba de Guing~, T“Car
rapicho”™, "CE-050", "Das almas”, ~“Macaibo”, "Pitiiiba”, "Poto-
mac”, ~Serids”, "7(56)~, "V-4 Alagoas”, "2331" e ainda mnas
espécies vegetais: C. ensifoamis, C. brasiliensdis, Chencpo
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dium amaranticofor, CLLitorda teranatea L., Cucumis melo L.,
Curcubita pepo L., GLLcine max (L.) Merr. cv. ~IAC-27, Mimosa
ceasalpiniaefolia Benth., P. Lathyroides e P. vulgardis cv.
local. Todas as plantas inoculadas foram mantidas em condi-
coes de casa-de-vegetacdao por um periodo minimo de 30 dias.
A infeccao viral foi constatada através da sintomatologia
apresentada pelas plantas inoculadas e, quando isto se torna

va impossivel, testava-se através da sorologia.

23 =~ Faxificacan’

Os isolados de virus foram mantidos em casa-de-vege
tacao, através de transferencias sucessivas por inoculagoes
mecanicas em suas respectivas hospedeiras originais, de onde

foram purificados.

Cada hospedeira foi cultivada em dez vasos, e inocu-
lada, mecanicamente, com o seu respectivo virus. Decorrido o
.periodo de 20 dias, apﬁs o aparecimento dos primeiros sinto
mas, o material foliar era colhido e levado ao 1laboratdrio

para purificacao.

Cada isolado de virus foi purificado em dias diferen

tes para evitar contaminacao.

A purificacdo de cada virus foi feita pelo método de
precipitacao com polietileno glicol (PEG) 6000 (peso molecu-
lar) usado por HERBERT (1963), apos desnaturagao das protei
nas da planta com n-butanol (LIMA & NELSON, 1973).

0 material foliar colhido em casa-de-vegetacao, mos

trando sintoma tipico de mosaico de cada virus, foi levado

ao laboratdrio e macerado em liquidificador, junto com solu-
cao tamponada de fosfato 0,1M, pH 7,5, na proporgao de 100g
de material foliar para 200ml da solucao. Antes de efetuada
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a mistura, foi adicionado 0,5% de sulfito de s6dio a solucgao
tamponada, a fim de evitar problemas de oxidacao. Ap6s a ma-
» ceracao e homogeneizacao no liquidificador, o extrato foliar
foi filtrado em gaze dupla e, em seguida, foi adicionado 8%
de n-butanol ao suco resultante, cuja mistura foi agitada du
rante 40-60 minutos, em condicoes refrigeradas (# 4OC). De-
pois de agitado, o suco foi submetido a uma centrifugacao de
4000 rpm, durante 10 minutos, na centrifuga JANETZKY, modelo
T=-32, & fim de precipitar 0 coagulo resultante da agao do
n-butanol, Ao sobrenadante, suco contendo o virus, foram adi
cionados 6% de PEG 6000 e 4% de NaCl (peso/volume), visando-
~se a precipitacgao do virus. Esta mistura foi agitada duran
te 40-60 minutos e, em seguida, submetida a outra centrifuga
cdo de 4000 rpm, também por 10 minutos na mesma centrifuga.
A parte liquida foi descartada, sendo o precipitado ressus-
pendido em solﬁgéo tamponada de fosfato a 0,IM, pH 7,5, €.,
em seguida, submetida a outra centrifugacao de 10000 rpm,
por 10 minutos, na centrifuga reffigerada JANETZKY , modelo
K-24, para promover uma clarificacao da solugao contendo o
virus. Foram repetidas, per duasnvezes, as etapas de pfecipi
‘tagdo e concentracdo com PEG e NaCl, a fim de obter-se uma

solugao viral melhor clarificada.

Apbs convenientemente diluidas, as solucoes purifica
‘das de cada virus foram analisadas ao espectrofotometro
~ VARIAN UV/VIS duplo feixe, modelo 634. As concentracoes dos
virus nas solucdes foram determinadas, usando-se as densida-
des Oticas obtidas através do cbmprimento de onda 260nm e do
coeficiente de extincao 8,1,para a mistura das trés particu
las M, B e T (VAN KAMMEN, }968)t

As solucbes purificadas dos virus foram diluidas com
agua destilada,na proporcao de 1:10 e, em seguida, inocula
das mecanicamente em suas respectivas hospedeiras de origem,
para determinacao da infectividade de cada virus na solugdo

purificada. As plantas, assim inoculadas, foram mantidas em




16

casa-de-vegetacdo, para observacdao das reacdes sintomatologi

cas tipicas de cada virus.

2.6 - Sorologia

As preparacoes purificadas dos virus foram utiliza
das na obtencao de anti-soros especificos para o0s mesmos,

através da imunizacao de coelhos.

Quatro coelhos da raca Nova Zelandia Branca, adultos
e saudaveis, criados e mantidos em gaiolas, foram escolhidos
para o processo de imunizacao com as suspensoes virais, ha-
vendo-se usado um animal para cada virus. '

Inicialmente, pequena quantidade de soro normal foi
obtida de cada coelho e testada contra as solucoes purifica-
das dos virus, suco de plantas doentes e sadias de feijao-de
~corda, C. ensiformis, C. brasiliensis e P. Lathyroides em

testes -de duplea -difusao em agar (OUCHTERLONY, 1962).

A imunizac@o de cada animal constou de trés inocula
coes com suspensdao viral, espagadas de 10 dias, na pata tra-
zeira (ZIEMIECKI & WOOD, 1975) e por via intramuscular na re
'gigo da coxa. Esta suspensao foi homogeneizada, inicialmente,
.com igual quantidade do '"adjuvante incompleto de Freund'". Em
cada inoculacao, injetaram-se 0,2ml da emulsao em uma das pa
tas trazeiras e 1,0 a 1,8ml na regiao muscular da coxa tra-

zeira.’

ApSs um periodo de ‘15 dias, contados a partir da Gl
tima inoculagao, cada coelho foi sangrado pela veia marginal
da orelha, em intervalos de 8 dias, sendo obtidos 15 a 20 ml

de sangue em cada coleta. O sangue foi ccagulado em banho-ma
ria, 2 temperatura de 370C, por 40 minutos, e, em seguida,
centrifugado durante 10 minutos a velocidade de 4000 rpm, na
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centrifuga JANETZKY, modelo T-32, a fim de precipitar o coa
gulo formado. Em seguida, o anti-soro foi clarificado. atra-
veés de nova centrifugacdo a 6000 rpm, por 10 minutos, na cen
trifuga JANETZKY, modelo K-24, e testado contra solucao puri
ficada do respectivo virus, suco de planta infetada pelo mes
mo e suco de planta sadia, atravEs do teste de dupla difusao
em agar (OUCHTERLONY, 1962).

Com o objetivo de se preservar os anti-soros, estes
foram misturados com igual volume de glicerina e conservados

em refrigerador, a temperatura de Vi 118

Os titulos dos anti-soros obtidos foram determinados
em teste de dupla difusdo em agar, através de suas diluigoes
com agua destilada, nas proporcdes de 1:2, 1:4, 1:8, L5 160
1332, -1i64y 1:128, 1:256, 1:512. 1:1024 e 1:2048. Para cada
anti-soro, referidas diluicoes foram testadas contra suco de
plantas infetadas pelo seu respectivo virus homdlogo, dilui-
do nas proporcoes de 1:2, 1:4 é"i:S, em agua destilada e su

co de planta sadia nas mesmas diluigoes.

b A par de testes-sorologicos para comprovagao de plan
tas hospedeiras dos virus em estudo, determinacao dos titu-
los dos anti-soros e determinacao da infectividade das solE
coes purificadas, foram realizados testes adicionails com 0
intuito de estudar o relacionamento sorologico existente en
. tre os referidos virus e entre estes e outros virus que infe
tam leguminosas. Extratos de plantas infetadas pelos virus
em estudo foram testados em dupla difusao em agar contra -an

ti-soros especificos para os seguintes comovirus: '"bean pod

mottle virus" (BPMV), "bean rugose mosaic virus'" (BRMV), "cow
pea mosaic virus-SB" (CPMV-SB), 'cowpea severe mosaic virus-
Arkansas" (CpSMV-Ark.), 'cowpea severe mosaic virus-Ceari"
(CpSMV-Ce), CpSMV-Sorotipo I, CpSMV-Sorotipo II e ''quail pea
mosaic virus' (QPMV), e outros virus poliédricos: "broad
bean mottle virus' (BbMV), "bean yellow stipple virus' (BYSV)
e "southern bean mosaic virus' (SBMV). As fontes dos referi-
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dos anti-soros foram as seguintes: BPMV, BRMV, CpSMV-SB,
CpSMV-Ark, "QPMV, BbMYV (J.P. Fulton, Universidade Arkansa-
USA); CpSMy-Ce (LIMA .§ NELSON, 1973). e CpSMV-Sorotipo I 1<
Sorotipo II (M.T. Lin, Universidade de Brasi%ia). Todos os
testes sorolGgicos foram realizados em agar gel, contendo

0,85% de agar noble, 0,85% de NaCl e 0,01% de NaNS;




3 - RESULTADOS

- Os quatro virus isolados de C. brasiliensis, C. ensd
gormis, P. Lathyroides e V. ungulcufata reagiram sorologica-
mente com o anti-soro especifico para ''cowpea severe mosaic
virus'" (CpSMV) - previamente isolado no Ceara (LIMA § NELSON,
1977) - em testes de imunodifusdo dupla em agar gel, indican

do tratar-se de virus pertencentes ao grupo Comovirus.

Os isolados dos virus foram facilmente transmitidos
de plantas doentes para plantas sadias através do processo
experimental de transmissao mecanica. Isolados de lesao ini-
ca dos virus oriundos de C. brasifiensis, C. ensifoamis e V,
unguiculata foram obtidos a partir de lesdes necroticas loca
lizadas produzidas em P. vu[ganié, enquanto que o isolado de
lesdo unica do virus oriundo de P. fathyroides foi obtido

-

partir.de C, amaranticolfor., Os viriys em refcréncia, foram

3

=
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-
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‘tiplicados nas suas respectivas hospedeiras originais, a pa
tir das quais foram purificadas, para subseqluente producao
de anti-soro e utilizados nos estudos soroldgico e de circu-

1o de hospedeiras.

: As hospedeiras nativas de cada virus mostraram-se
efecientes para suas respectivas propagacao e purificacao.
As solucdes purificadas de cada virus, obtidas a partir de
suas hospedeiras originais, apresentaram excelente aspecto,
evidenciando a presenca de'virusemréthm>estado de pureza. A
presenca de cada virus nas preparacgoes purificadas foi com-
provada através da analise do espectro de absorcdo ao ultra-
-violeta, obtido no espectrofotometro para cada preparacgao Vi
ral. Os espectros de absorcdo obtidos apresentaram um maximo
de absorcdo no comprimento de onda de 260nm e um minimo em,
aproximadamente, 240nm (FIGURAS 3, 4, 5 e 6), evidenciando a

18
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FIGURA 3 - Curva de absorcao ao ultra-violeta obtida com a

~

solucao purificada de uma raca de ''cowpea severe
mosaic virus" (CpSMV), isolada de C. brasiliensis

e designada de CpSMV-Cb.
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solucao purificada de uma raca de ‘''cowpea severe

mosaic virus'" (CpSMV), isolada de C. ensdiforamis e
designada de CpSMV-Ce.
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FIGURA 5 - Curva de absorcao ao ultra-vicleta obtida com a
solugao purificada de uma raca de ‘''cowpea severe
mosaic virus" (CpSMV), isolada de P. Lathyroides

e designada CpSMV-Pl.
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presenca de nucleoproteinas nas solucées. Através da densi-
dade Otica obtida em 260nm para cada virus, as concentragoes
aproximadas dos mesmos, nas solugoes, foram calculadas em:
1,96mg de virus por ml de solucao (isolado de C. brasilfien-
545); 1,80mg de virus por ml de solucao (isolado de C. ensd
§ormis); 1,60mg de virus por ml de solucgao (isolado de P. La
thyrodides) e 1,91mg de virus por ml de solugao (isolado de
V. ungudiculata). Os sintomas apresentados pelas plantas ino-
culadas com as respectivas solucgoes indicaram elevado grau
de infectividade das particulas virais presentes nas mesmas.
Os primeiros sintomas de mosaico em V. ungulcufata aparece-
ram quatro dias apos a inoculacao com seu respectivo isolado,
enquanto que os sintomas em C, ensdfoamis, C. brasiliensis e
P. kathyroides surgiram decorrido um perIiodo de 8 - 13 dias,
ap0s as inoculacbes com os comovirus isolados das espécies

vegetais mencionadas.

Os anti-soros produzidos contra os virus, em estudo,
reagiram especificamente com suco de plantas infetadas pelos
mesmos, sem éprgsentarem reacao com suco de pléntas sadias,

‘mediante teste de dupla.  difusao em agar, confirmando a efi-
ciéncia do método usado na purificacgao dos referidos  virus
(FIGURA 7). A ausencia de reacao com suco de plantas sadias
evidenciou a inexisténcia de anti-corpos para as proteinas

"das plantas, em concentracdo capaz de apresentar reacao em
dupla difusao em agar, entre os anti-soros citados e suco de

planta sadia.

Os titulos dos anti-soros determinados em testes de
dupla difusao em agar foram de 512, para os isolados de V,
unguiculata e C. ensiformis e de 1024, para os isolados de
C. brasiliensis e P. Lathyrodides.

Os testes de reciprocidade em dupla difusao em agar,
com os anti-soros obtidos para os quatro isolados virais, in

dicaram estreito relacionamento entre si, mas com diferencas

sorologicas detectaveis, através da formacZo de esporao, entre
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os virus isolados de C. brasdildiensis x V. ungudculata; C.

brasiliensis x P. Lathyroides; V, unguiculata x P. Lathyrod-

des; V. ungudiculata x C. enéiﬁonﬁié e P. Lathyroides x C. en
sigonmis (FIGURA 7). Por outro lado, os isolados de C. brasd
Liensis e C. ensiformis mostraram-se sorologicamente identi-
cos (FIGURA 7).

Estudos de relacionamento sorologico em teste de du
pla difusdo em agar com anti-soros especificos para BYSV,
SBMV, CPMV-Sb e BbMV indicaram a inexisténcia de qualquer
relacionamento entre os virus em estudo e referidos anti-so
ros. De outra parte, testes de imunodifusao em meio de agar
mostraram que os quatro comovirus estudados no presente tra-
balho sao sorologicamente relacionados com o sorotipo I de
CpSMV-Atk (LIN et al., 1980a) e com CPMV e BPMV. Com excecao
do isolado de P. fathyrodides, os demais reagiram com anti-
-soro especifico para BRMV. O isolado de V. unguiculfata mos
trou-se também sorologicamente relacionado com o sorotipo II
de CpSMV (LIN et al., 1980c) eHQPMV, apresentando reacoes le

ves com este ultimo anti-soro.

Os quatro isolados de virus infetaram, sistemicamen
te, soja "IAC-27(FIGURAS 8 e 9) e feijdo-de-corda cv. ~23317,
Plantas de C. ensifoamis e C. brasiliensis apresentaram le-
soes necroticas localizadas, quando inoculadas mecanicamente
com os isolados de V. unguiculata e P. Lathyroides e sinto
- mas sistemicos depois de inoculadas com os virus isolados de
C. brasiliensis e C, ensiformis. Plantas de C. amaranticolonr
apresentaram lesoes necroticas localizadas quando inoculadas
com os quatro isolados do virus, enquanto P. vulgardis apre
sentou lesoes necroticas localizadas quando inoculado com os
isolados de C. brasiliensis, C. ensiformis e V. unguiculata,
sem apresentar nenhum sintoma quando inoculado com o isolado
de P, Lathyroides. Phaseolus Lathyroides mostrou-se resisten
te ao isolado de C. brasifiensis e suscetivel aos demais vi-

rus em estudo, exibindo sintomas de mosaico. Com excegao de

"Macaibo”, as demais cultivares do feijao-de-corda testadas
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os virus isolados de C. brasdifiensis x V. ungulculata; C.

brasiliensis x P, Zathyrodfdes; V. ungudlculata x P. Zathg&di—

des; V. ungusfculata x C. enéiﬁonﬁib e P. Lathyrodides x C. ‘en
q s4if§ormis (FIGURA 7). Por outro lado, os isolados de C. brasd
Liensis e C. ensiformis mostraram-se sorologicamente identi-’
cos (FIGURA 7). »

Estudos de relacionamento sorolfgico em teste de du
pla difusdao em agar com anti-soros especificos para BYSV,
SBMV, CPMV-Sb e BbMV indicaram a inexisténcia de qualquer
relacionamento entre os virus em estudo e referidos anti-so
ros. De outra parte, testes de imunodifusao em meio de agar
mostraram que oS quatro comovirus estudados no presente tra-
balho sao sorologicamente relaéionados com o sorotipo I de
CpSMV-Ark (LIN et al., 1980a) e com CPMV e BPMV. Com excecao
do isolado de P. fathyroides, os demais reagiram com anti-
-soro especifico para BRMV. O isolado de V. unguicufata mos
trou-se também sorologicamente relacionado com o sorotipo II
de CpSMV (LIN et al., 1980c) e“QPMV, apresentando reacoes le

ves com este Ultimo anti-soro.

Os quatro isolados de virus infetaram, sistemicamen
te, soja ~IAC-27(FIGURAS 8 e 9) e feijdo-de-corda cv. ~23317.
Plantas de C.,enéiﬁonMiA e C. brasiliensis apresentaram le-
soes necroticas localizadas, quando inoculadas mecanicamente
com os isolados de V. unguicufata e P. Lathyrodides e sinto

- mas sistémicos depois de inoculadas com os virus isolados de
C. brasiliensis e C, ensiformis. Plantas de C. amaranticoloxr
apresentaram lesdes necrdoticas localizadas quando inoculadas
com os quatro isolados do virus, enquanto P, vufgaris apre
sentou lesoes necroticas localizadas quando inoculado com oS
isolados de C. brasiliensis, C. ensiformis e V. unguiculata,
sem apresentar nenhum sintoma quando inoculado com o isolado
de P, Lathyroides. Phaseolus Lathyroides mostrou-se resisten
te ao isolado de C. brasiliensis e suscetivel aos demais vi-
rus em estudo, exibindo sintomas de mosaico. Com excegao de

"Macaibo”, as demais cultivares do feijao-de-corda testadas

| | |




FIGURA 7 - Testes soroldgicos de dupla difusdo em meio de
agar, contendo 0,85% de agar noble, 0,85% de
NaCl e 0,01% de NaN;, para demonstrar o relacio
namento sorologico entre racas de 'cowpea seve-
re mosaic virus' (CpSMV), isoladas de C. brasi
Liensis, C. ensifonmis, P. Lathyroides e V. un-
gutculata, designadas de CpSMV-Cb, - CpSMv-Ce,
CpSMV-P1 e CpSMV-Vu, respectivamente.

0s Oriffcios centrais foram preenchidos com an
ti-soros especificos para CpSMV-Vu (A), CpSMV-
-Ce (B), CpSMV-Cb (C) e CpSMV-P1 (D). Os orifi
cios 'da periferia foram preenchidos com extrato
de plantas infetadas por CpSMV-Cb (Cb), CpSMV-
-Ce (Ce), CpSMV-P1 (P1), CpSMV-Vu (Vu), e extra
to de planta sadia (Ps). |
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FIGURA 8

Plantas de Gficdine max cv. IAC-2"  inoculadas

mecanicamente com racas de ''cowpea severe mo-
saic virus" (CpSMV), isoladas de C. brasilien

848 (A) e C. ensiformis (B), apresentando sinto

mas tipicos de mosaico severo (A) e mosaico

leve (B).

i
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y :
FIGURA 9 - Plantas de GLicine max cv. IAC-2~ inoculadas
mecanicamente com racas de ''cowpea severe  mo-
saic virus'" (CpSMV), isoladas de P. Zathyrodides
(A) e V. unguiculata (B), apresentando sintomas

tipicos de mosaico.
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mostraram-se suscetiveis ao isolado de V. ungulculata, apre
sentando sintomas que variaram de mosaico severo (cultivares
"Barba de Guin&~, "CE-050" e "V-4 Alagoas”) a mosaico leve
(demais cultivares). As cultivares "CE-050", "Pitidba” e “Po
tomac”, ap6s inoculadas com o isolado de C, ensdiformis, exi-
biram lesoes necroticas localizadas. De outra parte, o isola
do de C. brasifiensis foi capaz de infetar sistemicamente as
cultivares ~Serids” e ~23317, enquanto que os isolados de C.
ensifonmis e P, Lathyroides infetaram somente a cultivar
T23317., As demais espécies de plantas testadas mostraram-se
imunes aos quatro isolados do virus. Os resultados dos estu
dos de circulo de hospedeiras, envolvendo os quatro virus em
estudo, estdo relacionados na TABELA 1. Com base nas reacoes
sintomatologicas apresentadas pelas espécies vegetais testa
das (TABELA ll,foram‘selecionadas plantas diferenciadoras
(TABELA 2) para os quatro virus em estudo, os quais foram
identificados como racas de CpSMV, com base nos resultados

dos estudos sorologicos e de circulo de hospedeiras aqui re-

latados.
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TABELA 1 - ReacOes sintomatoldgicas apresentadas por diferen-
tes espécies vegetais inoculadas com racas de 'cow
pea severe mosaic virus'" (CpSMV) isoladas de Cana-
valia brasiliensis, Canavalia ensiformis, Phaseolus
Lathyroides e Vigna ungulculaia.

Plantas Inoculadas

ReagOes sintomatologicas aos virus (*)

isolados de

Canavalia

Canavalia

Phaseolus

Vigna

brasiliensis ensiformis Lathyroides ungulculata

Canavalia brasiliensis
Canavalia ensdformis
Chenopodium amaranticolon
CLitornia ternatea
Cucumis melo
Cwreubita pepo
Glicine max "IAC-2~
Mimosa cealpimaefolia
Phaseolus RLathyroides
 Phaseolus vulgarnis cv. local
Vigna ungulculata
“Barba de Guing&~
“Carrapicho”
“CE-050"
"Das almas”
"Macaibo”
“Pititiba”
“Potomac”
"“Serids”
R
“V-4 Alagoas”
"R

M,B
M,B
INL
MS,B

LNL

M,B
M,B
IJM‘

LNL
LNL
INL

MS,B

LNL
INL
LNL

MS,B

INL

MS,B
M,B
MS B
M,B

M,B
M,B
M
M.B .

MS,B
MS,B

(*) B - bolhosidade;
ML - mosaico leve;

LNL - lesao necrotica localizada;
MS - mosaico severo.

M - mosaico;
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TABELA 2 - Plantas diferenciadoras para racas de ''cowpea severe

mosaic virus" isoladas de Canavalia brasiliensdis,
Canavalia ensiformis, Phaseolus Lathyrodides e Vigna
ungulculata. :

ReacOes sintomatologicas aos virus (*)

Plantas Inoculadas isolados de

Canavalia  Canavalia Phaseolus Vigna
brasiliensis ensdiformis Rathyroddes unguiculata

Phaseolus Lathyroides - M M,B M
Phaseolus vulganis cv. local LNL  INL - : " INL
Vigna unguiculata ;
“Basha 46 Gaind” L < = MS.,B
“Potomac” . - “ LNL . - St MB
“Serids” : M,B - - - ML
i3 ol : M,B M,B MS,B MS,B
(*) B - bolhosidade; LNL - lesao necrotica localizada; M - nwsaico;_v

MS - mosaico severo; ML - mosaico leve.




4 - DISCUSSAO

Os isolados de lesdao Tinica dos virus estudados no
presente trabalho foram obtidos a partir de plantas de C.
amaranticolLor e P. vulgaris cv. local , inoculadas com os

mesmos. O feijao comum (P. vulfgaris) nao apresentou nenhuma
reacdo sintomatoldgica ao virus isolade de P. Lathyrodides,
caracteristica que pode ser usada para distingui-lo dos de
mais. Desta forma, o virus obtido de P. Lathyroides foi re-
isolado de C. amaranticolor. Embora os virus isolados de C.
brasiliensis, C. ensiformis e V. ungudiculata induzam também
a formacdo de lesbes necrbticas em C. amananticoﬁon;_}) fei-
jao comum € mais indicado para obtencdo de isolados de lesao
Gnica,por apresentar maior rapidez de germinacao, maior rapi
dez de desenvolvimento, maior facilidade de cultivo e menor
espago de tempo para a formacao de sintomas. VAN KAMMEN & DE
JAGER (1978) e DE JAGER (1979) sugerem o uso de P. vulgarndis
cv. "Pinto” para obtencdo de isolados de lesio dnica de CPMV
‘e CpSMV, uma vez que as lesoes necroticas localizadas, indu-
zidas pelos mesmos, nas folhas inoculadas de referida espécie
vegetal, possuem alta concentracido de virus e pequena quanti
dade de inibidores. De acordo com FRANKI (1972), sempre que
possivel, deve-se trabalhar com uma cultura de virus biologi -
camente pura, o que pode ser obtido através do seu reisola-
mento a partir de lesoes nechticas localizadas. Testes soro
160gicos, exames citoldogicos e observacOes sintomatoldgicas
de plantas de C. brasifiensis, C. ensiformis, P. Lathyrodides
e V. ungudiculata, sistemicamente infetadas com os isolados
de lesao Gnica de seus respectivos virus originais, comprova
ram a inexisténcia de qualquer contaminagéd com outros virus
que infetam o feijao-de-corda e com aqueles mantidos na mes-
ma casa-de-vegetacao, onde esta pesquisa foi realizada.

35"
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As hospedeiras originais dos virus em estudo mostra
ram-se adequadas para manutencao, propagacdo e purificacao
dos mesmos. Embora todos os virus possam infetar uma ou mais
cultivar de V. ungudculata (TABELA 1), espécie vegetal de
comprovada eficiéncia para manutencao e purificacao de virus
(HOLLING & STONE, 1970; BANCROFT, 1971; SHEPHERD, 1971; MINK,
1972; BOCK & CONTI, 1974; BOCK & KUHN, 1975; TSUCHIZAAKT,
1975; SHEPARD & GROGAN, 1975; BOZARTH & SHOYINKA, 1979), me _
recem destaque as espécies C. brasifiensis, C. ensdiformis e
P. Lathyroides, leguminosas nativas do Nordeste (BRAGA,
1976) , que.se comportaram como excelentes hospédeiras do vi
rus para os referidos fins. O excelente estado de pureza das
solugoes purificadas dos virus isolados e purificados a par-
tir de C. brasiliensis, C. ensiformis e P, Lathyroides, evi
denciados através de seus respectivos espectros de _absorcgao
ao ultra-violeta (FIGURAS 3, 4 e 5), e a elevada gspecifici
dade dos anti-soros obtidos para os mesmos (FIGURA 7), cons
tituem importantes indicativos da eficiéncia das mencionadas
espécies vegetais para propagagéo g purificagédyée virus. De
acordo com MATTHEWS (1970), a escolha de uma adequada planta
“hospedeira para a propagacao de um virus constitui fator de
importancia fundamental para a sua purificacao. Segundo
FRANCKI (1972), na escolha da planta hoépedeira para propaga
cao viral, deve-se, sempre que possivel, considerar os seguin
tes fatores: concentracao do virus nos tecidos vegetais, pre
senga de substancias inibidoras de virus nas c€lulas vege-
tais, facilidade e velocidade de propagacao e desenvolvimen
to da planta. No decorrer da presente pesquisa, observou-se
que as citadas espécies vegetais possuem as propriedades su
geridas por FRANCKI (1972) para propagacao viral, mnotadamen
te P. Lathyrodides, por possuir sementes de facil germina
¢do, tecido tenro, desenvolvimento rapide, porte pequeno,
favorecendo o cultivo de varias plantas por'vaso e facil pro
ducao de sementes em condicoes de casa-de-vegetacao. Por-ou-

tro lado, a possibilidade de uma mesma espécie vegetal, usa

da para manutenca@ao e propagacao de virus, poder ser infetada
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por mais de um virus, deve sempre ser levada em consideracao
(MATTHEWS, 1970). Desta forma, deve-se, sempre que possivel,
dar preferéncia a hospedeiras especificas para manutencao e
propagacao viral. De outra parte, as hospedeiras originais
favorecem, normalmente, a replicacdo viral com a consequente
producdao de grande quantidade de virus nas cé€lulas infetadas.
A alta infectividade das solugSes purificadas, associada a
eficiéncia na transmissdo mecanica de referidos virus com
inoculos preparados a partir de suas hospedeiras nativas, in
dicam a inexisténcia de inibidores de virus nos tecidos das
plantas testadas.

A purificacao de um virus, segundo FRANCKY (1972), € .
fundamental para o completo conhecimento de suas cafacterig
ticas, sendo inumeros os métodos que podem ser usados, depen
dendo do tipo de virus a ser purificado, Na purificégéo dos
virus em estudo, utilizou-se um método simples, se comparado
a outros utilizados na purificacgao de certos virus, como
"blackeye cowpea mosaic virus' (BICMV) (LIMA et al., 1979),
"cowpea chlorotic mottle virus" (CCMV) (KUHN, 1964) e CPMV
(VAN KAMMEN, 1967, 1968; GEELEN et al 1973) . Este método ja
foi usado, com sucesso, para purificagao de outros virus, en
tre os quais, pode-se citar ''squash mosaic virus" (SMV) (LI-
MA, 1972), 'tobacco mosaic virus" (TMV) (LIMA § CHAGAS,
1974) e-o CpSMV (LIMA § NELSON, 1973, 1977).

Os elevados titulos dos anti-soros obtidos para 0s
virus em estudo, sdo evidéncias de que o método de imunizagao
usado € bastante eficiente. A eficiéncia do referido método
("foot pad'") fundameﬁta-se—na economia de antigeno (virus)
usado no processo de imunizacao. Aproximadamente 2,0 a 3,0 mg
de cada virus foram suficientes para a imunizagéockacada-ani
mal. De acordo com ZIEMIECKI § WOOD (1975), LIMA (1978
e 1979), anti-soros com boas concentragoes de anti-cor
pos para os virus '"cucumber mosaic virus" e "blackeye cowpea

mosaic virus', respectivamente, foram obtidos através do uso
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de referido método, @ custa de pequena quantidade de antige-
nos. De outra parte, SHEPHERD (1963)-uti1izou aproximadameg
te 6,0 a 9,0 mg de virus, administrados intramuscularmente,
em doses semanais de 2,0 - 3,0 mg, para obtencao de anti-
-soro especifico para CpSMV. KUHN (1964) usou 3,0 - 4,0 mg
de "cowpea chlorotic mottle virus" por cada injecao intrave
nosa, num total de 3 aplicagGeé ou 6,0 - 8,0 mg de virus, em

3 injecgoOes intramusculares.

Os testes de reciproéidade serviram para demonstrar
o relacionamento soroldgico existente entre os virus em estu
do. MATTHEWS (1970), tratando de relacionamento entre, virus,
concluiu que sedois virus sao sorologicamente relacionados ou
distintos, algum grau de reacdao cruzada serd observado, porém,
as reagoes nao serdao identicas. Este grau de reacao cruzada
€ observado através da formacao de esporao. Os testes de re-
ciprocidade com isolado de V. unguiculfata x isolado de C. en
sif0nmis, isolado de V. ungudlcufata x isolado de C. brasilien
448, isclado de V. unguiculata x isolado de P. Lathyroides,
isolado de C. ensiformis x isolado de P. Lathyroides e isola
do de C, brasifiensis x isolado de P. Lathyroides, apresen-
taram a formagao de esporao, demonstrando que 0S mesmos Sao
sorologicamente distintos, porém,com estreitos lagos de rela
cionamento (FIGURA 7). Segundo BERCKS et al. (1972), o grau
de relacao sorologica entre dois antigenos € inversamente
proporcional ao comprimento e a intensidade do esporao. De
outra parte, o isolado de C. brasiliensis e o isolado de C. en
sLfonmis mostraram-se sorologicamente idénticos (FiGURA 7),
embora apresentem diferencas biologicas com relacao ao circu
lo de hospedeiras (TABELAS léZL Isolados de virus sorologica-
mente idénticos reagem igualmente, quando testados cada um
contra o anti-soro do outro (MATTHEWS, 1970).

Nos testes de relacionamento com anti-soros para vi
rus que nao pertencem ao grupo Comovirus, houve auséncia to-

tal de reacoes, ocorrendo, no entanto, reacao com alguns
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anti-soros para outros comovirus. FULTON & SCQTT (1979), em
estudos com isolados do grupo Comovirus, observaram relacio
namento sorologico entre os mesmos e o CPMV-Ark e BPMV.
SHEPHERD (1963) constatou relacionamento sorolbgico entre
BPMV -e isolados de CPMV de Arkansas e Trinidade. Os isolados
de CpSMV, em estudo reagiram com anti-soros para CPMV e soro
tipo I de CpSMV. Os resultados dos estudos sorologicos reali

zacdos com os virus isolados de C. brasiliensis, C. ensigon

mis, P. Lathyroides e V. unguiculata servem para identifica
-los como comovirus, de estreito relacionamento sorologico,
que podem ser considerados racas ou estirpes de CpSMV, assim
designadas: CpSMV-Cb, CpSMV-Ce, CpSMV-P1 e CpSMV-Vu, ;respec

tivamente.

Canavalia brasifiensis, C. ensiformis e P. ARathyroi
des, hospedeiras naturais dos virus em estudo, podem ser con
sideradas importantes reservatorios de virus que infetam o
feijao-de-corda, por apresentarem capacidade de sobreviven
cia nas condicoes adversas entao predominantes-nos periodos
de.estiagem do Nordeste. ALCONERO & SANTIAGO (1973) identifi
caram o P. Lathyrodides como excelente reservatorio doCPMV em
“Porto Rico e LIMA & NELSON (1977) enfatizaram a importancia
desta leguminosa como reservatorio do CpSMV, no Ceara. Estas
plantas nativas, encontradas em todo o Nordeste brasileiro,
constituem importantes fontes de virus que infetam as cultu
ras de'feijéo-de—corda. De outra parte, as plantas utiliza
das como diferenciadoras (TABELA 2) para identificacao dos
referidos virus tornam-se importantes porque, nio sO servem
para identifica-los, como para distingui-los de novas racgas
de CpSMV que poderao surgir em feijao-de-corda. Outras hospe
deiras naturais do CpSMV ja foram identificadas em outras Te
gioes brasileiros: Brasil Central, Centrosema pubenscens e
Calopogonium mucunoddes (LIN et al., 1980a); Amazonia,
Psophocarpus tetragonolubus (KITAJIMA gg'gl}, 1979) ; Centro-
-Oeste, P. vulgaris (CUPERTINO et al., 1981]. Em razao da lar

ga distribuicao geografica das hospedeiras naturais de CpSMV, nos

E .
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Estados nordestinos, a selecao e producgao de cultivares com

resisténcia ao mesmo ha-se constituido na principal preocupa

cao dos pesquisadores brasileiros envolvidos em programas de

pesquisa com doencas do feijao-de-corda.




5 - CONCLUSOES

Com base nos resultados apresentados e discutidos no

presente trabalho, pode-se evidenciar as seguintes conclu -

soes:

(a) Os virus isolados de plantas de C. bnaéilienéié,

(b)

(c)

(d)

C. ensigonmis, P. Rathyroides e V. unguiculata,
naturalmente infetadas, pertencem ao gTupo Como

virus;

Os mencionados virus sao bioldgica e sorologica-
mente relacionados, porém distintos, podendo ser
considerados racas ou estirpes de CpSMV, assim
designadas: CpSMV-Cb, isolada de C. ﬁﬁaéiﬂienéié;
CpSMV-Ce, isolada de C. ensiformis; CpSMV-P1,iso
lada de P. Lathyroddes e CpSMV-Vu, isolada de V.
unguicuﬂaia; A 7

As leguminosas nativas C. brasiliemsdis, C, ensi-
gormis e P, Lathyrodides devem desempenhar' impor
tante papel na sobrevivencia e perpetuacio do
CpSMV no Nordeste brasileiro, fumcionando como
fonte de indculo primario do virus para campos
de cultura de feijdo-de-corda; .

Em razao da larga dispersao de tais leguminosas,

a sua erradicacao, objetivando a eliminacao  de-

~.
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(e)

(£
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fontes originais do virus, nos Estados do Nordes
te, seria, .na pratica, tarefa inviavel, o que
recomenda o uso de variedades resistentes como o
principal mEtodo de controle da virose em ques-

tdo:

As espécies vegetais, Phaseolus Lathyroides, P. .
vulgaris e Vigna ungulfculata (" Barba de Guiné~,

."Potomac™, "Serid6” e T23317) sao importantes

como plantas diferenciadoras das ragas de CpSMV

envolvidas na presente pesquisa; /

Os anti-soros especificos para as ragas de CpSMV,
obtidos na presente atividade de pesquisa, reve
lam-se de grande valia para os trabalhos de diag
nose, zoneamento, identificacao de hospedeiras

naturais e selecao de cultivares imunes ou resis

tentes #s racas de CpSMV, em mencao.
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