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RESUMO

|
|

No presénte estudo objetivou-se identificar virus
transmitidos por sementes comercializadas de feijao-de-corda,
Vigna unguiculata, assim como estudar a transmissibilidade
por sementes de "cowpea aphid-borne mosaic virus" (CAMV) e
"cowpea severe mosaic virus" (CpSMV).

Foram testadas 18 amostras de sementes comercializa
das de varias cultivares produzidas em diferentes localida
des totalizando 17.720 sementes. Dentre as amostras testa
das, cinco continham sementes infetadas somente com CAMV, em
percentuais de 0,1 a 0,3%, uma amostra apresentou 1% de se
mentes com CAMV e 0,3% com "cucumber mosaic virus" (CMV) e
outra exibiu 0,1% de transmissao apenas para CMV sendo que
0 CpSMV nao foi detectado em nenhuma das amostras. Os resul
tados foram confirmados atraves de testes sorologicos com
anti-soros especificos para os virus em estudo.

As sementes de 'Serido' e 'Pitiuba' provenientes de
plantas artificialmente inoculadas com o CAMV apresentaram
0,1% de transmissao, enquanto que sementes de Cassia occdden
talis colhidas de plantas infetadas nao o perpetuaram. Nos
estudos com CpSMV foram testadas sementes produzidas em con
dicoes de campo e de casa-de-vegetacao, em totais de 2.000
da cv. Pitiuba, 626 da cv. Serido e 1.200 de Macroptilium £a
thyroides, mediante testes sorologicos com hipocotilos de se
mentes germinadas em papel GERMITEST. Um grupo adicional de
1.500 sementes de M. Lathyroides foi testado pelo metodo de
plantio direto. Nao se constatou transmissao do CpSMV, entre
tanto, os sintomas induzidos pelo mesmo no tegumento das se
mentes reduziram seus percentuais de germinacao e vigor das
plantulas.



ABSTRACT

The objective of the present study was to identify
the viruses transmitted by commercial seeds of cowpea, Vigna
ungudculata, produced in the State of Ceara, as well as to
investigate the seed-transmissibility of cowpea aphid-borne
mosaic virus (CAMV) and cowpea severe mosaic virus (CpSMV) in
cowpea and their native hosts.

Eighteen samples, involving 17.720 commercial seeds
from diferent cultivars and produced in different areas were
tested. Five samples had seeds infected only with CAMV, in
percentages varying from 0.1 to 0.3%; one showed 1.0% of 1its
seeds infected with CAMV and 0.3% with cucumber mosaic virus
(CMV) and another one exhibited 0.1% of transmission for CMV
alone. The CpSMV was not detected in neither one of the sam
ples tested. A1l the results were confirmed by sorology with
specific antisera to the virus involved.

The seeds of cowpea cv.'Serido' and 'Pitiuba'obtained
from artificially CAMV-inoculated plants showed 0.1% of
transmission, while seeds harvested from of Cassia occidenta
L4s inoculated with the same virus were not able to transmit
it. Seeds from CpSMV-infected plants produced in greenhouse
and field conditions, in totals of 2.000 from cowpea Pitiuba',
626 from cv. 'Serido' and 1.200 from Macroptilium Lathyroides
were serologically tested, usind hypocotyls of germinated
seeds. An addicional group of 1.500 seeds of M. Lathyroides
was tested by the growing-on method. The presence of CpSMV
was not detected in neither one of the seeds tested, however,
the virus induced severe symptoms on the cowpea seed tegument
and reduced its percentage of germination and seedling vigour.
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1 - INTRODUCAQ

A qualidade das sementes disponiveis aos agriculto-
res constitui um importahte aspecto na produtividade agrico
la de uma regiao, uma vez que, alem de elementos de propaga
¢ao das especies, elas também funcionam como importantes vei
culos de disseminacao de agentes causadores de doencas (MATTHEWS,
19705 SHEPHERD, 1972; PHATAK, 1974; WALKEY, 1985). A presen
ca de agentes fitopatogenicos na semente pode afetar sua germina
¢ao e o vigor, emergéncia e desenvolvimento das plantulas,
alem de introduzir patogenos onde os mesmo ainda ndo existem.

Varios pesquisadores apontam as viroses como um dos
fatores responsaveis por grandes prejuizos a cultura do fei
jao-de-corda, Vigna unguiculata (L.) Walp., subsp. unguwicwlata,0casio
nando perdas acentuadas da sua producao em diferentes par
tes do mundo, inclusive no Brasil (KUNH et al., 1966; ZETTLER
& FEVANS, 1972; KAISER & MOSSAHEBI, 1975; LIMA, 1978; GONCALVES & LIMA,
1982; OLIVEIRA, 1985). No Estado do Ceara, as doencas de etiologia
viral tem sido consideradas como um dos principais problemas
fitopatologicos do feijao-de-corda, ocasionando elevadas re
ducoes na sua produtividade (LIMA & NELSON, 1977; LIMA et
al., 1981; GONCALVES & LIMA, 1982). Levantamentos feitos por
LIMA & NELSON (1974, 1977) mostraram o comovirus "cowpea se
vere mosaic virus" (CpSMV, virus do mosaic severo do cau
pi), como sendo o patogeno mais predominante sobre a cultu
ra, no Ceara, na decada de 70. Mais tarde, LIMA et al.(197%)
e LIMA et al. (1981) isolaram um potyvirus em plantas de fei
jao-de-corda cultivadas no Ceara e o identificaram como uma
possivel estirpe de "cowpea aphid-borne mosaic virus" (CAMV,
virus do mosaico do caupi transmitido por pulgao). Atualmen

te este virus tem sido considerado como o responsavel pela



virose do feijao-de-corda mais difundida no Ceara e Estados
vizinhos (LIMA et al., 1979%; LIMA & LIMA, 1980; LIMA 2t als,
1984).

Existem evidencias de que um apreciavel nimero de vi
rus de plantas e eficientemente transmitido no tempo e no es’
pago atraves de sementes infetadas. De acordo com PHATAK
(1974), muitos virus sdo constantemente disseminados nas re
gioes tropicais e subtropicais destituidas de Programas de
Producao e Certificacao de Sementes. Com o objetivo de encon
trar solucao para esses problemas, pesquisas vem sendo reali
zadas no sentido de melhorar os conhecimentos sobre a trans
missao de patogenos atraves de sementes, objetivando desenvol
ver formas adequadas de controle, mediante a producao de se
mentes livres de patogenos. Dentro desta linha de pesquisa, o0
controle de varias viroses vegetais mediante o uso de semen
tes certificadas, tem sido sugerido por muitos estudiosos do
assunto (FAJARDO, 1930; THOMAS & GRAHAM, 1951; ZETTLER &
EVANS, 1972; BAKER, 1972; PHATAK, 1974; SINCLAIR & SHURTLEFF,
1975; WILLIAMS, 1975; LIMA, 1978; MAGALHAES & COSTA, 1978;
TRINDADE et al., 1979; HOLLINGS & BRUNT, 19871 KAPER &
WATERWORTH, 1981).

A presente atividade de pesquisa teve como objetivos
precipuos, identificar virus transmitidos por sementes comer
cializadas de feijao-de-corda no Ceara e estudar mais inten
samente a transmissibilidade do CAMV e CpSMV em sementes de
feijao-de-corda e nas suas hospedeiras nativas, atraves dos
metodos de plantio direto e sorologico com sementes germina
das em papel GERMITEST. Parte dos resultados, aqui contida,
ja foi apresentada em congresso cientifico na forma de resu
mo (SILVEIRA & LIMA, 1986).



2 - REVISAO DE LITERATURA

As sementes representam um importante meio de disse
minacao dos virus de plantas de uma regiao para outra ou de
uma epoca para outra, havendo varias pesquisas demonstrado
que muitos virus sao transmitidos no espagco e no tempo atra
ves de sementes de plantas infetadas. FULTON (1964), 1listou
36 virus transmitidos por sementes, dentre os quais se desta
cam: "soybean mosaic virus" (SoyMV, virus do mosaico da soja)
e "bean commom mosaic virus" (BCMV, virus do mosaico comum do
feijoeiro), ambos pertencentes ao grupo potyvirus e importan
tes patogenos das duas leguminosas mais difundidas em todo o mundo,
soja, GLycine max (L.) Merr. e feijao comum, Phaseolus vulfga
nis L. Mais tarde, MATTHEWS (1970) afirmou que, aproximadamente, um
em cada dez virus de plantas conhecidos era transmitido por
sementes de plantas hospedeiras infetadas ou por polinizagao
das flores de plantas sadias com polen proveniente de plan
tas doentes. Entre os 256 virus de plantas descritos no "Com
monwealth Mycological Institute" (CMI) atée setembro de 1985
(PURCIFULL & GONSALVES, 1985), 69 virus foram experimentalmente trans
mitidos por sementes de uma ou mais especies hospedeiras.

Embora a transmissao por sementes desempenhe impor-
tante papel na ecologia e epidemiologia de determinados vi
rus, na maioria dos casos, uma pequena porcao da progenie re
sultante de plantas com virus, apresenta-se infetada. Apesar
de varios virus serem transmitidos em altas proporcgoes (60-
90%) através de sementes, a transmissao para toda a progenie
e bastante rara. Isto & verdadeiro até mesmo para aqueles vi
rus mais facilmente transmitidos por sementes tais como BCMV
- 60 a 90% - (SMITH & HEWITT, 1938) e "barley stripe mosaic
virus" (BSMV, virus do mosaico estriado da cevada) - 90 a
100% - (GOLD et al., 1954; ATABEKOV & NOVIKOV, 1971).



REDDICK & STEWART (1919) foram os primeiros a demons
trar o fenomeno da transmissibilidade de virus por sementes
quando constataram que o BCMV era transmitido para 50% da
progenie de plantas de P. vulganis sistemicamente infetadas.
A transmissao de virus por sementes, ja foi revista por FUL
TON (1964); BENNETT (1966); SHEPHERD (1972); BAKER (1972);
PHATAK (1974) e LIMA (1978).

0 percentual de transmissao de virus por sementes po
de ser afetado por varios fatores tais como: virus e racas;
relagao virus-hospedeiro; epoca de infeccao e temperatura
(MATTHEWS, 1970; SHEPHERD, 1972). ANDERSON (1957) testou a
transmissao por sementes de duas estirpes de "bean yellow mo
saic virus" (BYMV, virus do mosaico amarelo do feijoeiro),
em varias variedades de feijao-de-corda, constatando que uma
das estirpes era transmitida por indices de até 1% em dife
rentes variedades, enquanto que outra atingiu um percentual
de 55% de transmissao em uma das variedades testadas.SHEPHERD
& FULTON (1962) descreveram uma estirpe do "southern bean mo
saic virus" (SBMV, virus do mosaico do sul do feijoeiro) que
foi transmitida em 3 a 4% de sementes provenientes de plan
tas de feijao-de-corda infetadas. A combinacao virus-hospe
deiro, aparentemente, € o principal fator a influenciar na
transmissao por semente, podendo alguns virus serem transmi-
tidos por sementes em um hospedeiro enquanto em outros nao.
Para MATTHEWS (1970), a extensao da transmissao varia com a
combinagao virus-hospedeiro em 0 - 100%. SMITH & HEWITT(1938)
realizando estudos com 51 variedades de feijao comum infeta
das com BCMV, observaram que a transmissao variou de menos
de 1% a mais de 75%. McLEAN (1941) observou que um virus de
feijao-de-corda era transmitido em, aproximadamente, 5% de
sementes de variedades altamente susceptiveis, no entanto,
variedades levemente susceptiveis ou com alguma resistencia
produziram baixos percentuais de sementes infetadas. A inten
sidade de transmissao para a progenie atraves da semente e
altamente dependente da epoca na qual a semente ou polen tor
na-se infetado. Normalmente a transmissao para a progenie so



ocorre yuando as plantas sao infetadas antes da fertilizacao
do ovulo (SHEPHERD,1972). Quanto mais cedo a planta for infe
tada maior sera o percentual de transmissao do virus pela se
mente (OWUSU et al., 1968). Por outro lado, CROWLEY (1959)
relatou que o SBMV em embrioes de feijao-de-corda ocorre quan
do as plantas maes sao infetadas antes ou imediatamente apos
o florescimento. A transmissao por sementes, portanto, pare
ce requerer que o embriao seja infetado nos pr%meiros esté
dios de desenvolvimento. Segundo SHEPHERD (1972) a temperatu
ra e, provavelmente, o mais importante fator ambiental influ
enciando a tramissao. CROWLEY (1959), por exemplo, constatou
a presenca do BCMV em 95% dos embrioes de sementes colhidas
de plantas cultivadas em temperaturas de 16 - 209C, enquanto
que referido virus foi constatado em apenas 50% de sementes
produzidas em temperatura de 28 - 300C.

Varias tecnicas ja foram desenvolvidas para detectar
a presenga de virus em sementes. Entre as tecnicas que podem
ser usadas nos trabalhos de rotina dos Programas de Certifi
cagao e/ou Quarentena destacam-se as seguintes:

a) Analise visual - consiste em se fazer uma inspecao visual

nas amostras de sementes, separando aquelas com modificacoes
fenotipicas que possam ser causadas por virus, tais como: man
chas, necroses, redugao do tamanho e enrugamento. Entretanto
nem todas as sementes aparentemente sadias podem estar infe
tadas. Sugere-se, entao, que todas as sementes analisadas
atraves deste meétodo, sejam testadas por procedimentos mais
sensiveis (PHATAK, 1974; LIMA, 1978);

b) Plantio direto - as sementes sao plantadas em solo esteri
lizado, em condigoes de casa-de-vegetacgao ou telado e as pri
meiras folhas sao cuidadosamente examinadas com relagao ao
aparecimento de sintomas caracteristicos de virus, 0s quais
podem variar com a combinagcao virus-hospedeiro. Este metodo
pode falhar sob condigoes ambientais desfavoraveis ao apare
cimento dos sintomas e com estirpes latentes de virus que
nao produzem sintomas visiveis. Da mesma forma, recomendase,



tambem, a realizagao de um teste complementar (PHATAK, 1974;
LIMA, 1978).

c) Plantas indicadoras -.as sementes sao maceradas em gru
pos, na presenca de solucao tampao e o extrato obtido e meca
nicamente inoculado em plantas indicadoras (hospedeira de
lesao necrotica localizada), ou seja espécies vegetais que

apresentam reacoes de hipersensibilidade aos virus, na forma
de Tesoes necroticas nos locais de infeccao. Este método vem
sendo usado em certos Programas de Certificacao de Sementes
para testar lotes com relagao a presenca de virus. Tais pro
gramas tem sido aplicados com sucesso para os casos do BSMV
e "lettuce mosaic virus" (LMV, virus do mosaico da alface),
nos Estados Unidos e alguns Paises da Europa (ZINK et al.,
1956; PHATAK, 1974; SLACK & SHEPHERD, 1975). No Brasil, de
acordo com BATISTA (1985), € usado no programa de indexacao
de virus no Centro Nacional de Recursos Geneticos (CENARGEN);

d) Testes sorologicos de dupla difusao em agar - esta tecnica

sorologica tem sido usada e adaptada para detectar virus em
extratos de sementes isoladas (SCOTT, 1961), seus embrioes
individualmente (HAMILTON, 1965) e plantulas com 5 a 6 dias
resultantes de sementes infetadas (LIMA, 1978; LIMA & PURCI
FULL, 1979). Outras tecnicas sorologicas mais aprimoradas e
sofisticadas ja foram desenvolvidas e adaptadas ao estudo de
caracterizacao de virus de plantas, assim como na constata
cao dos mesmos em sementes de plantas infetadas. Entre elas
destacam-se, pela capacidade de detectar a presenca de virus

em baixa concentragao, a tecnica sorologica de microscopia
eletronica e o teste de ELISA, a sequir descritos:

e) Tecnica sorologica de microscopia eletronica - desenvolvi
da por DERRICK & BRLANSKY(1976) tem sido usada; com muito su
cesso para detectar a presenca de particulas de virus em ex
tratos de grupos de sementes (HAMILTON & NICHOLS, 1977; LI
MA, 1978; LIMA & PURCIFuULL, 1979; KERLAN et al., 1981). A mesma
consiste, basicamente, em colocar anti-soro especifico para




virus em telinhas apropriadas recobertas com filme de Parlo
dion e, em seguida, trata-las com extrato de plantas infeta
das. As particulas virais sao fixadas e concentradas na su
perficie do filme de Parlodion, combinando-se com os anticor
pos aderidos ao mesmo. No sentido de remover excessos de
sais e outros componentes, as telinhas sao lavadas com solu
¢ao tamponada e agua destilada por repetidas vezes. Para se
rem examinadas ao microscopio eletronico, as mesmas sio cora
das com acetato de uranila. Seqgundo BATISTA (1985) este meto
do sorologico, tambem, vem sendo usado nos Programas de Qua
rentena do CENARGEN;

f) Tecnica de Elisa (= enzime linked immunosorbent assay)
introduzida no estudo de virus de plantas por VOLLER et al

(1976) e CLARK & ADAMS (1977), a técnica de ELISA tornou-se
largamente usada para detectar infeccao com virus devido a

sua alta sensibilidade. 0s testes sao realizados em placas
de polisterina, dotadas de orificios dentro dos quais ficam
adsorvidos anticorpos especificos que imobilizam e prendem
as particulas de virus. Tais particulas combinam-se, entao,
com uma segunda camada de anticorpos previamente lTigada a
uma enzima apropriada. Apos fortes e cuidadosas lavagens, os
anticorpos ligados a enzima que reagirem especificamente com
as particulas virais serao detectadas colorimetricamente pe
la adigao de um adequado substrato (LIMA, 1982). Este metodo
pode ser usado com virus de diferentes caracteristicas mor
fologicas (CLARK & ADAMS, 1977: JAFARPOUR et al., 1979; MAR
CO & COHEN, 1979; LIMA, 1982). 0 mesmo tem sido usado com
exito na identificacao de sementes infetadas por virus (HA
MILTON & NICHOLS, 1977; LISTER, 1978; JAFARPOUR et al.;1979;
ZAMBOLIM et al., 1985);%

g) Citopatologia - levando em consideracao que determinados

virus induzem a formacao de inclusoes especificas no interior
de tecidos vegetais infetados, os hipocotilos de sementes
germinadas podem ser testados atraves de estudos citopaticos
ao microscopio otico (LIMA, 1978; LIMA & PURCIFULL, 1979),



em complementagao aos demais testes.

0 intercambio internacional de sementes de varias
especies de leguminosas cultivadas tem se constituido num
dos meios responsaveis pela larga distribuicao geografica de
virus transmitidos por sementes das espécies de maior impor
tancia na alimentacao humana. As ccorrancias do SoyMV em so
ja (BOS, 1972) e do BCMV em feijao (BOS, 1971), em diversos
Paises onde estas leguminosas tem sido testadas com relacio
a presenca de virus, ilustra muito bem esta afirmativa.

Em feijao-de-corda, GARDNER (1927) foi o primeiro a
relatar a transmissao de virus por sementes. Desde, entao,
muitos virus que infetam naturalmente o feijao-de-corda tem

sido transmitidos em maior ou menor proporcao por sementes

de plantas infetadas. Dentre eles destacam-se o "cowpea
severe mosaic virus" (= CpSMV, virus do mosaico severo do
caupi); "cowpea mosaic virus" (=CpMV, virus do mosaico do

caupi); "cowpea aphid-borne mosaic virus" (=CAMV, virus do mo
saico do caupi transmitido por pulgao); "cucumber mosaic vi
rus" (= CMV, virus do mosaic do pepino); "blackeye cowpea
mosaic virus"(=B1CMV, virus do mosaic do "blackeye" caupi);
"southern bean mosaic virus" (= SBMV, virus dos mosaico do
sul do feijoeiro); "cowpea mottle virus" (= CMoV, virus do
mosqueado do caupi); "cowpea mild mottle virus" (= CMMoV, vi
rus do mosqueado leve do Caupi).

As informacoes sobre a transmissibilidade dos comovi
rus CpSMV e CpMV por sementes de feijao-de-corda, tem sido
publicadas de forma bastante ambigua e baseadas em apenas al
guns trabalhos que datam do periodo em que referidos virus
eram ainda considerados estirpes de um mesmo virus (DALE,
1949; SHEPHERD, 1964; HAQUE & PERSAD, 1975). De acordo com
estes autores a taxa de transmissao por sementes de CpSMV va
ria de 0-10% e, aparentemente, depende da cultivar envolvi
da. 0 trabalho desenvolvido por DALE (1949) mostrou que 8%
das sementes de asparagus-bean, Vigna sesquipedalis P
provenientes de plantas infetadas com um isolado de CpSMV,
foram capazes de transmiti-lo. Mais tarde SHEPHERD (1964), trabalhan



do com um isolado do mesmo virus em Arkansas, constatou um
percentual de transmissao de 10% em sementes de feion-de-cqt
da. Por outro lado, PEREZ & CORTEZ-MONLLOR (1970) nao consta
taram nenhum sintoma em,.aproximadamente, 620 plantas de fei
jao-de-corda, variedade 'Blackeye' obtidas de sementes proce
dentes de plantas artificialmente inoculadas com CpSMV. Sub
sequentemente, HAQUE & PERSAD (1975) observaram que, depen
dendo da variedade de feijao-de-corda, a taxa de transmissao
por sementes desse virus, variava de 0,0 a 5.,8%. GONCALVES
(1983) trabalhando com duas estirpes de CpSMV isoladas no
Ceara (CpSMV-Ce) e no Piauf (CpSMV-Pi), ndao constatou a pre
senca do mesmo em nenhuma das 1.626 sementes colhidas da cv.
Pitiuba infetadas com CpSMV-Ce e das 4.954 sementes proveni
entes de plantas inoculadas com CpSMV-Pi, quando testadas me
diante o metodo de plantio direto. Posteriormente, LIMA et
al. (1983), usando a mesma cultivar e plantio direto, nao
constataram a presenca do CpSMV-Ce em 7.395 sementes colhi
das de plantas artificialmente inoculadas. De acordo com GAMEZ
& MORENO (1983), a transmissao do CpSMV por sementes nao tem
sido constatada na America Central. Recentemente, SANTOS (1986)
estudando a transmissao por sementes dos virus que ocorrem
no feijao-de-corda no Estado do Piaui, nao encontrou a trans
missao do CpSMV em 3.717 sementes das cvs. Serido, Quebra Ca
deira e CNCX 24-015E em testes realizados em regime de casa
-de-vegetacao, com plantas artificialmente inoculadas.

De acordo com a descrigao do CpMV no CMI, em agosto
de 1978 (van KAMMEN & de JAGER, 1978), o mesmo & considerado
como transmitido por sementes de feijao-de-corda, com base
no trabalho desenvolvido por GILMER et al. (1974) na Nige
ria, os quais constataram sua transmissibilidade em indice
de 1 a 5%.

A transmissao por sementes de "cowpea aphid-borne mo
saic virus" (CAMV), virus alongado pertencente ao grupo poty
virus (BOCK & CONTI, 1974), foi primeiramente relatada por
LOVISOLO & CONTI (1966), o que, mais tarde, foi confirmado por
muitos estudos envolvendo diferentes estirpes do virus e va
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riedades de feijao-de-corda (BOCK, 1973; BOCK & CONTI, 1974;
FEGLA et al., 1981; OLIVEIRA, 1985). BOCK & CONTI (1974) afir
maram que embora altas percentagens de transmissibilidade
por sementes hajam sido observadas para o CAMV, a sua trans
missao por sementes de feijao-de-corda & bastante baixa(0-3%).
LOVISOLO & CONTI (1966) ja demonstravam que tal transmissao
nao ultrapassava ao indice de 1,6%. RAHEJA & LELEJI (1974)
nao encontraram nenhuma evidencia sobre a transmissibilidade
por sementes de uma possivel estirpe de CAMV isolada de fei
jao-de-corda na Nigeria. Da mesma forma, LIMA et al. (1981),
estudando um potyvirus identificado como uma possivel estip
pe de CAMV, no Ceara, nao constataram a sua transmissibilida
de em, aproximadamente, 1.500 sementes provenientes de plan
tas sistemicamente infetadas. Baixos percentuais de transmis
sao tambem foram conseguidos por FEGLA et al. (1981) e oLI
VEIRA (1985). De acordo com os mencionados autores, foram
constatados indices de transmissao de CAMV, variando de 0,80%
a 1,02% em sementes de feijao-de-corda. Por outro lado, tem
sido constatados indices de 2,9 a 19% para isolados do virus
na India (PHATAK, 1974; MALI et al., 1983) e de 1,1 a 39%
para isolados do Ira (KAISER & MOSSAHEBI, 1975). Em meio a
essas divergencias ABOUL ATA et al. (1982) afirmaram que a
transmissao do CAMV por sementes de feijao-de-corda, depende
da estirpe do virus e cultivar envolvidos.

De acordo com GIBBS & HARISSON (1970) a transmissibi

lidade do "cucumber mosaic virus" (CMV) - virus poliedrico
pertencente ao grupo cucumovirus nao e muito frequente. No
entanto, PHATAK (1974) afirmou que existem trabalhos

relatando a  transmissao de referido virus por semen
tes de diferentes culturas. Segundo KAPER & WATERWORTH
(1981), o CMV e transmitido atraves de sementes de 20 espe
cies vegetais, sendo que, em feijao-de-corda, a sua taxa de
transmissao varia de 4 a 28%. ANDERSON (1957) relatou a
transmissao de tres virus por sementes de feijao-de-corda, in
clusive uma estirpe de CMV que foi transmitida atraves de
4 a 28% de sementes provenientes de plantas artificialmente
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inoculadas. Um virus bem relacionado com CMV apresentou uma
taxa de transmissao de 5 a 16% em feijdo-de-corda (CHENULU
et al.,1968). Com base nos sintomas em plantas de feijao-de-
corda provenientes de sementes comercializadas, GAY & WINS
TEAD (1970) detectaram a transmissao do CMV por sementes,

alem da estirpe "cowpea" de "southern bean mosaic virus"
(SBMV), considerada como estirpe do "BYMV ou BCMV". Outra es
tirpe de CMV isolada de feijao-de-corda em Marrocos, o

transmitida em, aproximadamente, 25% das sementes colhidas
de plantas artificialmente inoculadas (FISCHER & LOCKHART,
1976). LIN et al. (1980, 1981) constataram uma taxa de trans
missao de 5,4% para CMV, em sementes de feijao-de-corda cv.
Serido colhidas de plantas infetadas e de 2,5%, em sementes de
Pitiuba (LIN et al., 1981). SANTOS (1986) trabalhando com um
isolado de CMV constatou sua transmissio em 0,7% das semen
tes da cv. Quebra Cadeira, sem contudo, verificar sua trans
missao nos genotipos Serido e CNCX 24-015E. Segundo MALI et
al. (1983), a taxa de transmissiao de CMV em feijao-de-corda,
variou de 3,5 a 31,5% de acordo com a cultivar.

0 potyvirus "blackeye cowpea mosaic virus" (B1CMV)
foi primeiramente encontrado na Florida por ANDERSON (1955a,
1955b) e sua denominacao original vem sendo mantida (ZETTLER
& EVANS, 1972, EDWARDSON et al., 1972; LIMA, 1978; PIO RIBEI
RO et al., 1978; LIMA et al., 1978; LIN et al., 1981), sendo
finalmente, referendada com a sua descrigao no CMI (PURCIFULL
& GONSALVES, 1985). Sua taxa de transmissiao por sementes va
ria de 3,5 a 55% e depende da cultivar de feijao-de-corda e
isolados do virus (ANDERSON, 1957; GAY & WINSTEAD, 19703 ZET
TLER & EVANS, 1972; LIMA, 1978; MALI et al., 1983; PURCIFULL
& GONSALVES, 1985). ZETTLER & EVANS (1972) encontraram 18%
de sementes infetadas com BICMV em lotes de sementes de fei
jao-de-corda comercializadas e UYEMOTO et al. (1973) consta
taram 28% de transmissao para virus em feijio-de-corda eV,
Knucle Purple Hull. PIO RIBEIRO et al. (1978), em suas pes
quisas, encontraram indices de transmissao de 6,3% nas semen
tes da cv. Blackeye e de 5,47 na cv. Knucle Purple Hull. Pos
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teriormente, LIMA & PURCIFULL (1979), trabalhando com as cul
tivares Knucle Purple Hull e Early Ramshorn e usando técni
cas de sorologia e plantio direto, encontraram indices de

transmissao bem proximos para ambos os metodos. LIN et al.

(1981) afirmam que com a cv. Alagoas, observaram 1,2% de
transmissao do B1CMV isolado no Brasil.

A transmissao do "southern bean mosaic virus" (SBMV)
- virus poliedrico pertencente ao grupo sobemovirus- por se
mentes, ocorre, frequentemente, em feijao-de-corda,com taxas
que variam de 5 a 40% (SHEPHERD & FULTON, 1962; LAMPTEY &
HAMILTON, 1974; GIVORD, 1981). 0 trabalho desenvolvido por
SHEPHERD & FULTON, (1962) mostrou indices de transmissao de
3 a 4% em plantas de feijao-de-corda originadas de lotes de
sementes comercializadas. LAMPTEY & HAMILTON (1974), detectaram 1,3%
de transmissao na variedade Early Ramshorn, enquanto que GIVORD (1981)
constatou indices de 15 a 44%, tambem, em sementes de feijao-de-corda.

0 "cowpea mottle virus" (CpMoV), cujo grupo ainda nao
se encontra definido, pode, tambem, ser transmitido por ge
mentes de feijao-de-corda (BRUNT & KENTEN, 1974). SHOYNKA et
al. (1978) detectaram ate 10% de transmissao em sementes de
plantas naturalmente infetadas e ate 7% em plantas de dife
rentes cultivares artificialmente inoculadas, em diferentes
estadios de desenvolvimento. Referidos autores observaram,
ainda, que plantas artificialmente inoculadas nos primeiros
estadios de desenvolvimento foram mais severamente afetadas
pelo virus; no entanto, aquelas inoculadas mais tarde produ
Ziram um maior percentual de sementes infetadas.

Um virus isolado de feijao-de-corda, em Ghana, foi
descrito e denominado de "cowpea mild mottle virus" (CpMMoV,
virus do mosqueado leve do caupi) por BRUNT & KENTEN (1973).
0 mesmo pertence ao grupo carlavirus (BRUNT, 1974) e pode
ser transmitido por sementes de feijao-de-corda, soja e fei
jao comum. 0s resultados dos trabalhos desenvolvidos por
BRUNT & KENTEN (1973) demonstram que a transmissao do CpMMoV
por sementes destas tres leguminosas varia de 2 a 90%, sendo
que em feijao comum a transmissao e menos frequente.



3 - MATERIAL E METODOS

A presente pesquisa foi conduzida em condicoes de
campo e de casa-de-vegetacao e no laboratorio de Virologia
Vegetal, do Centro de Ciencias Agrarias da Universidade Fe
deral do Ceara, durante os anos de 1985 e 1986,

3.1 - Analise de Sementes Comercializadas no Ceara

3.1.1 - Origem das Amostras de Sementes

Un total de 18 amostras de sementes de feijao-de-cor
da produzidas em diferentes Regioes do Estado do Ceara foi
testado, segundo a metodologia, a sequir descrita, objeti
vando identificar os virus mais comumente transmitidos por
sementes no Estado. Amostras de 0,5 a 1,0 kg de sementes fo
ram coletadas de diferentes lotes colocados 3 venda para o0s
agricultores regionais atraves de postos da Companhia Cearen
se de Desenvolvimento Agropecuario (CODAGRO), Universidade
Federal do Ceara (UFC), bem como daquelas produzidas por di
ferentes produtores de sementes credenciados ou pelos pr§
prios agricultores. As 18 amostras obtidas, foram designadas
de A], AZ’ A3
envolvida, local e epoca de producdo e responsavel pela sua

A]8 e caracterizadas em funcao da cultivar
comercializagao (TABELA 1).
3.1.2 - Analise das Amostras de Sementes

Este estudo foi realizado usando-se os metodos mais

13
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TABELA 1 - Caracteristicas de amostras de sementes comercia
lizadas de feijao-de-corda Vigna unguiculata (L.)

Walp., analisadas em funcao da presenca de virus.

S CARACTERISTICAS
TRAE- Cultivar Procedencia zgrégg? Ei233235V91 ou
ducao

A] BR T1-Poty Jaguaribe 84/1* Adauto C. Ferreira
A2 BR 1-Poty CODAGRO 84/1 CODAGRO
A3 CE-315 UFC 84/2 Jose Albersio A.Lima
Aq Corujinha Morada Nova 84/1 Ariosvaldo B. Maia
A EPACE-T Quixeramobim  84/1 Nodge Diogenes
Ag EPACE Caninde 84/1 Coop.Agr. de Caninde
A, Frade Preto UFC 84/2 Jose Julio da Ponte
Ag Fradao Maranhdo Barbalha 84/1 EPACE
Aq Joao Paulo II UFC 84/2 Centro Cienc. Agrar.
Ap Pitiuba Morada Nova 84/1 Gerson Rabelo
A]] Pitiuba S.Gongalo 84/1 AGROVALE
Ay Pitiuba Morada Nova 84/1 Jose Assis Oliveira
A]3 Quarenta Dias UFC 84/2 Centro Cienc. Agrar.
A]4 Serido UFC 84/2 Centro Cienc. Agrar.
A]5 Var. local 1 Quixada 84/1 Marcondes
Ajg Var. Tocal 2 Morada Nova 84/1 Edisio Girao
A]7 Var. local 3 Morada Nova 84/1 Osmar Rabelo
Aig Pitiuba Quixada 84/2 Raimundo Marques

* Ano/semestre



comumente empregados para detectar a presenca de virus em se
mentes, iniciando-se sempre com uma analise visual e comple
mentando-se com as tecnicas de plantio direto, sorologia e
estudos citapatologicos.

3.1.2.1 - Analise visual das sementes

Todas as amostras foram, inicialmente, submetidas a
uma analise visual, com o objetivo de separar aquelas com mo
dificacoes fenotipicas, resultantes de possiveis infeccgoes
virais, tais como: manchas, reducao do tamanho, necrose ou
enrugamento (FIGURA 1). Em sequida, sub-amostras das semen
tes foram testadas pelo metodo de plantio direto, sempre com
plementado por testes sorologicos e estudos citopatologi-
cos das plantas com evidencias ou suspeitas de sintomas de
natureza viral.

3.1.2.2 - Plantio direto

Sementes de todas as amostras foram testadas pelo me
todo de plantio direto, desenvolvido em regime de casa-de-ve
getacao, com temperatura variando de 26 a 380C. As amostras
representadas por 800 a 1.000 sementes cada, foram semeadas
em caixoes contendo substrato esterilizado constituido por
uma parte de esterco e duas de solo agricola, em lotes de,
aproximadamente, 500 unidades e as plantas resultantes fo
ram, cuidadosamente, observadas por um periodo de 20 a 25
dias, em relagao ao aparecimento de sintomas. Aos 15 dias
apos o plantio, foi realizado um desbaste rigoroso, eliminan
do-se as plantas consideradas sadias, em fungéo”do seu desen
volvimento e ausencia de sintomas. Todas as plantas com sin
tomas aparentes e/ou com suspeita de infeccao viral, bem co
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mo 10 coletadas ao acaso por cada grupo de 200 plantas, foram
testadas sorologicamente em testes de dupla difusao em agar.

3.1.2.3 - Testes sorologicos

Estudos sorologicos foram realizados atraves de teste de
dupla difusao em agar (OUCHTERLONY, 1962), em meio contendo
0,8% de agar noble, 1,0% de azida de sodio (NaN3) e 0,5% de
dodecil sulfato de sodio (SDS), preparado de acordo com a me
todologia descrita por PURCIFULL & BATHCHELOR (1977). 0s tes
tes para potyvirus foram desenvolvidos com anti-soros especi
ficos para "blackeye cowpea mosaic virus" (B1CMV), potyvirus
sorologicamente relacionado com o CAMYV (LIMA et al., 1979) e
"bean common mosaic virus" (BCMV, virus do mosaico comum do
feijoeiro). Testes para o comovirus CpSMV foram, tambem, rea
lizados, sendo que, neste caso, usou-se meio de agar prepara
do com 0,8% de agar noble, 0,85% de NaCl e 0,05% de NaN3.E£
tratos de plantas a serem testados (antigenos) foram distri
buidos em orificios abertos no meio, em arranjos hexagonais,
nos quais os orificios centrais eram destinados aos anti-so
ros e os orificios externos aos antigenos. Extratos de plan
tas sadias foram incluidos em todos os testes sorologicos,
como controle. Quando os resultados mostravam inexistencia
de reacao do material testado, com os anti-soros acima men
Cionados e determinadas plantas continuavam apresentando sin
tomas, estas eram submetidas a um novo teste, no qual se in
cluia anti-soro especifico para "cucumber mosaic virus" (CMV,
virus do mosaico do pepino).

3.1.2.4 - Exames citologicos

Estudos citologicos foram tambem efetuados para con
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firmar ou nao, infecgdes em plantas originadas das sementes
testadas. Camadas de celulas da epiderme foliar foram cora
das com uma combinacao de calcomina laranja e "luxol" verde
brilhante durante 5-10 min. Em seguida, foram lavadas em eta
nol a 95% por um periodo de, aproximadamente, 15s, com a fi
nalidade de remover o excesso de corante. Finalmente, as ca
madas foram montadas em euparal e examinadas ao microscopio
otico, obedecendo 3 metodologia descrita por CHRISTIE &
EDWARDSON (1977) e LIMA (1978).

3.1.3 - Obtengdo de Isolados de Virus

Os virus identificados foram mecanicamente inocula
dos em plantas sadias de feijao-de-corda cv. Pitiiba com 8 a
10 dias apos a semeadura, as quais foram mantidas em solos
envasados, em condicoes de casa-de-vegetacao, visando a manu
tencao dos virus para estudos posteriores.

3.2 - Transmissibilidade de Virus Atraves de Sementes de

Plantas Artificialmente Inoculadas

A possibilidade da transmissido de CAMV e de CpSMV  por
sementes de plantas de Vigna unguicufata, Cassia occidentalis
L CAMV) e Macroptilium Lathyroides (CpSMV) sistemica
mente infetadas pelos seus respectivos virus, em condicoes
de campo e de casa-de-vegetacao, foi analisada atraves dos
métodos de plantio direto e sorologia de sementes germinadas
em papel GERMITEST, cuja metodologia sera descrita posterior
mente.
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3.2.1 - Obtencao de Sementes a Partir de Plantas Artificial
mente Inoculadas em Casa-de-Vegetacao

Sementes de feijao-de-corda, 'Serido' e'Pitiuba', e
das plantas nativas C. occcidentalis e M. Lathyroides foram
semeadas em substrato esterilizado constituido por uma parte
de esterco e duas de solo contido em vasos de, aproximadamen
te, 20 cm de diametro. Cultivou-se uma média de quatro plan
tas por vaso, perfazendo um total de 40 plantas para cada le
guminosa, apos o desbaste. A inoculagao com CAMV foi realiza
da em 36 plantas de cada cultivar de feijio-de-corda e 36 de
C. occddentalis, ficando as 12 plantas restantes sem inocula
cao, mantidas como testemunha. A mesma metodologia foi utili
zada quando se efetuou a inoculacao com CpSMV na cv. Seridd
e M. fLathyroides. Todas as inoculacoes foram realizadas na
fase inicial de desenvolvimento das plantas, ou seja, 8 a 10
dias apos a semeadura. 0 processo de inoculacio dos virus,
consistiu na extracao de seiva de tecido vegetal sistemica
mente infetado pelos mesmos, mediante sua maceragao Com 0
auxilio de um almofariz na presenca de solucao tamponada de
fosfato de potassio a 0,05M, pH 7,5, na proporcao de 1,0g de
tecido para 2,0 ml de solugao. Apos filtracao em gaze dupla,
pequena quantidade de "carborundum" foi adicionada ao extra
to contendo o virus o qual foi inoculado nas plantas sadias
pela friccao das superficies foliares com um pedaco de gaze
embebido no mesmo. Logo apos o aparecimento de sintomas, foi
realizado um teste sorologico, com o objetivo de confirmar a
infeccao das plantas com o referido virus. Decorrido um pe
riodo de 100 dias para as cultivares Serido e Pitiiba e 150
para C. occddentatis e M. Lathyroides, as sementes foram co
Thidas e acondicionadas em geladeira para, posteriormente,
serem testadas. Visando o controle de vetores, semanalmente,
as plantas foram pulverizadas com inseticida monocrotophos.

No final de cada periodo de producao foram obtidas
as seguintes quantidades de sementes das plantas sistemi
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camente infetadas com os respectivos virus: a) 'Pitiuba' in
fetada com CAMV = 1.300 sementes; b) 'Serido', infetada com
CAMV = 425 sementes; c) 'Serido' inoculada com CpSMV = 626
sementes; d) Cassdla occldentalis infetada com CAMV = 940 sementes
e e) Macroptilium Lathyroides infetado com CpSMV = 2.700 sementes.

3.2.2 - Obtengao de Sementes a partir de Plantas Artificial

mente Inoculadas em Condicoes de Campo

Foram realizados plantios de feijao-de-corda, visan
do a produgdao de plantas artificialmente inoculadas pelos vi
rus CAMV e CpSMV em condigcoes de campo, na Fazenda Lavoura
Seca em Quixada-CE e em areas irrigadas do Centro de Ciéﬂ
cias Agrarias, em Fortaleza-CE. Em Quixada, as cultivares Se
rido e Pitiuba foram artificialmente inoculadas com CAMV,
enquanto que, em Fortaleza, plantou-se somente a cultivar Pi
tiuba que foi inoculada com CpSMV. Todas as plantas foram
mantidas sob observacgoes periodicas, tendo-se o cuidado de
eliminar aquelas que nao apresentassem sintomas. As sementes
colhidas foram, tambem, conservadas em geladeire e posterior
mente testadas mediante os metodos de plantio direto e soro
logia com sementes germinadas em papel GERMITEST.

No final dos periodos de produgao, foram colhidas as seguin
tes quantidades de sementes a partir das plantas inoculadas e siste
micamente infetadas com cada virus: a) 'Pitiuba' infetada com
CAMV = Tkg de sementes; b) 'Pitiuba' infetada com CpSMV = 2kg de
sementes e c¢) 'Serido' infetada com CAMV = 1kg de sementes.

3.2.3 - Analise de Sementes Colhidas de Plantas Infetadas
por CpSMV

Um total de 626 sementes provenientes da cv. Serido,
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2.000 daquelas produzidas por 'Pitiuba' e 1.200 por plantas
de M. Lathyroides infetadas com CpSMY, foram colocadas para
germinar em papel GERMITEST e, em seguida, submetidas a tes
tes sorologicos de dupla difusao em agar contra anti-soro es
pecifico para CpSMV.

As sementes foram, inicialmente, submetidas a uma
analise visual e classificadas em normais, manchadas e enru
gadas e manchadas (FIGURA 1). Em seguida,foram, superficial
mente, desinfetadas com hipoclorito de sodio a 0,5% durante
10 min. e postas para germinar entre duas folhas de papel GER
MITEST umedecidas em agua destilada e esterilizada, usando
se 50 sementes para as cultivares Serido e Pitiuba e 100 pa
ra M. Lathyroides por cada par de folhas de papel. Cada con
junto era disposto sob a forma de cartucho e colocado dentro
de um becher, na posicao vertical (FIGURA 2), contendo uma
lamina de 1-2 cm de agua destilada e esterilizada. Os bechers
contendo entre quatro a seis cartuchos eram incubados em es
tufa incubadora BOD, regulada a temperatura de, aproximada
mente, 270C. Decorrido um periodo de 6-8 dias, foi realizada
uma analise visual das plantulas as quais foram classificadas
em atrofiadas, pouco desenvolvidas e desenvolvidas (FIGURA
3). Em seguida, as mesmas eram testadas sorologicamente, usan
do-se extrato de hipocotilo de cada duas plantulas por orifi
cio da periferia destinados aos antigenos. A opcao de duas
plantulas por orificio foi tomada em funcao dos resultados
de testes preliminares com antigenos de CpSMV obtidos de fo
Thas de plantas infetadas, diluidos em varias proporgoes com
extrato de hipocotilos de plantulas sadias, que confirmaram
a presenca de faixa de precipitacao visivel ate mesmo quando
uma parte do extrato de folhas com CpSMV era diluido com 9
partes do extrato de hipocotilos sadios (FIGURA 4). 0s hipo
cotilos foram cortados em partes iguais com o aux7lio de um
bisturi esterilizado, macerados e, o0s extratos colocados nos
orificios do meio de agar contidos na placa (FIGURA 5). Hipo
cotilos de plantas sadias, bem como tecidos de plantas infe
tadas foram incluidos em todos os testes, como controle. 0



FIGURA 1

- Sementes de Vigna ungudculata (L.)

Walp. cv. Pitiuba colhidas de plan
tas sistemicamente infetadas por
"cowpea severe mosaic virus" {CpSMV),
apresentando-se normais (A), mancha

das (B) e enrugadas e manchadas (C)
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FIGURA 2 - Cartuchos formados por duas folhas de

papel GERMITEST, contendo 50 sementes
de feijao-de-corda, Vigna unguicu-
Lata (L.) Ualp., cada (A) e sementes
germinadas apos um periodo de incuba
cao de 6-8 dias (B).
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" FIGURA 3 - Plantulas de Vigna unguiculat« [L.)
Walp. cv. Pitiuba classificadas em

atrofiadas (A), pouco desenvolvidas
(B) e desenvolvidas (C), 6-8 dias

pel GERMITEST.
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FIGURA 4 - Teste sorologico de dupla difusao em agar

para demonstrar sua sensibilidade em detec
tar a presenca de "cowpea severe mosaic vi
rus" (CpSMV) em mistura com extrato de hi
pocotilos de plantulas com 6-8 dias. 0s
orificios foram preenchidos da seguinte ma
neira: (A) - Anti-soro especifico para
CpSMV; (1) - extrato de folhas infetadas
com CpSMV; (S) - extrato de hipocotilo sa
dio. 0s demais orificios foram preenchidos
com extratos resultantes da mistura de te
cido foliar infetado com CpSMV e hipocoti
los sadios, nas seguintes diluigoes: (2) -
1:2; (3) - 1:33 (4) - 1:4; (5) - 1:5; (6)
- 1:65 (7) - 1:7; (8) - 1:8; (9) - 1:9;
(10) = 1:10 e (711) - 1:171.

24



FIGURA 5 - Preparacgao de antigenos para teste sorolo
gico, a partir de plantulas com 6-8 dias.
(A) - conjunto formado por dois pedacgos de
hipocotilos, seccionados com bisturi este-
rilizado; (B) - maceracgao dos pedacgos de

hipocotilos em almofariz esterilizado.
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antigeno homologo foi constituido por 1,0g de tecido foliar
infetado com o CpSMV, macerado juntamente com 1,0g de hipocoti
lo sadio.

2.3.4 - Analise de Sementes Colhidas de Plantas Infetadas
por CAMV

Um total de 1.425 sementes provenientes da cultivar
Serido sistemicamente infetadas com CAMV, assim como 2.300
de Pitiliba e 940 de C. occidentalfis, tambem infetadas por
CAMV, foram testadas atraves do metodo de plantio direto, an
teriormente descrito. Todas as plantas com sintomas ou com
suspeitas de infecgao viral e 10 com aspecto sadio, escolhi
das aleatoriamente entre cada 200 plantas oriundas de semen
tes testadas, foram submetidas a testes sorologicos, visando
confirmar os resultados obtidos mediante observagoes das rea
coes sintomatologicas.



4 - RESULTADOS

4.1 - Sementes Comercializadas

4.1.1 - Amostras Obtidas

Foram obtidas 18 amostras dos seguintes orgaos ou 1o
calidades de produgao, constituidas das cultivares, a sequir
relacionadas, todas produzidas no ano agricola de 1984: CODA
GRO: 'BR 1 - Poty'; UFC: 'CE-315', 'Frade Preto', 'Jodao Pau
lo IT", 'Quarenta Dias' e 'Serido'; Barbalha: 'Fradao Mara
nhao'; Caninde: 'EPACE-1'; Jaguaribe: 'BR 1-Poty'; Morada No
va: 'Curujinha', 'Pitiuba' (2 amostras), Variedade local (2
amostras); Quixada: 'Pitiuba', Var. local; Quixeramobim: 'EPA
CE-1'; Sao Gongcalo do Amarante: 'Pitiuba' (TABELA 1).

As amostras pesavam de 0,5 a 1,0kg de sementes cada,

havendo sido testadas sub-amostras de 860 a 1.000 sementes
nos testes de plantio direto (TABELA 2).

4.1.2 - Analise Visual das Amostras

Analisando-se as amostras obtidas constatou-se que
todas as sementes apresentavam-se sem nenhuma evidencia de
sintomas de virus, mostrando, no entanto, algumas modifica
coes das coloragoes normais, provavelmente, em consequencia
das condigcoes de producao e de armazenamento das mesmas. Tal

afirmacao e respaldada pelos baixos percentuais de germi
nacao apresentados pelas amostras com sementes escurecidas
(R1g & Ayg).

27
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ELA 2 - Numero de sementes plantadas, numero de sementes
germinadas e percentagem de transmissao dos virus
CAMV e CMV de 18 amostras de feijao-de-corda, de

diferentes procedencias do Estado do Ceara em
1984,
AMOSTRAS . T —— % de transmissao
(Procedencias) Semeadas Germinadas CAMYV CMV

A, (Jaguaribe) 1000 959 0,0 0,0
A, (CODAGRO) 1000 890 0,0 0,0
AB (Quixada) 1000 986 0,0 0,0
Ay (Morada Nova) 1000 614 0,0 0,0
Ag (Quixeramobim) 1000 773 0,1 0,0
A (Caninde) 1000 686 0,0 0,0
A7 (Quixada) 1000 913 0,0 0,0
AB (Barbalha) 1000 940 0,0 0,0
Ag (UFC) 1000 980 0,0 0,0
Ao (Morada Nova) 1000 597 0,0 0,2
A]1 (Sao Gongalo) 1000 981 0,0 0,0
Ayo (Morada Nova) 860 710 0,3 0,0
Ay3 (UFC) 1000 670 0,0 0,0
A14 (UFC) 1000 795 0,3 0,0
Ays (Quixada) 960 307 1,0 0,3
A]6 (Morada Nova) 960 662 0,2 Q.50
Ay; (Morada Nova) 1000 953 0,0 0,0
Aig (Quixada) 1000 770 0,3 0,0
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4.1.3 - Plantio Direto

De conformidade com os dados obtidos dentre as 18
amostras testadas perfazendo um total de 17.720 sementes;
9.964 germinaram e apenas 13 sementes deram origem a plantas
infetadas.

Coincidentemente, as amostras com maior numero de se
mentes germinadas nao apresentaram nenhum tipo de infecgao,
enquanto a amostra A]5 que apresentou maior numero de semen
tes infetadas, registrou o menor indice de germinacgao. Tal
fato, possivelente, esta Tigado as condigoes ambientais e
graus de incidencia de pragas e patogenos nos campos de cul
tura destinados a producao de tais sementes.

4.1.4 - Testes Sorologicos

As amostras A], Az, A3, Aq, A6’ A7, AS’ Ag, A]],
A]3 e A]7, embora tenham dado origem a algumas plantas com
sintomas aparentes de virus, que desapareciam com O desenvol
vimento das plantas, nao apresentaram nenhuma reacao especi
fica nos testes sorologicos com anti-soros para os potyvirus
BICMV e BCMV, o comovirus CpSMV e o cucumovirus CMV. Por ou
tro lado, os resultados dos testes sorologicos contidos na
TABELA 2 revelaram os seguintes percentuais de transmissao
de CAMV e CMV, por sementes das amostras A5 (0,1% CAMV); A10
(0,2% CMV); A]Z (0,3% CAMV); A]4 (0,3% CAMV); A (1,0% CAMV
e 0,3% CMV); A]6 (0,2% CAMV); A]B (0,3% CAMV).

15
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4.1.5 - Exames Citologicos

Os estudos de microscopia otica revelaram a presenga
de inclusoes citoplasmaticas tipicas daquelas induzidas por
potyvirus (EDWARDSON, 1974) nas celulas das epidermes folia
res provenientes de plantas resultantes de sementes infeta
das por CAMV.

4.1.6 - Obtencao de Isolados de Virus

Isolados de CAMV e CMV foram obtidos a partir das
plantas resultantes de sementes infetadas atraves da tecnica
de inoculagao mecanica. Referidos virus foram mantidos em ca
sa-de-vegetacao, mediante repicagens periodicas de plantas
infetadas para plantas sadias, desde suas identificacoes ate
o final do experimento, a fim de serem utilizados como teste
munhas positivas nos testes sorologicos, frequentemente, rea
lizados. Observacoes efetuadas, durante o processo de repica
gem mostraram um retardamento no aparecimento de sintomas
nas plantas inoculadas com CMV, nao havendo sido, todavia, o
mesmo observado com o potyvirus CAMV, cujos sintomas mostra
vam-se visiveis,5 - 7 dias apos as inoculacgoes.

4,2 - Estudo com Sementes de Plantas Artificialmente Inocula

das

4.2.1 - Sementes de Plantas Inoculadas com CpSMV

A analise visual de 2.000 sementes de feijao-de-cor-
da cv. Pitiuba provenientes de plantas infetadas com CpSMV
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revelou a existencia de 450 sementes com aparencia normal,
1.075 manchadas e 475 enrugadas e manchadas (FIGURA 1). Por
outro lado, todas as 626 sementes da cv. Serido produzidas
em casa-de-vegetagao apresentaram-se manchadas enquanto que
as 2.700 sementes de M. Lathyroides, tambem provenientes de
plantas infetadas com CpSMV foram consideradas com aparencia
normal, isto e, sem nenhuma modificacao fenotipica. Enquanto
as sementes de 'Pitiuba' com aparencia normal (FIGURA 1-A)
apresentaram um indice de germinacao de 82,8,, as sementes man
chadas (FIGURA 1-B) exibiram um percentual de 79,9% e aquelas
enrugadas e manchadas (FIGURA 1-C) mostraram-se com um per
centual de germinagao em torno de 76,4%.Da mesma forma, as
plantulas resultantes das diferentes categorias de sementes
foram classificadas em atrofiadas, pouco desenvolvidas e de
senvolvidas (FIGURA 3), objetivando-se inveétigar qual a ca
tegoria que possuiria maior indices de sementes infetadas.
Os resultados, contudo, apresentaram-se negativos para todas
as categorias testadas separadamente. Por outro lado, consta
tou-se um certo relacionamento entre a qualidade das semen
tes e o vigor das plantulas. As sementes com aparencia nor
mal (FIGURA 1-A) produziram menor percentual de plantulas
atrofiadas (FIGURA 3-A) do que sementes manchadas (FIGURA 1-B)
e as enrugadas e manchadas (FIGURA 1-C), como mostram os re
sultados contidos na TABELA 3. Tais resultados sao indicati
vos de que a par de reduzir quantitativamente a produtividade do
feijao-de-corda (GONCALVES, 1983), o virus afeta de forma consi
deravel, a qualidade das sementes, tornando-as improprias pa
ra o plantio e indesejaveis para o consumo.

0s resultados dos testes sorologicos com hipocotilos
de sementes germinadas em papel GERMITEST, envolvendo todas
as sementes das cultivares 'Pitiuba' e 'Serido' (FIGURA 6) e
1.200 de M. fathyroides, revelaram a ausencia do CpSMV, con
firmando a sua ndo transmissibilidade por sementes. Resulta
dos semelhantes foram obtidos nos testes de plantio direto
com 1.500 sementes de M. Lathyroides.
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TABELA 3 - Sementes de plantas de Vigna unguiculata (Lo }

Walp., 'Pitiuba' e 'Serido' e Macroptilium Lathy-
hodides (L.) Urban sistemicamente infetadas por
"cowpea severe mosaic virus" (CpSMV), <classifica
das segundo o seu fenotipo e resultados da avalia
cao de germinagao e do vigor em papel GERMITEST e

de testes sorologicos com seus hipocotilos.

' Numero % de % de Se % das Plantulas
CRYEROI AR de Se-  coomi  Mentes e —Pouco  Desen-
de 1 CES — Infeta- /3" Desen volvi-
Testa- nagao das das o i
Sementes das d Vol
das
Vigna ungudculata
'Pitiuba’
-Aparencia normal 450 82,8 0,0 19,0 28,1 35/
-Manchadas 1.075 79,9 0,0 19,8 29,4 3 i
-Enrugadas e Manchadas 475 76,4 0,0 25,4 24,0 27,0
'Serido'
-Manchadas 626 80,8 0,0 18,3 35,7 26,8
Macroptilium Lathyroides
-Aparencia normal 1.200 * 0,0 * * *

* nao determinados.



FIGURA 6

Teste sorologico de dupla difusao em agar

para detectar a presenca de "cowpea seve

re mosaic virus" (CpSMV) em hipocotilos
de plantulas com 6 a 8 dias. (A) - Anti-
soro especifico para CpSMV. (V) - Tecido
foliar infetado com CpSMV e (S) - hipoco
tilos sadios. 0s demais orificios foram
preenchidos com extrato preparado a par

tir de pares de hipocotilos de sementes
germinadas.
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4.2.2 - Sementes de Plantas Inoculadas com CAMV

Os resultados de teste de plantio direto complementa
dos com testes sorologicos das sementes colhidas de plantas
de feijao-de-corda e de C. occidentalis infetadas com CAMV,
revelaram um percentual de transmissao de 0,1% para ambas as
cultivares 'Serido' e 'Pitiuba', sem contudo mostrar nenhum
resultado positivo com sementes de C. cccidental.is (TABELA 4).
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TABELA 4 - Sementes de plantas de Vigna unguiculata (L.)Walp.,
'Pitiuba' e "Seridd' e Cassia ovccidentalis (L.)
sistemicamente infetadas por "cowpea aphid-borne
mosaic virus" (CAMV) e resultados dos testes soro
logicos realizados com as plantas oriundas de teg
te de plantio direto.

s NO de Semen NO de Semen Sorologia
Especies tes testa- tes germina e v
Vegetais das das ‘

tadas (%)

Vigna ungudiculata

"Pitiuba’ 2,300 2210 0,1
'Serido' 1.425 1:375 0,1
Cassia cceddentalis 940 * 0,0

* nao determinado



5 - DISCUSSAOQ

Os baixos Tndices de transmissao de virus por semen
tes constatados na presente pesquisa podem ser justificados
pelas condicoes de alta temperatura em que algumas sementes
foram produzidas, pelas baixas taxas de transmissao proprias
dos virus envolvidos, pela tolerancia ou grau de resistencia
por parte de algumas cultivares utilizadas e pelas falhas
inerentes ao proprio metodo de plantio direto usado para maio
ria dos casos.

De acordo com MATTHEWS (1970) e SHEPHERD (1972), a
temperatura e o principal fator ambiental que afeta a trans
missao de virus por sementes. Plantas desenvolvidas em tempe
raturas elevadas, normalmente, produzem sementes com baixos
percentuais de virus. Para HOLLINGS & BRUNT (1981), alguns
potyvirus apresentam-se mais severos em condicoes de baixas
temperaturas do que sob condigcoes de temperatura acima de
250C e outros deixam ate de induzir sintomas em plantas cul
tivadas em temperaturas mais elevadas. As sementes resultan
tes de plantas artificialmente inoculadas, em regime de casa
-de-vegetacao, foram produzidas sob temperaturas variando de
26 a 380C, o que, possivelmente, deve ter interferido na ta
xa de transmissao do CAMV, resultando no baixo indice de 0,1%
constatado. Segundo WALKEY (1985) tratamentos com altas tem
peraturas tem sido largamente usados na producao de plantas
livres de virus. Existem evidéncias que dentro de uma planta
infetada, a sintese e a degradacao de virus ocorrem simulta
neamente e a altas temperaturas a sintese do virus para mas
a sua degradagao continua (WALKEY, 1985). Isto explicaria
porque os virus sao eventualmente erradicados de plantas in
fetadas mantidas a temperatura de 30 a 400C, apesar de que
temperaturas mais altas sejam requeridas para inativar o vi
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rus in vitro. De acordo com PHATAK (1974) os sintomas de

SoyMV sao melhores expressados a temperaturas de 20 a 259C
porem, proxima ou acima de 309C a infecgao sem sintomas ocor
re frequentemente. De acordo com observacoes efetuadas no de
correr desta pesquisa, os sintomas do potyvirus CAMV expressa
ram-se melhor em temperaturas proximas a 300C.

Os baixos indices de transmissao encontrados para o
CAMY nas amostras de sementes comercializadas, estao dentro
dos Timites (0 a 3%) registrados rara o mesmo na literatura
(LOVISOLO & CONTI, 1966; BOCK & CONTI, 1974). Da mesma for
ma, as taxas de transmissao de CMV por sementes de feijao-de
-corda, registrados na literatura (PIO RIBEIRO et al., 1978;
LIN et al., 1981; SANTOS, 1986), sao na maioria dos casos,
baixas. Por outro lado os baixos percentuais e a reduzida
frequencia com que o CMV foi encontrado nas amostras de 58
mentes testadas, deve-se, possivelmente, ao fato da baixa
incidencia com que este virus deve ocorrer no Ceara, levando
em consideracao que o mesmo foi detectado pela primeira vez
em feijao-de-corda no Estado, no ano de 1985 (LIMA & SANTOS,
1985). Por outro lado, a sua constatacao em sementes produzi

das no interior, amostra A]O proveniente de Morada Nova e
amostra A]S produzida em Quixada, significa um aumento no
seu grau de dispersao, uma vez que o mesmo S0 havia sido

identificado em campos de cultura no municipio de Fortaleza
(LIMA & SANTOS, 1985). Outro aspecto que, tambem, poderia ter
influenciado para os baixos percentuais de transmissao do
CMV seria o tempo de 20 a 25 dias em que as plantas foram ob
servadas, uma vez que existem evidencias de que ocorre um re
tardamento no aparecimento de sintomas deste virus. LIN et
al. (1981) observaram um mascaramento de sintomas em cultiva
res de feijao-de-corda 2-3 semanas apos a inoculacao.

No tocante ao comovirus CpSMV, muitos trabalhos tem
demonstrado sua nao transmissibilidade por sementes( PEREZ &
CORTEZ-MONLLOR, 1970; GONGALVES, 1983; LIMA et al., 1983
GAMEZ & MORENO, 1983; SANTO0S, 1986) contrariando os resulta
dos de outras investigacoes sobre o assunto (DALE, 1949;
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SHEPHERD, 1964; HAQUE & PERSAD, 1975). 0 elevado numero de
sementes testadas dentre aquelas constantes das amostras co
mercializadas (17.720) e sementes de plantas artificialmente
inoculadas (2.626), associado a alta eficiencia e sensibili-
dade do metodo sorologico empregado para o ultimo caso, cons
tituem evidencias confirmatorias da nao transmissibilidade des
te virus por sementes de feijao-de-corda. A par da nao cons
tatacao de sintomas tipicos de CpSMV nas plantas resultantes
das 17.720 sementes comercializadas, nenhum resultado positi
vo foi observado nos testes sorologicos com anti-soro especi
fico para o referido virus, envolvendo, aproximadamente, 709
plantas com suspeita de sintomas e/ou coletadas ao acaso den
tre aquelas que tomaram parte no teste. De outra parte, 0Ss
testes sorologicos com hipocotilos de 2.626 sementes germina
das em papel GERMITEST, sao evidencias incontestes da nao
transmissibilidade do virus, uma vez que a sensibilidade do
metodo empregado ficou devidamente compravada para o caso
(FIGURA 4). 0 curioso fato de sementes com sintomas resultan
tes de infecgoes virais nao perpetuarem o virus pode ser ex
plicado pela necessidade da localizacao embrionaria do virus
para gque possa ocorrer a sua transmissao (MATTHEWS, 1970;
BAKER, 1972; SHEPHERD, 1972; WALKEY, 1985). Provavelmente o
CpSMV infeta o tegumento ocasionando os sintomas de man-
chas e enrugamentos sem, contudo, atingir o embriao.
LIMA et al. (1983) detectaram a presenca do mesmo em
diferentes partes das sementes verdosas colhidas de plantas
sistemicamente infetadas enquanto que em sementes secas o Vi
rus foi constatado somente no tegumento de algumas delas. Tu
do indica, portanto que o virus e inativado durante a matu-
racao e secagem das sementes (R0OSS, 1970). Alem do mais, os
resultados obtidos por GAY (1969) indicaram que "cowpea chlo
rotic mottle virus" pode ser detectado na casca de sementes
imaturas mas nao em sementes secas. 0 fato do CpSHMV ocasio
nar sintomas evidentes nas sementes (FIGURA 1) de plantas in
fetadas, sem, contudo, ser perpetuado pelas mesmas (TABELA 3)
e uma demonstracao de que a simples analise visual das
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sementes constitui um metodo bastante falho para determinar
taxas de transmissibilidade de virus. Segundo ROSS (1970) a
percentagem de sementes de soja com SoyMV nao pode ser prog
nosticada pela quantidade de sementes manchadas, uma vez que
o virus foi igualmente transmitido por sementes manchadas e
nao manchadas.

A resistencia ou tolerancia por parte das cultivares
utilizadas e um outro fator que pode ter influenciado os re
sultados. De acordo com as pesquisas desenvolvidas no Labora
torio de Virologia Vegetal da Universidade Federal do Ceara,
a cultivar CE-315 mostrou-se imune ao CAMV, enquanto a 'BR
1-Poty' comportou-se como altamente resistente ao referido
potyvirus (LIMA et al., 1981; 1986). Estas cultivares apre
sentam boas caracteristicas agronomicas e ambas encontram-se
envolvidas em programas de controle deste potyvirus nos Esta
dos do Ceara e Piaud.

Embora o teste de plantio direto, sozinho ou em asso
ciacao com a sorologia, tenha sido largamente usado para de
tectar a presenca de virus em lotes de sementes, o seu bom
desempenho requer temperatura adequada, condicoes livres de
insetos vetores e perijodos de duracao variando de 2 a 6 sema
nas. KAISER & MOSSAHEBI (1974) relatam que os sintomas nao
se evidenciavam ate a fase de formagao da segunda ou tercei
ra folha trifoliada em plantas de feijao comum resultante de
sementes infetadas com BCMV. HAQUE & PERSAD (1975) estudando
a transmissao de CpSMV, mantiveram as plantas sob obser
vagao por um periodo de 40 dias. COCKBAIN et al. (1976) en
contraram que sob altas temperaturas, os sintomas foram
frequentemente moderados e efemeros e as plantulas de P. vul
ganis infetadas por "broad bean stain virus" permaneceram sem
sintomas obvios por mais de 6 semanas. Por tais razoes, a es
timativa da quantidade de sementes infetadas por virus de le
guminosas atraves do metodo de plantio direto pode ser difi
cultada devido a existencia de infeccao sem sintomas. O0s bai
x0s indices de transmissao de CAMV encontrados na presente
pesquisa, podem, possivelmente, ter sido resultantes das ele
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vadas temperaturas (26-389C) sob as quais os testes foram
conduzidos e o nao aparecimento de sintomas durante o perio
do de observagao de 20 a 25 dias. No entanto, a fim de mini
mizar o problema do retardamento no aparecimento de sinto
mas, para cada grupo de 200 plantas, 10 foram testadas soro
logicamente, independente da presenca ou nao de sintomas. Uma
forma de obter informagoes mais precisas sobre a transmissi-
bilidade deste virus por sementes, seria preparar anti-soro
especifico para o mesmo em quantidade suficiente de viabili'
zar o uso do teste sorologico com hipocotilos de sementes
germinadas em papel GERMITEST, usado nos testes com o CpSMV.
LIMA (1978) ao desenvolver o referido teste, demonstrou sua
eficiencia e sensibilidade para detectar a presenca de ou
tros potyvirus - BICMV e SoyMV - em sementes de feijao-de-
corda e soja, respectivamente. LIMA & PURCIFULL (1979) apre
sentaram varias vantagens desta teécnica na identificacao de
sementes infetadas por virus, mas concluiram que a escolha
do metodo devera fundamentar-se, prioritariamente, nos obje
tivos e experiencias dos pesquisadores, no grau de sensibili
dade requerido e nos equipamentos e materiais disponiveis.
Com base em tais parametros, optou-se pelo metodo de plantio
direto para todos os estudos envolvendo CAMV.

De acordo com as informacoes contidas na literatura
(SNYDER, 1942; SHEPHERD, 1964), a transmissao de virus
por semente pode atingir niveis elevados em testes expe
rimentais, enquanto que em Jlotes de sementes comerciali
zadas, as taxas de transimissao correspondentes sdo nor
malmente menores. 0s resultados contraditorios obtidos pa
ra o caso do CAMV na presente atividade de pesquisa, sao jus
tificados pelo efeito das elevadas temperaturas, ja menciona
do, na producao de sementes destinadas aos testes experimen
tais. Entretanto, mesmo nos casos de baixo percentual de
transmissao, a semente infetada & de importancia critica na  in
trodugcao de virus em Regioes ou Paises onde o mesmo ainda nao
existe ou em campos de cultura isolados em que ela constitui
a unica fonte inicial de virus. De acordo com STACE-SMITH
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(1981), os baixos niveis de transmissao de comovirus por se
mentes comercializadas, parecem constituir a maior fonte ini
cial de virus nos campos de cultura. A larga distribuicao do
SoyMV em soja (BOS, 1972) e do BCMV em feijao comum (BOS,
1971) nos Paises onde estas leguminosas sao cultivadas, ser
vem para ilustrar o relevante papel que as sementes desempe-
nham na distribuigao dos virus a longa e curta distancias. De
acordo com PHATAK (1974), varias leguminosas sao constante
mente propagadas juntamente com seus virus transmitidos por
sementes, principalmente nos Paises destituidos de programas or
ganizados de producao e certificacao de sementes livres de virus.

Embora nao se tenha constatado a transmissibilidade
de CpSMV e de CAMV por sementes de suas hospedeiras nativas
M. Lathyroides e C. occidentalis, respectivamente, as carac
teristicas destas leguminosas de semi-perenicidade e de resis
tencia as secas devem desempenhar importante papel na sobre
vivencia e ecologia de referidos virus, maxime do CpSMV, cu
ja nao transmissibilidade por sementes de feijao-de-corda foi
aqui confirmada. Sequndo GAMEZ & MORENO (1983) a transmissao
de CpSMV por sementes, nao tem sido constatada na America
Central e a larga expansao do virus dentro dos plantios de
feijao-de-corda e atribuida a fontes fora da cultura, a maig
ria constituida pela planta nativa M. Lathyroides (ALCONERO
& SANTIAGO, 1973; LIMA & NELSON, 1977). A par de M. Lathyhroi
des, outras leguminosas nativas tambem funcionam como reser
vatorios naturais de CpSMV, no Nordeste brasileiro (VASCON
CELOS, 1982; LIMA et al., 1983). A hospedeira nativa de
CAMV - C. oveccidentafis - tem tambem marcante influéencia na
sobrevivencia e perpetuacao deste virus, constituindo-se em
importante reservatorio natural do mesmo (LIMA et al., 1981).
De qualquer forma, o estudo da transmissibilidade de CpSMV e
CAMV por sementes de suas hospedeiras nativas deve ser mais
explorado, envolvendo um maior numero de sementes produzidas
em condicoes de temperaturas mais amenas e, se possivel em
condigcoes naturais.

A par de demonstrar que as sementes de’feijao-de-cor
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da produzidas no Ceara, estao servindo para aumentar os graus
de dispersao dos virus CAMV e CMV, a presente pesquisa con
firmou a nao transmissibilidade de CpSMV através de sementes
das principais cultivares plantadas no Estado. De outra par
te, a nao constatacao da presenca do potyvirus B1CMV nas
17.720 sementes comercializadas, testadas, e um indicativo
da sua inexistencia no Ceara, o que tem sido sempre eviden
ciado nos estudos de Tevantamentos sobre viroses do feijao
-de-corda em referido Estado (LIMA & NELSON, 19745 1977; L1
MA et al., 1980; 1984). |



6 - CONCLUSOES

Nas condigoes em que foram desenvolvidas as ativida
des da presente pesquisa, os resultados permitem-nos emitir
as seguintes conclusoes:

a) As taxas de transmissao do CAMV e CMV por sementes de fei
jao-de-corda mostraram-se baixas, entretanto, podem desem
penhar importante papel na sua disseminagao a longa dis
tancia e na introducao de fontes inicias de virus dentro
de uma cultura;

b) A temperatura sob a qual as sementes foram produzidas de

ve ter influenciado para os baixos indices de transmissao;

c) A nao constatacao do BLCMV nos testes realizados com as
17.720 sementes comercializadas e um indicativo de sua
ausencia no Estado do Ceara;

d) 0 CpSMV induz a formacao de sintomas em sementes de plan
tas infetadas, exibidos na forma de manchas e enrugamento,

sem, no entanto, ser transmitido atraves das mesmas;

e) Mencionados sintomas afetam a qualidade das sementes, tor
nando-as improprias para o consumo e com tendencia a redu

zir seu potencial de germinacao e vigor das plantulas;

f) 0 metodo de analise visual e bastante falho, visto que
nem sempre sementes manchadas encontram-se infetadas en
quanto que sementes aparentemente sadias podem apresentar
infecgao e transmitir o virus.
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