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RESUMO 

Quatro virus isolados de plantas de Canavatia bAas.i-

t.íena,it, C. enz.i4onmis, Phazeo1uz ZathynoJdez e V-:gna ungu-i 

cula-ta reagiram contra anti-soro especifico para "cowpea se 

vere mosaic virus" (CpSMV), previamente isolado no 	Cearã. 

Isolados de lesão única dos virus obtidos de C. bna4.it.iensis, 

C. en~5-t..6onm.í4--e V. ungu.icutatia foram obtidos de lesões necr6 

ticas localizadas, induzidas em-P. vutgaA.i4s , enquanto que 	o 

vírus obtido de P. fathyta dez foi reisolado a partir de le-

sões induzidas em Chenopodium a manan..icoPon. Referidos vírus 

foram multiplicados em suas respectivas hospedeiras 	origi- 

nais, a partir das quais foram purificados através do método 

de purificação com n-butanol e_précipitação de vírus com po 

lietilenoglicol. Apõs examinadas ao espectrofotõmetro, 	as 

preparações purificadas foram usadas na imunização de coelhos 

pela técnica de inoculação na pata trazeira, para 	produção 

de anti-soros específicos para os vírus. Estudo de proprieda 

des sorolõgicãs e biológicas indicaram que os mesmos 	são 

relacionados, porém distintos, podendo ser considerados raças 

ou estirpes de CpSMV, assim designadas: CpSMV-Cb, isolada de 

C, bAaz,iZ.ienz.ís ; CpSMV-Ce, isolada de C. eu4.i4oAm.is  ; CpSMV- 

-P1, isolada de P. tathyno.idez e CpSMV-Vu, isolada de 	V. 

ungu.ieu.iata. Testes de reciprocidade em dupla difusão em agar, 

indicaram diferenças sorológicas, através da formação de es- 

porão, entre as raças: CpSMV-Cb,x CpSMV-P1, 	CpSMV-Cb x 

x CpSMV-Vu, CpSMV-Ce x CpSMV-P1, CpSMV-Ce x CpSMV-Vu 	e 

CpSMV-P1 x CpSMV-Vu. Por outro lado, CpSMV-Cb e CpSMV-Ce mos 

traram-se sorologicamente idénticas, embora apresentem dife 

renças biológicas com relação ao círculo de hospedeiras. 

x 



ABSTRACT 

Four virus isolated from plants of Canava is bnats.í-

£.íenss Los , C. end; 4onrnL , Phas eoIu4s £athyno.íde4s e V.ígna unguicu 

.2ata reacted against antiserum specific to cowpea severe mo 

saic virus (CpSMV} prevìousty isolated in Cearg. Single le-

sion isolates of the viruses obtained from C. bnaóitienza , 

C. ensi¡onma and V. ungu.íeutata were obtained from localized 

necrotic lesions induced in P. vutgatiz, while the virus 

originally obtained from P. tathyno,ídes was reisolated from 

lesions induced in Chenopodíum a manan.t.íeoto,L. Those viruses 

were multiplied in their respective 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 inoculation technique, 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 C. bnazitien4.í4; CpSMV-Ce, isolated from 

C. 	4 onm.í4 ; CpSMV-P1, isolated from P. tathyno-.dens and 

CpSMV-Vu, isolated from V. angu.ícutata. 	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-P1, 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. 

xi 



1 INTRODUÇÃO  

0 feijão-de-corda, também conhecido por caupi e fei-

jão macassar, VJgna unguicutata (L.) Walp. (= Vigna 6.énen4- 4 

(Endl) L.) , e uma leguminosa heTbãcea anual, nativa da Afri 

ca Central, onde formas silvestres são encontradas até hoje. 

Referida legpminosa vem sendo cultivada pelo homem, como ali 

mento, desde tempos antigos na Africa, Asia e Europa. r, pro 

vavelmente, o Phazeo.eus mencionado pelos escritores romanos 

(MORSE, 1924). 

A Nigéria e a Niger, na Africa Central, foram os pri 

meiros países a cultivarem o feijão-de-corda (MARTIN et al., 

1975). Atualmente muitos outros países da Africa, 	Sul da 

Asia, América do Norte (Estados Unidos) e 	América do Sul 

(Brasil) também cultivam o feijão-de-corda, quer para a ali-

mentação humana, quer como planta forrageira oú adubo verde. 

No Brasil, o feijão-de-corda e cultivado em grande 

escala nas regiões Norte e Nordeste. Na Regiãó Nordeste, é 

a cultura de maior importância econômica e social, 	vez que 

constitui a principal fonte de proteína na 	alimentação da 

população rural. 

Cultivado, via de regra, nos solos mais pobres 	do 

Nordeste, em consorciação com outras culturas (milho e algo 

dão arbõreo), sofrendo constantes ataques de pragas e doen-

ças, além de irregularidades pluviométricas, o feijão-de-cor 

da apresenta uma baixa produtividade. 

As viroses são de grande importância para essa cultu 

ra, podendo os vírus constituirem-se em fator limìtante para 

a sua produção, dependendo da variedade cultivada, época da 

infecção, do vírus e/ou da raça que a está infetando 	(KUHN 

et al., 1966; BOCK, 1973; PHATAK, 1974; LIMA F NELSON, 1977 

e LIMA, 1978). No Nordeste brasileiro, as viroses são consi-

deradas as principais doenças do feijão-de-corda, destacando 

1 
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-se aquela ocasionada pelo "cowpea severe mosaic 	virus" 

(CpSMV), identificado por LIMA & NELSON (1977) como o patege 

no de ocorrência mais constante no Nordeste brasileiro e que 

mais afeta a produção desta leguminosa na região. Em estudos 

realizados para avaliar os efeitos do CpSMV na produtividade 

de feijão-de-corda no Estado do Ceará, Brasil, GONÇALVES 	& 

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 feijão macas 

sar, V. unguicu1ata, transmitido pelo besouro Cetro-toma 	tti 

4utceata Forst. Mais tarde, DALE (1949) descreveu um 	virus 

observado em Trinidade, corm o nome, de -"cowpea mosaic virus" 

(CPMV) e CHANT (1959) referiu-se 'á 1.6idência de um outro vi 

rus em feijão-de-corda na Nigéria, o qual denominou 	de 

"cowpea yellow mosaic virus" (CYMV). 

Testes de imunodifusão dupla em agar mostraram que 

isolados de CPMV obtidos em Arkansas e em Trinidade eram so 

rologicamente relacionados, porém, distintos 	(SHEPHERD, 

1963). Estudando outras propriedades de diferentes isolados 

de virus, SHEPHERD (1964) confirmou uma estreita semelhança 

do virus isolado em Arkansas com o isolado em Trinidade por 

DALE (1949). Estudos detalhados com três isolados de CPMV ob 

tidos no Suriname, em associação com as informações sobre os 

vírus anteriormente isolados do feijão-de-corda em Trinidade 

(DALE; 1949) e Nigéria (CHANT, 1959, 1961, 1962), indicaram 

tratar-se de três raças de CPMV (AGRAWAL, 1964) . A 	proposi 

cão feita por AGRAti`'AL (1964) foi aceita por vãrios anos 	e 

adotada, inclusive, por VAN KAMMEN (1971), na 	publicação 

n9  47 de "Descriptions of Plant Viruses", sob o titulo "Cow 

pea Mosaic Virus". PEREZ & CORTÊS - MONLLOR (1970) identifi 

caram um virus do feijão-de-corda semelhante aquele descrito. 

por SHEPHERD (1964) . 

Resultados de estudos desenvolvidos por SWAANS & VAN 
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KAMMEN (1973) mostraram a distinção entre a raça 	severa 

("severe strain") e a raça amarela ("yellow strain") 	de 

"cowpea mosaic virus",cuja denominação foi usada por muito 

tempo para ambas as raças. Depois de vários estudos compara-

tivos, a separação destas duas raças em dois vírus dïstin 

tos, membros do mesmo grupo (COMOVIRUS), foi sugerida com ba 

se em diferenças no circulo de hospedeiras, sintomatologia, 

sorologia, ìnatìvação télmica e proporções dos seus componen 

tes, então examinados através de centrifuga analítica 	(VAN 

KAMMEN & DE JAGER, 1978; DE JAGER, 1979). 	A denominação 

"cowpea mosaic virus" (CPMV) foi reservada para os isolados 

da raça amarela (VAN KAMMEN F DE JAGER, 1978), enquanto que 

os isolados da raça severa receberam a denominação de"cowpea 

severe mosaic virus" (CpSMV), descrito por DE JAGER (1979). 

Por outro lado, na descrição do grupo Comovìrlis, 	BRUENING 

(1978) mostrou vãrìas diferenças e similaridades entre CPMV 

e CpSMV. A3 Brasil foi Incluido na distribuição geográfica do 

CpSMV, com base nas informações contidas no trabalho de LIMA 

& NELSON (1977). Em um conjunto de informações bibliogrãfi-

cas sobre as denominações "cowpea mosaic virás" e "cowpea 

severe mosaic virus", PIO-RIBEIRO & PAGUIO (1980) sugerem es 

ta última denominação para todos os isolados do vírus descri 

tos no Brasil, até aquela época. 

Tanto-  o CPMV, quanto o CpSMV podem ser transmitidos 

naturalmente por coleõpteros pertencentes aos gêneros CeAa- 

- ioma e DiabAotica (VAN KAMMEN & DE JAGER, 1978; 	DE JAGER, 

1979; FULTON E  SCOTT, 1977). Ainda em 1924, SMITH (1924) de 

monstrou a transmissibilidade de CPMV por CeAa-coma tA,(.1U0L-

casa Forst. WALTERS & BARNETT (1964) , trabalhando com um vi 

rus sorologicamente idõntieo ao 'CPMV, isolado em Arkansas, 

demonstrou também que o mesmo era eficientemente transmiti-

do por C. tA.í..6uAcata. SANDERLIN (1973) procedeu a experimentos 

com injeções de soluções purificadas de "bean 	pod 	mottle 

virus" (BPMV) e CPMV em C. titi4c Acatia e observou que a taxa 

de transmissão por injeção foi maior com a solução purifica-

da do CPMV. FULTON & SCOTT (1977) observaram que os vírus 
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poliedricos que infetam leguminosas, inclusive os comovirus, 

estão associados com o regurgitado, hemolinfa e material fe-

cal obtidos de besouros viruliferos, mas os mecanismos envoi 

vidos na transmissão desses vírus pelos besouros permanecem 

obscuros. FULTON (1979), dando continuidade aos estudos acer 

ca da transmissão e biologia de vírus de leguminosas transmi 

tidos por besouros, observou que, tanto os vírus transmiti-

dos como os não transmitidos por besouros, aparecem na hemo 

linfa dos mesmos, quando se alimentam de plantas infetadas. 

SCOTT (1979), ao estudar as propriedades biofisìcas e bioqui 

micas dos diferentes vírus transmitidos por besouros, não en 

controu expli-cação satisfatória para o fato de certos vírus 

serem transmitidos pelos besouros em referência, e 	outros 

não. A espécie de besouro Cenatoma aneuata (Oliv.) foi iden-

tificada como vetara do CpSMV (COSTA et al. 1978). Os mesmos 

autores, COSTA et al. (1979), tentaram transmitir um isolado 

do CpSMV através de Diabkotica specio4a (Kirk) e D. bivittuta 

(Kirk), mas as tentativas falharam. LIMA $ GONÇALVES (1980) 

constataram que o ChafcodeAmuz bimacu.2a.us  (Fiedler) , 	foi 

capaz de transmitir o CpS1'4V em testes de casa-de-vegetação. 

Segundo os mesmos autores, esta parece constituir a primeira 

referência sobre a transmissão de CpSMV pelo C. bimaeutatu4, 

vez que referido coleõpetero não estg incluído nas listas de 

vetores de comovirus. Mais tarde, COSTA et al. (1981) obser 

varam que D. 4pec.ío4a era capaz de transmitir 	uma raça de 

CpSMV isolada de plantas de Phazeotu6 vutgatL4 L., natural-

mente infetadas. 

Embora as sementes sejam importantes agentes de dis 

seminação de vírus no tempo eno espaço (BAKER, 1972; PHATAK, 

1974; LIMA, 1978), a transmissibilidade de CPMV e CpSMV por 

sementes g bastante variãvel e depende do isolado do vírus e 

da variedade de feijão-de-corda envolvida (VAN KAMMEN & DE 

JAGER, 1978; LIMA, 1978; DE JAGER, 1979). 	Segundo DALE 

(1949), um isolado de CPMV, em Trinidade,foi transmitido por 

cerca de 8% das sementes de feijão aspargos (VJgna seogLu pe- 
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datis Wight), obtidas de plantas infetadas com o 	vírus. 

PÉREZ & CORTES-MONLLOR C1970) demonstraram que, 	aproximada 

mente 620 plantas de feijão-de—corda, variedade 'Blackeye", 

obtidas de sementes provenientes de plantas artificialmente 

inoculadas com CPMV, não desenvolveram sintomas de mosaico. 

Por outro lado, HAQUE & PERSAD (1975) observaram que a taxa 

de transmissão por sementes do CPMV varia de zero a 5,8%, de 

pendendo da variedade de feijão-de-corda. Os mesmos autores 

afirmaram que a infecção de CPMV, em sementes de feijão-de- 

-corda, assume especial .significância quando seu vetor 	(C. 

nu4icohn..4) também está presente_. 

A semelhança dos demais. comovirus, o CPMV e o CpSMV 

possuem genoma bipartite, sendo, no entanto, constituidos de 

três partículas poliédricas, contendo, a mais pesada, aproxi 

madamente 33% de ácido ribonucleic° (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). Várias evidências 

indicaram que a infectividade dos referidos vírus está asso 

ciada às duas partículas que contém RNA e que a 	proporção 

de partículas vazias e um fator importante na distinção 	en 

tre CPMV e CpSMV (VAN KAMMEN, 1967; BRUENING & 	AGRAWAL, 

1967; WU E  BRUENING, 1971). 

Os vírus pertencentes ao grupo Comovirus podem 	ser 

facilmente purificados e constituem bons antígenos para imu 

nização de coelhos, produzindo seus anti-soros fortes reações 

em meio de agar, nas mais variadas condições (TOLIN, 1977). 

Estudos sorolõgicos têm demonstrado estreito relacionamento 

entre diferentes membros deste grupo de vírus 	vegetais 

(BRUENING, 1978; FULTON & SCOTT, 1979). Com base em resulta 

dos de testes sorolôgicos de dupla difusão em agar, FULTON & 

SCOTT (1979) sugeriram o agrupamento dos membros deste grupo 

em sorogrupos. De outra parte, LIN et al. (198Qb), estudando 

diferentes isolados de CpSMV, através de comparações sorol6 

gicas verificaram que os mesmos podem •ser agrupados em soro- 
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tipos I.  e IL:  sorologicamente distintos. LI_N et al. 	(1980c) 

constataram plantas de Vigna .zeisquipedat.4:4 Wight. , 	simulta 

neamente infetadas pelos sorotipos I e II. Os mesmos autores 

(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 II. No 	mesmo 

trabalho, os autores sugerem que outros isolados do 	vírus, 

com propriedades sorolõgicas diferentes dos sorotipos I e II, 

sejam, no futuro, classificados como sorotipos III, IV e as 

sim por. diante. LIN et al. (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. 0 sorotipo III é diferente dos demais 

sorotipos por provocar pontos cloróticos em NJ.co ,.ana tabacum 

"NN". Já o sorotipo IV é o único que não induz lesão locali 

zada em ChenopodJum amananticofok Coste & Reyn. Em trabalho 

recente, LIN et al. (1982) identificaram os determinantes anti 

gênicos e isolaram o anticorpo comum dos quatro sorotipos do 

CpSMV.-CUPERTINO et al. (1981) constataram CpSMV infetando o 

feijão (Phaseotus vu.2gahL L.) , o qual, nos testes sorolõgi 

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

Os círculos de hospedeiras de CPMV e CpSMV são 	bas 

tante estudados e discutidos. CHANT (1962) estudando o circu 

lo de hospedeiras do CPMV-Trindade observou que este 	vírus 

produz lesões localizadas em CanavaZia enzigeiLmiz D.C. e Do 

tichos tab1ab L. Mediante trabalho com isolados de CPMV 	e 

CpSMV, PADMA (1973) constatou que a Chenopod um mun.aIe L. 

uma ótima indicadora para diferenciação de ambos. ALCONERO & 

SANTIAGO (1973) encontraram plantas de Ph_aseotus tathynoides 

L., naturalmente infetadas por CpSMV, e as consideraram possi 

veis reservat6rios naturais do vírus para infecções em culti 

vos de feijão-de-corda. Estudando isolados de CpSMV, LIMA 

NELSON (1977) constataram os mesmos infetando V. ungu. eutata 

e P. 	h ytLoJdes . LIN et al. (1980a) relatam a ocorrência na 

tural do CpSMV em Cent&osema pabescens Benter e Catopogonium 
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mucunoLde4 Desvaux, podendo esta$ leguminosas servirem como 

hospedeiras alternativas deste vírus. 0 feijão.-de-asa (Pso-

phocanpuz te.thagono2obu4 (L) DC) e o feijão comum (P. vutga 

&Ls) foram incluidos por KITAJIMA et al. (1979) e CUPERTINO 

et al. (1981), respectivamente, no circulo de 	hospedeiras 

deste vírus. 

Canavatia enai4ottm-.4 D.C., C. bitasitienza Mart. 	e 

Pha4eotu4 eathynoJdez , leguminosas nativas, resistentes ã se 

ca do Nordeste, são utilizadas pelo agricultor nordestino co 

mo adubo verde e como pasto nativo para o gado nos períodos 

críticos de estiagens (BRAGA, 1976). Pela resistência 	que 

apresentam ã seca, podem funcionar, juntamente com as demais 

plantas nativas, como potenciais reservatórios naturais para 

os vírus de plantas cultivadas. Com  efeito, os vírus vegetais, 

com capacidade de replïcação somente no interior de células 

vivas, encontram, durante os períodos secos do Nordeste, com 

ausência completa de plantas cultivadas, meio de sobreviven-

cia nas plantas nativas que vegetam as margens de rios, açu 

des, lagoas, etc. 

0 presente trabalho foi realizado com o objetivo de 

contribuir, através da purificação, obtenção de 	anti-soros 

específicos e estudo das propriedades sorol6gicas e de circu 

lo de hospedeiras, na caracterização de quatro vírus isola-

dos de plantas de C. bnazitienziA , C. ensi4mma, P. tathytcoi 

des , V. unguieu.bata; 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 MÉTODOS  

2.1 - Fontes de Virus  

Os virus em estudo foram obtidos de plantas de C. 

bnas.i.2.ien4.Ls, C. eri 	onm.is (FIGURA 1) , P. £athytoides e V. 

ungu.icuta-ta _(FIGURA 2) , exibindo diferentes sintomas de mo-

saico em condições de campo, nos Estados do Ceara ePiaui (C. 

bAxs.í.2.í.ens.is ) . A partir de material foliar colhido de plan 

tas infetadas, os virus foram mecanicamente transmitidos pa-

ra plantas sadias das respectivas espécies vegetais, mantidas 

em condições de casa-de-vegetação. 

2.2 - Isolamento  dos Virus  

Plantas de Phaseaas vutgan.is L. cultivadas em condi 

ções de casa-de-vegetação, na proporção de duas plantas/vaso, 

foram mecanicamente inoculadas, 4 dias apôs a gerrminoção, com 

os virus isolados de V. ungu.icu.2ct a, C. en4J Çonm.is e C. bna-

s.i.2.íens.i6 . In6culos preparados a partir de lesões nicas pro 

duzidas pelos vírus em P. vu.2ga_tis foram inoculados nas suas 

hospedeiras originais, usando-se 4 plantas por virus. 	Isto 

e, 4 plantas de feijão-de-corda foram inoculadas com in6cu-

los do virus isolado de V. ungu.icu.2a-a, obtidos de 4 lesões 

necróticas produzidas em P. vutgan.is ; 4 plantas de C. en'5.i 

6mmiz foram inoculadas com inôculos do virus isolado de C, 

en4.i4onm.is , obtidos de 4 lesões necrôticas também produzidas 

em P. vu°gan.is e em 4 plantas de C. bnas.it.iensis tambêm 	se 

procedeu inoculações com in6culos do virus isolado de C. bna 
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FIGURA 1 - Plantas de C. bitcusi.2ienz ts (A) e C. en4J4atcmiz 

(B) com sintomas de mosaico, das quais 	foram 

isoladas duas raças de "cowpea severe mosaic vi 

rus" (CpSMV) : CpSMV-Cb é CpSMV-Ce, respectiva-

.mente. 
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_ - Plantas de - P. 2athyto-Lde4 (A) e V. ungu.ículata 

(B) com sintomas de mosaico, das quais 	foram 

isoladas duas raças de "cowpea severe mosaic vi 

rus" (CpSMV) : CpSMV-Pl e CpSMV-Vu, respectiva-

mente. 
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s Ziensis proveniente de 4 les6es necrõticas, produzidas em 

P. vuegan.t.ó . Plantas de C. amanan.tLco on, igualmente cultiva 

das em condições de casa-de-vegetação, 	foram mecanicamente 

inoculadas com o vírus isolado de P. .2athyno1e4 , 	16 dias 

apõs a sua germinação. Da mesma forma, 4 plantas de P. £athy 

&aides foram inoculadas com diferentes inóculos do vírus iso 

lado de P. tatihyno.ídes', obtidos de 4 lesses necróticas pro-

duzidas em C. amanantico!on. Entre as plantas inoculadas com 

cada vírus, selecionou-se aquela que apresentava os sintomas 

mais típicos de cada um deles. Tal planta iria servir como fonte 

de inõculo para a propagação e estudo das propriedades biolõ 

gicas e sorolôgicas do mesmo vírus. 

2.3 - Transmissão Mecãnica 

Todas as inoculações mecanicas foram realizadas usan 

do-se, como inôculo, seiva extraída de plantas sistemicamen 

te infetadas pelos vírus. Os inõculos foram preparados, me-

diante trituração do tecido foliar em solução tampão de fos 

fato 0,05 M, pH 7,5, na proporção de l,Og de tecido 	para 

2,0m1 de solução. Pequena quantidade de "carborundum"foi adi 

cionada ao extrato obtido e as inoculações foram executadas 

pela fricção das superfícies adaxiais das folhas, com peda-

ços de gaze embebidos nas preparações contendo vírus. 

2.4 	Circulo de Hospedeiras  

Os isolados dos virus foram mecanicamente inoculados 

em 11 cultivares de feijão-de-corda: 'Barba de Guiné, -Car 

rapicho-, `CE-050 	-Das almas', -Macaibo-, 1Pitiúbar,~Poto- 

mac 	-Seridó-, -7(56)-, -V-4 Alagoas", -2331' e ainda nas 

espécies vegetais: C. ensi4o4mis , C. bteLzitienzis, Chenopo 



14 

dium amanantieoton, Ct.ï..tonia tennatea L., 

Cuncuótita pep.o L., G,2icine max (L.) Merr. cv. 

ee.azatptinia_e4o2ia Benth. , P. tathynoides e P 

Cucumis meto 

1IAC-2', Mimosa 

. 	v utg anis 	cv. 

local. Todas as plantas inoculadas foram mantidas em condi-

ç6es de casa-de-vegetação por um período mínimo de 30 dias. 

A infecção viral foi constatada através da 	sintomatologia 

apresentada pelas plantas inoculadas e, quando isto se torna 

va impossível, testava-se através da sorologia. 

2,5 - Purificação  

Os isolados de vírus foram mantidos em casa-de-vege 

tação, através de transferencias sucessivas por inoculações 

mecânicas em suas respectivas hospedeiras originais, de onde 

foram purificados. 	 - 

Cada hospedeira foi cultivada em dez vasos, e inocu-

lada, mecanicamente, com o seu respectivo vírus, Decorrido o 

período de 20 dias, após o aparecimento dos primeiros sinto 

mas, o material foliar era colhido e levado ao laboratório 

para purificação. 

Cada isolado de vírus foi purificado em dias diferen 

tes para evitar contaminação. 

A purificação de cada vírus foi feita pelo método de 

precipitação com polietileno glicol (PEG) 6000 (peso molecu-

lar) usado por HERBERT (1963), apõs desnaturação das protei 

nas da planta com n-butanol. (LIMA & NELSON, 1973). 

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

trando sintoma típico de mosaico de cada vírus, foi 	levado 

ao laboratório e macerado em liquidificador, junto com solu-

ção tamponada de fosfato 0,1M, pH 7,5, na proporção de 100g 

de material foliar para 200m1 da solução. Antes de efetuada 
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a mistura, foi adicionado 0,5% de sulfito de sódio ã solução 

tamponada, a fim de evitar problemas de oxidação. Após a ma-

ceração e homogeneização 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 condições refrigeradas (± 4°C). De-

pois de agitado, o suco foi submetido a uma centrifugação de 

4000 rpm, durante 10 minutos, na centrifuga JANETZKY, modelo 

T-32, a fim de precipitar o coagulo resultante da ação 	do 

n-butanol. Ao sobrenadante, suco contendo o vírus, foram adi 

cionados 6% de PEG 6000 e 4% de NaCl (peso/volume), visando-

-se a precipitação do virus. Esta mistura foi agitada duran 

te 40-60 minutos e, em. seguida, submetida a outra centrifuga 

ção de 4000 rpm, também por 10 minutos na mesma centrifuga. 

A parte liquida foi descartada, sendo o precipitado ressus- 

pendido em solução tamponada de fosfato a 0,1M, pH 7,5, 	e, 

em seguida, submetida a outra centrifugação de 	10000 rpm, 

por 10 minutos, na centrifuga refrigerada JANETZKY, 	modelo 

K-24, para promover uma clarificação da solução contendo 	o 

virus—Foram repetidas, por duas vezes, as etapas de precipi 

tação e concentração com PEG e NaC1, a fim de obter-se 	uma 

solução viral melhor clarificada. 

Apõs convenientemente diluidas, as soluções purifica 

'das de cada vírus foram analisadas ao 	espectrofotõmetro 

VARIAN UV/VIS duplo feixe, modelo 634. As concentrações dos 

vírus nas soluções foram determinadas, usando-se as densida-

des óticas obtidas através do comprimento de onda 260nm e do 

coeficiente de extinção 8,l,para a mistura das trõs particu 

las M, B e T (VAN KAMEN, 1968), 

As soluções purificadas dos vírus foram diluidas com 

água destilada,na proporção de 1:10 e, em seguida, 	inocula 

das mecanicamente em suas respectivas hospedeiras de origem, 

para determinação da infectividade de cada vírus na solução 

purificada. As plantas, assim inoculadas, foram mantidas em 
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casa-de-vegetação, para observação das reações sintomatolôgi 

cas típicas de cada vírus. 

2.6 - Sorologia 

As preparações purificadas dos virus foram utiliza 

das na obtenção de anti-soros específicos para os mesmos, 

através da imunização de coelhos. 

Quatro coelhos da raça Nova Zelândia Branca, adultos 

e saudáveis, criados e mantidos em gaiolas, foram escolhidos 

para o processo de imunização com as suspensões virais, ha-

vendo-se usado um animal para cada vírus. 

Inicialmente, pequena quantidade de soro normal foi 

obtida de cada coelho e testada contra as soluções purifica-

das dos vírus, suco de plantas 'doentes e sadias de feijão-de 

-corda, C. ens onm..á , C. 6&azitien4i4 e P. Zaxhynoidez 	em 

testes-de dupla-difusão em agar (OUCHTERLONY, 1962) . 

A imunização de cada animal constou de trõs inocula 

ções com suspensão viral, espaçadas de 10 dias, na pata tra-

zeira (ZIEMIECKI & WOOD, 1975) e por via intramuscular na re 

gião da coxa. Esta suspensão foi homogeneizada, inicialmente, 

com igual quantidade do "adjuvante incompleto de Freund". Em 

cada inoculação, injetaram,se 0,2m1 da emulsão em uma das pa 

tas trazeiras e 1,0 a 1,8ml na região muscular da coxa tra-

zeira.' 

Apôs um período de'15 dias, contados a partir da úl 

tima inoculação, 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. 0 sangue foi coagulado em banho-ma 

ria,â temperatura de 37°C, por 40 minutos, e, em seguida, 

centrifugado durante 10 minutos ã velocidade de 4000 rpm, na 
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centrifuga JANETZKY, modelo T-32, a fim de precipitar o coa 

guio formado. Em seguida, o anti-soro foi clarificado atra-

vés de nova centrifugação a 6000 rpm, por 10 minutos, na cen 

trifuga JANETZKY, modelo K-24, e testado contra solução puri 

ficada do respectivo vírus, suco de planta infetada pelo mes 

mo e suco de planta_ sadia, através do teste de dupla difusão 

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 0°C. 

Os títulos dos anti-soros obtidos foram determinados 

em teste de dupla difusão em agar, através de suas diluições 

com água destilada, nas proporções de 1:2, 1:4, 1:8, 	1:16, 

1:32, 1:64, 1:128, 1:256, 1:512. -L:1024 e 1:2048. Para cada 

anti-soro, referidas diluiçdes foram testadas contra suco de 

plantas infetadas pelo seu respectivo vírus hom6logo, diluí-

do nas proporções de 1:2, 1:4 e 1:8, em âgua destilada e su 

co de planta sadia nas mesmas diluições. 

A par de testes.-sorolõgicos para comprovação de plan 

tas hospedeiras dos vírus em estudo, determinação dos títu-

los dos anti-soros e determinação da infectividade das solu 

ções purificadas, foram realizados testes 	adicionais com o 

intuito de estudar o relacionamento sorológico existente en 

tre os referidos vírus e entre estes e outros vírus que infe 

tam leguminosas. Extratos de plantas infetadas 	pelos virus 

em estudo foram testados em dupla difusão em agar contra an 

ti-soros específicos para os seguintes comovirus: "bean pod 

mottle virus" (BPMV) , "bean rugose mosaic virus" (BRIM), "cow 

pea mosaic virus-SB" (CPMV-SB), "cowpea severe mosaic virus-

Arkansas" (CpSMV-Ark.), "cowpea severe mosaic virus-Cearã" 

(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, BbMV CJ.P. Fulton, Universidade Arkansa- 

USA) ; CpSMV-Ce CLIMA .E NELSON, 1973). e CpSMV-Sorotipo I 	e 

Sorotipo II (M.T. Lin, Universidade de Brasilia). 	Todos os 

testes sorológìcos foram realizados em agar gel, 	contendo 

0,85% de agar noble, 0,85% de NaC1 e 0,01% de NaN3. 



3 - RESULTADOS 

Os quatro virus isolados de C. b&az-itienz,iz , C. enzi 

4otcm.iz , P. tathyitoider e V. ungu.icu!ata reagiram sorologica-

mente com o anti-soro especifico para "cowpea severe mosaic 

virus" (CpSMV) - previamente isolado no Ceara (LIMA & NELSON, 

1977) - em testes de ïmunodifusão dupla em agar gel, indïcan 

do tratar-se de virus pertencentes ao grupo Comovirus. 

Os isolados dos vírus foram facilmente transmitidos 

de plantas doentes para plantas sadias através do 	processo 

experimental de transmissão mecãni_ca. Isolados de lesão úni-

ca dos vírus oriundos de C. btcaz.it.ïenz.iz , C. enó-iaon.m-is e V. 

ungu.ieu.2aua foram obtidos a partir de lesões necrõticas loca 

lizadas produzidas em P. vu!gaLi4, enquanto que o isolado de 

lesão única do vírus oriundo de P. 2athyiw de4.foi obtido a 

partir.-de C. ama ant.icof orL. Os vírus em referência, foram mul 

tiplicados nas suas respectivas hospedeiras originais, a par 

tir das quais foram purificadas,para subseqüente 	produção 

de anti-soro e utilizados nos estudos sorol6gico e de circu-

lo de hospedeiras. 

As hospedeiras nativas de cada vírus 	mostraram-se 

efecientes para suas respectivas propagação e purificação.. 

As soluções purificadas de cada vírus, obtidas a partir 	de 

suas hospedeiras originais, apresentaram excelente aspecto, 

evidenciando a presença de vírus em átïmo estado de pureza. A 

presença de cada vírus nas ,preparações purificadas foi com-

provada através da analise do espectro de absorção ao ultra-

-violeta, obtido no espectrofotõmetro para cada preparação vi 

ral. Os espectros de absorção obtidos apresentaram um máximo 

de absorção no comprimento de onda de 260nm e um minimo em, 

aproximadamente, 240nm (FIGURAS 3, 4, 5 e 6), evidenciando a 
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FIGURA 3 - Curva de absorção ao ultra-violeta obtida com a 

solução purificada de urea raça de "cowpea severe 

mosaic virus" (CpSMV) , isolada de C. braói.? Len4 L4 

e designada de CpSMV-Cb. 	- 
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FIGURA 4 -- Curva de absorção ao ultra-violeta obtida com. 	a 

solução purificada de uma raça de "cowpea severe 

mosaic virus" (CpSMV) , isolada de C. en6,iAmmi4 e 

designada de CpSMt -Ce, 
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FIGURA 5 - Curva de absorção ao ultra-violeta obtida com a 

solução purificada de uma raça de "cowpea severe 

mosaic virus" (CpSMV); isolada de P. Za.thynoides 

e designada CpSMV-P1. 
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solução purificada de uma raça de "cowpea severe 
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presença de nucleoproteinas nas soluções. Atravês da densi-

dade ótica obtida em 260nm para cada vírus, as concentraç6es 

aproximadas dos mesmos, nas soluções, foram calculadas 	em: 

1,96mg de vírus por ml de solução (isolado de C. 6nazLeLen-

zio) ; 1,80mg de vírus por ml de solução (isolado de C. enóti 

£otr.mi4) ; 1,60mg de vírus por ml de solução (isolado de P. ta 

thytco.ïde4) e 1,91mg de vírus por ml de solução 	(isolado de 

V. ungu.icutaua). Os sintomas apresentados pelas plantas ino- 

culadas com as respectivas soluções indicaram elevado 	grau 

de infectividade das partículas virais presentes nas mesmas. 

Os primeiros sintomas de mosaico em V. ungu.ieuf.ata aparece-

ram quatro dias após a inoculação com seu respectivo isolado, 

enquanto que os sintomas em C. _. enmi4oi rnLs , C. ónasit,ien4í4 e 

P. -Ea-thy/La.idea surgiram decorrido um período de 8-13  dias , 

após as inoculacêes com os comovirus isolados das 	espécies 

vegetais mencionadas. 

Os anti-soros produzidos- contra os vírus, em estudo, 

reagiram especificamente com suco de plantas infetadas pelos 

mesmos, sem apresentarem reação com suco de plantas sadias, 

- mediante teste de dupla_difusão em agar, confirmando a efi- 

ciência do método usado na purificação dos referidos 	vírus 

(FIGURA 7). A ausência de reação com suco de plantas sadias 

evidenciou a inexistência de anti-corpos para as proteínas 

das plantas, em concentração capaz de apresentar reação 	em 

dupla difusão em agar, entre os anti-soros citados e suco de 

planta sadia. 

Os títulos dos anti-soros determinados em testes de 

dupla difusão em agar foram de 512, para os isolados de V. 

unguicu.2ata e C. en4.i4o/unLs e de 1024, para os 	isolados de 

C. 6Aaó.i.2.íen4 o e P. £athyno.ides . 

Os testes de reciprocidade em dupla difusão em agar, 

com os anti-soros obtidos para os quatro isolados virais, in 

dicaram estreito relacionamento entre si, mas com diferenças 

sorológicas detectâveis, através da formação de esporão, entre 



os virus isolados de C. bnaz.ít.íenz.í4 x V. ungciticutata; 	C. 

bncu.ít.íen4i4 x P. .bathyno.íde4 ; V. ungu.íeutata x P. tathytoti- 

deó; V. ungu.íeu2ata x C. enó.í*nmis e P. tathyno.íde4 x C. en 

4.í6onm,íó (FIGURA 7) . Por outro lado, os isolados de C. ()nazi 

.2.íena,í4 e C. enó.í6onma mostraram-se sorologicamente idênti-

cos (FIGURA 7) . 

Estudos de relacionamento sorol6gico em teste de du 

pla difusão em agar com anti-soros específicos para 	BYSV, 

SBMV, CPMV-Sb e BbMV indicaram a inexistência de 	qualquer 

relacionamento entre os vírus em estudo e referidos anti-so 

ros. De outra parte, testes de imunodifusão em meio de agar 

mostraram que os quatro comovirus estudados no presente tra-

balho são sorologicamente relacionados com o sorotipo I de 

CpSMV-Ark (LIN et al., 1980a) e com CPMV e BPMV. Com  exceção 

do isolado de P. £athyno<ídes, os demais reagiram com 	anti- 

-soro especifico para BRMV. 0 isolado de . V. angu.íeu.2ata mos 

trou-se também sorologicamente relacionado com o sorotipo II 

de CpSMV (LIN et al., 1980c) e QPMV, apresentando reações le 

ves com este último anti-soro. 

Os quatro isolados de vírus infetaram, sistemicamen 

te, soja `IAC-2"(FIGURAS 8 e 9) e feijão-de-corda cv. -2331". 

Plantas de C. enz.í¡oiunLo e C. bna4itienza apresentaram le-

sões necrõticas localizadàs, quando inoculadas mecanicamente 

com os isolados de V. unguicu.bata e P. 2athyno.íde4 e 	sinto 

mas sistêmicos depois de inoculadas com os vírus isolados de 

C, bnaó.í.b.íenzis e C. enz.íbonm.íis . Plantas de C. amanant,íeo.eon 

apresentaram lesões necróticas localizadas quando inoculadas 

com os quatro isolados do vírus, enquanto P. vutgan.í4 	apre 

sentou lesões necróticas localizadas quando inoculado com os 

isolados de C. bnaz.ít.íen.íz , C. enzi.6onm.L4 e V. unguicufa_ta, 

sem apresentar nenhum sintoma quando inoculado com o isolado 

de P. .bathyno.ídeis. Phaaeo.eu4 £athyno.íde4 mostrou-se resisten 

te ao isolado de C. bnaa.í.2.íenzi6 e suscetivel aos demais ví-

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

`Macaibo 	as demais cultivares do feijão-de-corda testadas 
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os virus isolados de C. bnaziZ.íenz.iz x V. ungciticutata; 	C. 

bnazil.íenztifs x P. tathynoides ; V, unguticutata x P. Zathyn.oi- 

dea; V. unguicaata x C. enó.í¡onmi4 e P. 2athyno.ide4 x C. en 

ó,í6onm.iz (FIGURA 7) . Por outro lado, os isolados de C. ()nazi 

.2.i.enóa e C. enó.í6onma mostraram-se sorologicamente idênti-

cos (FIGURA 7) . 

Estudos de relacionamento sorolôgico em teste de du 

pla difusão em agar com anti-soros específicos para 	BYSV, 

SBMV, CPMV-Sb e BbMV indicaram a inexistência de 	qualquer 

relacionamento entre os virus em estudo e referidos anti-so 

ros. De outra_parte, testes de imunodifusão em meio de agar 

mostraram que os quatro comovirus estudados no presente tra-

balho são sorologicamente relacionados com o sorotipo I de 

CpSMV-Ark (LIN et al., 1980a) e com CPMV e BPMV. Com  exceção 

do isolado de P. Zathyno<ídéz, os demais reagiram com 	anti- 

-soro especifico para BRMV. 0 isolado de V. ungu,icu!ata mos 

trou-se tambêm sorologicamente relacionado com o sorotipo II 

de CpSMV (LIN et 'al. , 1980c) e QPMV, apresentando reações lb 

ves com este último anti-soro. 

= Os quatro isolados de virus infetaram, sistemicamen 

te, soja -IAC-2"(FIGURAS 8 e 9) e feijão-de-corda cv. -2331 

Plantas de C. en4.í6onrn.ib e C. bnaz,i9,íenzi4 apresentaram le-

sões necrõticas localizadás,quando inoculadas mecanicamente 

com os isolados de V. unguicufata e P. eathynoide4 e 	sinto 

mas sistêmicos depois de inoculadas com os virus isolados de 

C. bna6LtLen4.í4 e C. enz.ísonma . Plantas de C. amanant.icaon 

apresentaram lesões necrôticas localizadas quando inoculadas 

com os quatro isolados do virus, enquanto P. vutgan,i.4 	apre 

sentou lesões necrôticas localizadas quando inoculado com os 

isolados de C. bncus,ítLen4.í4 , C, en6! onmiís e V. ungu.icu!ata, 

sem apresentar nenhum sintoma quando inoculado com o isolado 

de P. .Eathyno.idez . Phaz eo-euó .2athynoJdes mostrou-se resisten 

te ao isolado de C. bnaó.i.2.íenzi4 e suscetivel aos demais ví-

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

`Macaibo-, as demais cultivares do feijão-de-corda testadas 



FIGURA 7 - Testes sorológicos de dupla difusão em meio de 

agar, contendo 0,85% de agar noble, 	0,85% de 

NaC1 e 0,01% de NaN3, para demonstrar o relacio 

namento sorológico entre raças de "cowpea seve-

re mosaic virus" (CpSMV), isoladas de C. bnaisi 

Z.ienzi4, C. en4s.i6o'tm.io, P. Zathyno.idez e V. un- 

gu.icuZata, designadas de CpSMV-Cb, 	CpSMV-Ce, 

CpSMV-P1 e CpSHV-Vu, respectivamente. 

,Os orifícios centrais foram preenchidos com an 

ti-soros específicos para CpSMV-Vu (A) , CpSMV- 

-Ce 	(B) , CpSMV-Cb (C) e CpSMV-P1 (D) . Os orif i 

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 GUci.ne max cv. IAC-2- 	inoculadas 

mecanicamente com ragas.de "cowpea severe 	mo- 

saic virus" (CpSMV) , isoladas de C. btca6itien 

S14 (A) e C. en4i6oJunL6 (B), apresentando sinto 

mas típicos de,mosaico severo (A) 	e 	mosaico 

leve (B). 
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FIGURA 9 - Plantas de G ic.íne max cv. - IAC-2- 	inoculadas 

mecanicamente com raças de "cowpea severe mo-

saic virus" (CpSMV) , isoladas de P. Zafkyno-deb 

(A) e V. unguícu.2ata (B), apresentando sintomas 

típicos de mosaico. 
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mostraram-se suscetíveis ao isolado de V. ungu.icu!ata, apre 

sentando sintomas que variaram de mosaico severo (cultivares 

'Barba de Guiné, "CE-050'' e ,V-4 Alagoas) a mosaico 	leve 

(demais cultivares). As cultivares 'CE-050 	'Pitiúba' e -Po 

tomac-, apõs inoculadas com o isolado de C. enz.ï4otma , exi-

biram lesões necróticas localizadas. De outra parte, o isola 

do de C. btaztitien4Lo foi capaz de infetar sistemicamente as 

cultivares 'Seridõ" e '2331 	enquanto que os isolados de C. 

ens.i..6otm-eA e P. tathytoideó infetaram somente 	a 	cultivar 

^2331 	As demais espécies de plantas testadas mostraram-se 
imunes aos quatro isolados do vírus. Os resultados dos estu 

dos de circulo de hospedeiras, envolvendo os quatro vírus em 

estudo, estão relacionados na TABELA 1. Com  base nas reações 

sintomatolõgicas apresentadas pelas espécies vegetais testa 

das (TABELA l),,foram selecionadas plantas 	diferenciadoras 

(TABELA 2) para os quatro vírus em estudo, os quais 	foram 

identificados como raças de CpSMV, com base nos 	resultados 

dos estudos sorolõgicos e de circulo de hospedeiras aqui re-

latados. 
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TABELA 1 - Reações sintomatolôgicas apresentadas por diferen-
tes espécies vegetais inoculadas corn raças de "cow 
pea severe mosaic virus" (CpSMV) isoladas de Cana- 
vatic bnaz.it,ienzis , Canavat ia ens i6onm,is, Phas eo.eus 
.lath yno.id ea e Vig na ung ui coacta , 

Plantas Inoculadas 

Reações sintomatolôgicas aos virus (*) 
isolados de 

 

 

Canava.P,i;a 	CanavaP.ia Phao eo.2uz 	V.igna 
bncu;.itienL,ís . ews.i4 on.m,ï~s. ..eaih yno,idez ung uieu,ea ta 

CanaVat.i.a biLas.itievt6.i✓6 	M,B 	. M,B 	LNL 	LNL 

CanavaP.ia è.ws.i4oïr,nw 	M,B 	M,B 	LNL 	LNL 

Chenopod.ium amanantico2on 	LNL 	LNL 	LNL 	LNL 

C.2itorr,i.a tennatea 	-- 

Cucumiz meto 	- 	- 

Cuncub,ita pepo 	- 	- 

Gti.ci.ne  max -IAC-2-- 	MS,B 	M 	M,L 	MS,B 

N(.i.moóa ceaP.p.imaqo.P,i.a 	- 	- 	- 	- 

Phaaeo2u4 tathyno.ides 	- 	M 	M,B 	M 

Phazeotuz vutgantis cv. local 	LNL 	LNL 	- 	LNL 

V.igna ungu,icu2ata 

-Barba de Guiné 	- 	- 	- 	MS,B 

-Carrapicho- 	- 	- 	- 	M,B 

-CE-050- 	- 	LNL 	- 	MS,B 

-Das almas' 	- 	- 	M,B 

~Macaibo' 	- 	- 	- 

-Pititzba' 	- 	LN 	- 	M,B 

^Potomac' 	- 	LNL 	- 	M,B 

- ASeridó' 	M,B 	- 	- 	M 

-7(56)' 	-- 	- 	- 	M,B ti 

-V-4 Alagoas' 	- 	- 	- 	MS,B 

^2331' 	M,B 	..M,B. 	NIS,B 	MS,B 

(*) B - bolhosidade; LNL -- lesão necrótica localizada; 
	

M - mosaico; 
ML - mosaico leve; MS - mosaico severo 

`0.128585  . 

~_ 	 ~ 

UFC
Caixa de texto
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TABELA 2 - Plantas diferenciadoras para raças de "cowpea severe 
mosaic virus" isoladas de Cavava ia bAa6<i.2<iens.ia , 
Canava.t a end.i6anmiz, Phaaea.2ua .bathyna.idea e V.igna 
ung uicutaLa. 

Plantas Inoculadas 

Reações sintomatolôgicas aos virus (*) 
isolados de 

 

CanavaUa Canavae,i a PhaL ea.2ws 	V.igna 

bnaa~ena~ enis.iarrnúas .ta thytw,ída . ungu.icuZa,ta 

Phadeaws k.ath.yna.ides 	- 	M 	M,B 	. M 

Phaa ea.eu.s vuZgaia4 cv local 	LNL 	LNL 	- 	LNL 

V.í.gna ungu,icu2a,ta 

Barba de Guin6^ 	- 	- 	- 	MS,B 

-Potomac- 	- 	LNL, 	- 	- " M,B 

-Seridõ- 	M,B 	- 	- 	ML 

-233l" 	M,B 	M,B 	NS ,B 	MS ,B 

(*) .B - bolhosidade; LNL - lesão necrõtica localizada; 	M - mosaico;  
MS - mosaico severo; ML - mosaico leve. 



4 - DISCUSSAO  

Os isolados de lesão única dos vírus estudados 	no 

presente trabalho foram obtidos a partir de plantas de C. 

amatanticotot e P. vutgatL.s cv. local , 	inoculadas com os 

mesmos. 0 feijão comum (P. vutgata) não apresentou nenhuma 

reação sintomatológica ao vírus isolado de 	P. tathytoLdez, 

característica que pode ser usada para distingui-lo dos de 

mais. Desta forma, o vírus obtido de P. tathytoJdu foi re-

isolado de C. amatantieotot. Embora os vírus isolados de C. 

btcusit ienza , C. en4,í.4otma e V. unguieutata induzam também 

a formação de lesões necróticas em C. amatantieotot, o fei-

jão comum ë mais indicado para obtenção de isolados de lesão 

ünica,por apresentar maior rapidez de germinação, maior rapi 

dez de desenvolvimento, maior facilidade de cultivo e menor 

espaço de tempo para a formação de sintomas. VAN KAMMEN & DE 

JAGER (1978) e DE JAGER (1979) sugerem o uso de P. vutgat.íz 

cv. -Pinto-  para obtenção de isolados de lesão única de CPMV 

e CpSMV, uma vez que as les6es necrôticas localizadas, indu-

zidas pelos mesmos, nas folhas inoculadas de referida espécie 

vegetal, possuem alta concentração de vírus e pequena quanti 

dade de inibidores. De acordo com FRANKI (1972), sempre que 

possível, deve-se trabalhar com uma cultura de vírus biologi - 

camente pura, o que pode ser obtido através do seu reisola-

mento a partir de lesóes necrôticas localizadas. Testes soro 

lógicos, exames citolõgicos e observações 	sintomatológicas 

de plantas de C. btasit.Len4LÓ , C. enz.í4otma , P. tathyto Lde4 

e V. unguticuta-ta, sistemicamente infetadas com os 	isolados 

de lesão única de seus respectivos vírus originais, comprova 

ram a inexistência de qualquer contaminação com outros vírus 

que infetam o feijão-de-corda e com aqueles mantidos na mes-

ma casa-de-vegetação, onde esta pesquisa foi realizada. 
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As hospedeiras originais dos vírus em estudo mostra 

ram-se adequadas para manutenção, propagação e purificação 

dos mesmos. Embora todos os vírus possam infetar uma ou mais 

cultivar de V. ungutccaata (TABELA 1) , espécie vegetal 	de 

comprovada eficiência para manutenção e purificação de vírus 

(HULLING & STONE, 1970; BANCROFT, 1971; SHEPHERD,1971; MINK, 

1972; BOCK $ CONTI, 1974; BOCK .& KUHN, 1975; 	TSUCHIZAAKI, 

1975; SHEPARD F GROGAN, 1975; BOZARTH $ SHOYINKA, 1979), me 

recem destaque as espécies C. 6n.azi.2.í.enz.L4 , C. enz,LÇotcmJ.4 e 

P. .2athyno-ides, leguminosas nativas do Nordeste 	(BRAGA, 

1976), que. se comportaram como excelentes hospedeiras do vi 

rus para os referidos fins. 0 excelente estado de pureza das 

soluções purificadas dos vírus isolados e purificados a par-

tir de C. 6tc.adiZien4Lo , C. enói4onmL e P. tathyno.í.dez , evi 

denciados através de seus respectivos espectros de _absorção 

ao ultra-violeta (FIGURAS 3, 4 e 5), e a elevada especifici 

dade dos anti-soros obtidos para os mesmos (FIGURA 7), cons 

tituem importantes indicativos da eficiência das mencionadas 

espécies vegetais para propagação e purificação de vírus. De 

acordo com MATTHEWS (1970), a escolha de uma adequada planta 

hospedeira para a propagação de um vírus constitui fator de 

importância fundamental para a sua purificação. 	Segundo 

FRANCKI (1972), na escolha da planta hospedeira para propaga 

ção viral, deve-se, sempre que possível, considerar osseguin 

tes fatores: concentração do vírus nos tecidos vegetais, pre 

sença de substancias inibidoras de vírus nas células 	vege- 

tais, facilidade e velocidade de propagação 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 propagação viral, notadamen 

te P. fathynoide4 , por possuir sementes de_ fácil germina 

ção, tecido tenro, 	desenvolvimento rápido, porte pequeno, 

favorecendo o cultivo de varias plantas por vaso e fãcil pro 

dução de sementes em condiçóes de casa-de-vegetação. Por-ou-

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

da para manutenção e propagação de vírus, poder ser infetada 
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por mais de um vírus, deve sempre ser levada em consideração 

(MATTHEWS, 1970). Desta forma, deve-se, sempre que possível, 

dar preferência a hospedeiras específicas para manutenção e 

propagação viral. De outra parte, as hospedeiras 	originais 

favorecem, normalmente, a replicação viral com a conseqüente 

produção de grande quantidade de vírus nas células infetadas. 

A alta infectividade das soluções purificadas, associada 	ã 

eficiência na transmissão mecânica de referidos vírus 	com 

inõculos preparados a partir de suas hospedeiras nativas, in 

dicam a inexistência de inibidores de vírus nos tecidos das 

plantas testadas. 

A purificação de um vírus, segundo FRANCKY (1972), é 

fundamental para o completo conhecimento de suas caracteris 

ticas, sendo inúmeros os métodos que podem ser usados, depen 

dendo do tipo de vírus a ser purificado, Na purificação dos 

vírus em estudo, utilizou-se um método simples, se comparado 

a outros utilizados na purificação de certos vírus, 	como 

"blackeye cowpea mosaic virus" (BICMV) (LIMA et ã1., 1979), 

"cowpea chlorotic mottle virus" (CCMV) (KUHN, 1964) e CPMV 

(VAN KAMMEN, 1967, 1968; GEELEN et al.,1973). Este método jã 

foi usado, com sucesso, para purificação de outros vírus, 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 títulos dos anti-soros obtidos para 	os 

vírus em estudo, são evidências de que o método de imunização 

usado é bastante eficiente. A eficiência do referido método 

("foot pad") fundamenta-se-na economia de antígeno 	(vírus) 

usado no processo de imunização. Aproximadamente 2,0 a3,0 mg 

de cada vírus foram suficientes para a imunização de cada ani 

mal. De acordo com ZIEMIECKI & WOOD (1975), LIMA (1978 

e 1979), anti-soros com boas concentrações de anti-cor 

pos para os vírus "cucumber mosaic virus" e "blackeye cowpea 

mosaic virus", respectivamente, foram obtidos através do uso 
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de referido método, á custa de pequena quantidade de antige-

nos. De outra parte, SHEPHERD (1963) utilizou aproximadamen 

te 6,0 a 9,0 mg de vírus, administrados intramuscularmente, 

em doses semanais de 2,0 - 3,0 mg, para obtenção de 	anti- 

-soro específico para CpSMV. KUHN (1964) usou 3,0 - 4,0 mg 

de "cowpea chlorotic mottle virus" por cada injeção intrave 

nosa, num total de 3 aplicações ou 6,0 - 8,0 mg de vírus, em 

3 injeções intramusculares. 

Os testes de reciprocidade serviram para demonstrar 

o relacionamento sorológico existente entre os vírus em estu 

do. MATTHEWS (1970), tratando de relacionamento entre vírus, 

concluiu que se-dois vírus são sorologicamente relacionados ou 

distintos, algum grau de reação cruzada será observado, porém, 

as reações não serão idênticas. Este grau de reação cruzada 

observado através da formação de esporão. Os testes de re-

ciprocidade com isolado de V. ungu.LcuLaua x isolado de C. en 

4i4c uniz, isolado de V. angu.r..cu.2ata x isolado de C. btca4s.ULen 

4 s , isolado de V. ungu.Lcueata x isolado de P. .fia-thyno-.deis , 

isolado de C. en4.L4onmi4 x isolado de P. .2athuno.Lde4 e isola 

do de C. bi adi-2.cend.Ld x isolado de P. Za;hyno.Ldes , apresen-

taram a formação de esporão, demonstrando que os mesmos são 

sorologicamente distintos, porem,com estreitos laços de rela 

cionamento (FIGURA 7). Segundo BERCKS et al. (1972), o grau 

de relação sorol6gica entre dois antígenos é inversamente 

proporcional ao comprimento e á intensidade do esporão. 	De 

outra parte,. o isolado de C. bnaus.L.2.Lenza e o isolado de C. en 

4.L4onm.Lo mostraram-se sorologicamente idênticos (FIGURA 7) , 

embora apresentem diferenças biológicas com relação ao circu 

lo de hospedeiras (TABELAS 1e2). Isolados de vírus sorologica-

mente idênticos 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 não pertencem ao grupo Comovìrus, houve auséncia to- 

tal de reações, ocorrendo, no entanto, reação com 	alguns 
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anti-soros para outros comovirus. FULTON E  SCOTT (1979), em 

estudos com isolados do grupo Comovirus,observaram 	relacio 

namento sorológico entre os mesmos e o CPMV-Ark e 	BPMV. 

SHEPHERD (1963) constatou relacionamento sorológico 	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 T de CpSMV. Os resultados dos estudos sorológìcos reali 

zados com os vírus isolados de C. btazi.2.iens-L , C. 	en4-L1  on 

mi z, P. .bathyto,idez e V. angu.icu2ata, servem para identificá 

-los como comovirus, de estreito relacionamento sorolõgico, 

que podem ser considerados raças ou estirpes dé CpSMV, assim 

designadas: CpSMV-Cb, CpSMV-Ce, CpSMV-P1 e CpSMV-Vu, ,-respec 

tivamente. 

Canava.eJa btaz.ít.ien4i4, C. enz i4m.mis e P. 2athyto.i 

deis, hospedeiras naturais dos virus em estudo, podem ser con 

sideradas importantes reservatôrios de virus que infetam 	o 

feijão-de-corda, por apresentarem capacidade de 	sobrevivên 

cia nas condições adversas então predominantes--mos períodos 

de estiagem do Nordeste. ALCONERO E SANTIAGO (1973) identifi 

caram o P. £athyno.ide4 como excelente reservatõrio do CPW em 

Porto Rico e LIMA E  NELSON (1977) enfatizaram a importância 

desta leguminosa como reservatório do CpSMV, no Ceará. Estas 

plantas nativas, encontradas em todo o Nordeste brasileiro, 

constituem importantes fontes de vírus que infetam as cultu 

ras de feijão-de-corda. De outra parte, as plantas 	utiliza 

das como diferenciadoras (TABELA 2) para identificação 	dos 

referidos vírus tornam-se importantes porque, não s6 servem 

para identifica-los, como para distingui-los de novas raças 

de CpSMV que poderão surgir em feijão-de-corda. Outras hospe 

deiras naturais do CpSMV já foram identificadas em outras re 

giões brasileiros: Brasil Central, Centto4ema pubenzaenz 	e 

CaZopogon.ium mucunoLde4 CLIN et -al. , 1980a) ; 	Amazônia, 

Naphocanpuz tetnagono1ubu4 [KITAJIMA et al. , 1979) ; Centro-

-Oeste, P. vufgan.i4 [CUPERTINO et :al. , 19811. Em razão da lar 

ga distribuição geogrâfica das hospedeiras naturais de CpSW, nos 
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Estados nordestinos, a seleção e produção de cultivares com 

resistência ao mesmo ha-se constituido na principal preocupa 

ção dos pesquisadores brasileiros envolvidos em programas de 

pesquisa com doenças do feijão-de-corda. 



5 = CONCLUSOES  

Com base nos resultados apresentados e discutidos no 

presente trabalho, pode-se evidenciar as seguintes conclu -

sóes: 

(a) Os vírus isolados de plantas de C. bnazitienó.ío , 

C: -- ensi onm.í4 , P. tathyno.íde4 e V. ungutictaata, 

naturalmente infetadas, pertencem ao grupo Como 

virus; 

(b) Os mencionados vírus são biolõgica e sorologica-

mente relacionados, porém distintos-,podendo ser 

considerados raças ou estirpes de CpSMV, 	assim 

designadas: CpSMV-Cb, isolada de C. bnasitienó-L ; 

CpSMV-Ce, isolada de C. en4.í6o'un ; CpSMV-Pl, iso 

lada de P. .2aihynoi.des e CpSMV-Vu, isolada de V. 

unguicutata; 

(c) As leguminosas nativas C. bnas.ít:íen s:ís , C. enz.í-

4onmiz e P. tathynoJ:de4 devem desempenhar impor 

tante papel na sobrevìvéncia e perpetuação 	do 

CpSMV no Nordeste brasileiro, funcionando como 

fonte de inôculo primário do vírus para campos 

de cultura de feijão-de-corda; 

(d) Em razão da larga dispersão de tais leguminosas, 

a sua erradicação, objetivando a eliminação 	de- _ 

41 
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fontes originais do vírus, nos Estados do Nordes 

te, seria, na pratica, tarefa inviável, o 	que 

recomenda o uso de variedades resistentes como o 

principal método de controle da virose em ques-

tão; 

(e) As espécies vegetais, Phc eofus tafhynoí:des , P. 

vu1ga Lis e Vigna. ungu,ictaata (-Barba de Guiné", 

'Potomac", -Seridõ" e -2331') são 	importantes 

como plantas diferenciadoras das raças de CpSMV 

envolvidas na presente pesquisa; 

(f) Os anti-soros específicos para as raças de.  CpSMV, 

obtidos na presente atividade de pesquisa, reve 

lam-se de grande valia para os trabalhos de diag 

nose, zoneamento, identificação de hospedeiras 

naturais e seleção de cultivares imunes ou resis 

tentes as raças de CpSMV, em menção. 
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