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RESUMO

CASTILLO-URQUIZA, Gloria Patricia, M.S., Universidade Federal de Vicgosa, fevereiro de
2003. Caracterizagdo de um isolado do Bean rugose mosaic virus (BRMV).
Orientador: Francisco Murilo Zerbini Junior. Conselheiros: Murilo Geraldo de Carvalho e
Cleide Maria Ferreira Pinto.

Plantas de feijao-vagem do cultivar Novirex apresentando sintomas de mosaico e
enrolamento de vagens, sem deformacdo foliar evidente, foram coletadas em 2002 no
municipio de Cordisburgo, MG. Estudos anteriores de microscopia eletrénica, eletroforese da
proteina e do RNA vira e sorologia identificaram o isolado como o comovirus Bean rugose
mosaic virus (BRMV). Neste trabalho deu-se prosseguimento a caracterizacdo do isolado, por
meio de andlises em laboratdrio e casa de vegetacdo envolvendo producdo e avaliacdo de anti-
soro policlonal, determinacdo da gama de hospedeiros, estudo da transmissdo do virus por
besouros crisomelideos e avaliacdo de perdas em feijoeiro como resultado de infeccdo isolada
ou em conjunto com o potyvirus Bean common mosaic virus (BCMV). O procedimento
adotado para purificagcdo possibilitou a obtencdo de virus purificado em rendimento
satisfatorio para a obtencdo de anti-soro. A titulagdo dos anti-soros obtidos foi realizada por
ELISA indireto, obtendo-se reacdes positivas com a diluicdo maxima testada (1:70.000), e
nenhuma reagcdo com extrato de planta sadia. Das 22 espécies vegetai s testadas, Chenopodium
quinoa apresentou inicialmente lesdes locais cloréticas e posteriormente infecgdo sistémica
com mosaico e distorcdo foliar. Nos cultivares de feljdo e soja observou-se sintomas de
mosaico e bolhosidade, em conformidade com os resultados esperados para o BRMV. O
isolado de BRMV foi transmitido pelo besouro crisomelideo Cerotoma arcuata a umataxa de
33,3%. Este isolado foi inoculado em plantas de feijoeiro ‘Ouro Negro' e de feijao-vagem

‘Novirex’, levando a uma reducdo do peso de vagens por planta de 44,6% e 65,7%,
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respectivamente. O Bean common mosaic virus (BCMV) ocasionou porcentagens de reducéo
de peso de vagens menores em ‘Novirex’ (13,1%) em comparacéo a ‘Ouro Negro' (50,4%).
Quando o BRMV foi inoculado iniciamente, seguido do BCMV, verificou-se reducdo do
peso de vagens por planta de até 69,3% para ‘Novirex’ e de 91,5% para ‘ Ouro Negro'. No se
observou diferenca significativa em peso ou nimero de vagens por planta quando estas foram

inocul adas seqiiencialmente com 0 BCMV seguido do BRMV.
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ABSTRACT

CASTILLO-URQUIZA, Gloria Patricia Castillo, M.S., Universidade Federal de Vicosa,
February 2003. Char acterization of an isolate of Bean rugose mosaic virus (BRMV).
Advisor: Francisco Murilo Zerbini Junior. Committee Members: Murilo Geraldo de
Carvalho and Cleide Maria Ferreira Pinto.

Bean plants of the cultivar Novirex, showing an atypical pod curling symptom without
mosaic or leaf distortion, were collected in 2002 at Cordisburgo, MG. Previous studies
involving electron microscopy and electrophoretic analysis of vira protein and RNA
identified the isolate as the comovirus Bean rugose mosaic virus (BRMV). The present work
continued the characterization of the isolate, and included its purification and production of a
polyclona antiserum, determination of a partial host range, vector transmission studies, and
estimates of yield losses in beans due to single or mixed infection with the potyvirus Bean
common mosaic virus (BCMV). The protocol adopted for virus purification led to purified
preparations with high yield, and the antisera obtained after rabbit immunization reacted with
the maximum dilution tested (1:70.000) in indirect ELISA, without any reactions with sap
from hedlthy plants. Out of the 22 plant species tested as hosts, Chenopodium quinoa reacted
with chlorotic local lesions which evolved to mosaic and leaf distortion in non-inoculated
leaves. Bean and soybean cultivars reacted with mosaic of varied intensities, as expected for
BRMYV. The isolate was transmitted by Ceratoma arcuata to 33,3% of the inoculated plants.
Upon inoculation onto ‘Ouro Negro' and ‘Novirex’ beans, the total weight of pods per plant
was reduced by 44,6% and 65,7%, respectively. Single infection by BCMV led to a smaller
reduction of pod weight in ‘Novirex’ (13,1%) compared to ‘Ouro Negro' (50,4%). When
BRMV was inoculated first, followed by BCMV, total pod weight was reduced by up to
69,3% in ‘Novirex’ and 91,5% in ‘Ouro Negro’. No statistically significant differences were
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observed in total weight or number of pods per plant after inoculation with BCMV followed
by BRMV.



INTRODUCAO E REVISAO DE LITERATURA

O feijoeiro (Phaseolus vulgaris L.) € a espécie mais cultivada do género Phaseolus. E
espécie originaria das Américas, com trés centros de domesticacdo, o Meéxico/América
Central, Coldmbia e sul dos Andes. Cultivares originados dos dois primeiros centros diferem
daquelas originadas do Sul dos Andes por possuirem sementes maiores (Gepts & Bliss, 1986;
Gepts & Debouck, 1991). Os dois tipos de feijdo, tanto para consumo de gréos secos (feijao
comum) quanto de vagens verdes (feijdo-vagem), pertencem a mesma espécie botanica e
classificam-se na subfamilia Papilionoideae da familia Fabaceae (Vieira et al., 1998).
Acreditase que o feijdo-vagem segja origindrio da Europa, como resultado de mutacdes
genéticas ocorridas no feijdo comum introduzido das Américas (Oca, 1987). H4, no entanto,
pesquisas preconizando que o feijdo-vagem sgja originario da América Central, de onde teria
sido levado para a Europa e a Asia. A grande diversidade de tipos e as diferentes tonalidades
de sementes seriam atribuidas as variagcGes ocorridas ao longo de varios séculos em sua
extensa &rea de cultivo. Entretanto, sua forma silvestre nunca foi encontrada (Murayama,
1973).

O feijoeiro comum representa uma importante fonte protéica na dieta humana dos
paises em desenvolvimento nas Américas (47% da producdo mundial) e no leste e sul da
Africa (10% da producdo mundial). Além do elevado contetido caldrico, o feijdo constitui
fonte acessivel de proteinas, com composi¢éo aproximada de 20 a 25% de proteina namaioria
dos cultivares brasileiros. A proteina do feijdo € rica no aminoacido essencia lisina, porém
pobre nos aminoacidos sulfurados metionina e cisteina. A cultura é denominada feijéo-vagem
quando destinada ao consumo do fruto ainda verde, as vagens imaturas (Vieira et al., 1998).

Apesar de ndo ser tdo rica em proteinas e calorias como 0s gréos Secos, a vagem € rica em



vitaminas e sais minerais. Cultivares especificos de feijao-vagem foram desenvolvidos para as
diferentes formas de consumo (Evans, 1976; Filgueira, 2000).

No Brasil, a producéo de feijdo em 2001 foi de aproximadamente 2.500.000 toneladas,
com os estados de Parana, Minas Gerais e Sdo Paulo respondendo por 48% da producéo total
(IBGE, 2001). A cultura do feijdo-vagem tem importancia relativa dentre as espécies de
hortalicas mais comercidizadas no Brasil. E a décima primeira hortalica em volume
produzido, destacando-se os estados de S& Paulo, Minas Gerais e Rio de Janeiro,
responsaveis por 68,5% do total produzido no pais (IBGE, 2001).

As regibes brasileiras s8o bem definidas quanto a preferéncia pelo gréo de feijéo
comum. O feijdo “Preto” é mais popular no Rio Grande do Sul, Santa Catarina, sul e leste do
Parang, Rio de Janeiro, sudeste de Minas Gerais e sul do Espirito Santo. O “Carioca’ € aceito
praticamente em todo o Brasil, representando 53% da area cultivada. O “Mulatinho” € mais
aceito na regido Nordeste, e os tipos “Rox0” e “Rosinha’ sdo mais populares nos estados de
Minas Gerais e Goias (Costa & Vieira, 2000). Qualquer cultivar de feijoeiro pode ser
utilizado para se colherem as vagens, porém nem todos forneceréo produtos de boa qualidade
(Vieiraet al., 1998). Existem alguns grupos de feijoeiro que produzem vagens verdes, lisas e
tenras, com baixo teor de fibras, polpa espessa e formato alongado. As vagens de cor verde
incluem a maioria dos cultivares comerciais, sendo as mais populares para consumo in natura
e industrializacdo. As demais cores apresentam mercado restrito (Abreu, 2001; Castellane et
al., 1988).

As principais doencas que reduzem a produtividade do feijoeiro sdo ocasionadas por
fungos. Seguem-se as de etiologia viral, algumas com expressiva importancia econémica,
como 0 mosai co-comum, causado pelo potyvirus Bean commom mosaic virus (BCMV), e 0
mosaico dourado, causado pelo begomovirus Bean golden mosaic virus (BGMV) (Y okoyama,
2000). Também infectam o feijoeiro os potyvirus Bean yellow mosaic virus (BYMV) e
Soybean mosaic virus (SMV), o begomovirus Bean dwarf mosaic virus (BDMV) e o
comovirus Bean rugose mosaic virus (BRMV) (Hall, 1991).

A doenca causada pelo Bean rugose mosaic virus (BRMV) foi relatada pela primeira
vez na Costa Rica (Gamez, 1972), e em seguida na Guatemala (Cartin, 1973), El Salvador
(Galvez et al., 1977), Brasil (Lin et al., 1981), Colémbia (Acosta et al., 1986), Honduras e
Nicardgua (Gamez, 1977). No Brasil, inicialmente foi relatada uma doenca denominada
mosai co-em-desenho, com sintomatologia similar aquela induzida pelo BRMV, em plantas de
feijoeiro no estado de S&o Paulo (Camargo et al., 1969), e posteriormente no Distrito Federal
(Kitgjima et al., 1980), Parana (Bianchini et al., 1985), Minas Gerais e Goias (Anjos &t al.,
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1986). O agente etiolégico foi denominado “virus do mosaico-em-desenho do feijoeiro”.
Posteriormente, Lin et al. (1981), baseando-se no agrupamento dos comovirus em cinco
serogrupos (Fulton & Scott, 1977), propuseram a inclusdo do “virus do mosaico-em-desenho
do feijoeiro” no serogrupo do BRMV, considerando-o uma estirpe desse virus.

Incidéncias do BRMV acima de 50% foram constatadas em algumas lavouras do
norte, nordeste e sudeste do Parana (Bianchini et al., 1989). Em levantamento feito no Distrito
Federal e nos estados de Goiés e Minas Gerais, de 1992 a 1994, 20 a 25% das lavouras
apresentavam 0 mosaico-em-desenho do feijoeiro, indicando que esta virose esta bem
disseminada nos cerrados. Porém, foi baixa a porcentagem de plantas infectadas na maioria
das lavouras amostradas (Anjos et al., 1994).

Estimativas de perdas causadas pelo BRMV em feijoeiro indicam que a doenca pode
adquirir consideravel importancia econémica sob condicdes favoraveis. A infeccdo pelo
BRMYV reduziu o rendimento da producéo de gréos das variedades Jalo, Mulatinho Paulista,
Costa Rica, Rosinha G2, Capixaba Precoce, Carioca e Safira em 29 a 59%, 10 a 27%, 10 a
27%, 48%, 11 a 53,9%, 20 a 56,7% e 3,6 a 11,2%, respectivamente (Sperandio, 1982). O
numero de vagens por plantatambém foi significativamente reduzido (39 a 59%) na variedade
Rosinha G2 (Costa, 1983). Maiores reducdes no rendimento sdo obtidas quanto a infeccéo das
plantas ocorre mais cedo, e simultaneamente com outras viroses (Anjos et al., 1994; Bianchini
& Bergamin Filho, 1994; Costa, 1983; Martins et al., 1994). O aumento da incidéncia desta
virose pode ocorrer em cultivos sucessivos, principalmente na regido dos cerrados, em razéo
da transmissdo €ficiente do virus por insetos vetores e da existéncia de hospedeiros
aternativos, 0 que possibilita continuidade do ciclo da doenga de uma safra para outra (Anjos
et al., 1994).

A gama de hospedeiros do BRMV esté restrita a espécies de Chenopodiaceae e
Fabaceae (Cupertino et al., 1991; Gamez, 1972; Gamez, 1982). Em Chenopodium quinoa,
formam-se lesBes cloréticas nas folhas inoculadas e ndo-inoculadas, enquanto Chenopodium
amaranticolor apresenta lesdes locais necréticas, sem infeccdo sistémica (Gamez, 1982). Em
soja (Glycine max) os sintomas variam com o cultivar, em gera incluindo mosaico,
bolhosidades e encrespamento foliar, com reducéo no porte da planta (Cupertino, 1987). O
BRMV infecta sistemicamente a maioria dos cultivares de feljdo recomendados para plantio
no Brasil, havendo grande variacdo de sintomas. O sintoma de mosaico predomina na maioria
dos cultivares, com formac&o de um desenho tipico nalamina foliar. Outros sintomas incluem
bolhosidade, deformacéo foliar e lesdes locais cloréticas, observados nos cultivares Goiano

Precoce, Manteiga, Mulatinho Paulista, Aeté, Aysd, Carioca 80, Costa Rica, Catu e Jalo.
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Lesdes locais necréticas e necrose de nervuras ocorrem nos cultivares Venezuela 36, |PA
5047, Carioca e Rio Tibagi. A queima do topo pode ocorrer em ‘Ricobaio 1014 e ‘Rico 23,
entre outras (Anjoset al., 1994; Costa, 1983).

O BRMYV é transmitido naturalmente por besouros (Coleoptera: Chrysomelidae). As
espécies vetoras mais comuns incluem Cerotoma arcuata e Diabrotica speciosa, sendo a
primeiraamais eficiente (Costa et al., 1981; Fulton & Scott, 1977; Martins et al., 1994). Para

C. arcuata, o periodo minimo de aquisicdo € de trés horas, o periodo de aimentacdo para
inoculacdo mais eficiente é de 12 horas, e 3 a 6 horas de jejum apds a aquisicdo aumentam a

taxa de transmissdo (Sperandio, 1982; Sperandio & Costa, 1982). Entretanto, Meyer et al.
(1992) relataram que um periodo de jejum de 48 horas anterior ao periodo de aquisicdo nédo
aumentou a transmissdo e a persisténcia do BRMV em C. arcuata. Esses autores nao
encontraram diferenca significativa na transmissdo e persisténcia do virus entre machos e
fémeas, em que as porcentagens de transmissdo foram de 22% e 31%, respectivamente. Os
insetos permanecem viruliferos até 6 a 8 dias apos a aquisi¢ao em plantas infectadas (Costa et
al., 1981; Sperandio & Costa, 1982). O virus ndo é transmitido via semente em feijoeiro ou
soja (Galvez et al., 1977, Gamez, 1972; Martins et al., 1994; Sperandio, 1982), mas €
facilmente transmitido via extrato vegetal tamponado com o uso de abrasivo fino.

O virus ocorre em concentracdo relativamente alta nos tecidos infectados, e induz
inclusdes citoplasméticas cristalinas nas células de tecidos foliares do feijoeiro (Camargo et
al., 1976; Camargo et al., 1969; Mufoz & Kitajima, 1990; Rivera & Carmona, 2000). Em
exames ap microscopio de luz, encontraram-se cristais densos de perfil poligonal, formados
por virions, no citoplasma de células epidérmicas, dos parénquimas, de tricomas e em células-
guarda dos estdmatos (Mufioz & Kitgjima, 1990; Rivera & Carmona, 2000). A constatacdo
desses cristais possui valor diagndstico para a identificagdo e separacdo do BRMV de outros
virus que causam sintomas de mosaico em feijoeiro (Edwarson & Christie, 1978; Mufioz &
Kitajima, 1990; Rivera & Carmona, 2000).

Até o momento, tem sido pequeno o impacto do BRMV na producdo de feijdo no
Brasil, e nenhuma medida especial de controle tem sido recomendada. O controle quimico de
D. speciosa e C. arcuata como insetos-praga tem mantido a incidéncia do BRMV em nivels
baixos, atuando indiretamente no controle do virus. Existem também estudos sobre a
resisténcia de P. vulgaris ao BRMV. Inicialmente, Gamez (1972) relatou que, diante do
BRMV, os cultivares de feijédo apresentaram imunidade, resisténcia via hipersensibilidade, ou
suscetibilidade. Machado & Pinchinat (1975), estudando a heranga destes trés tipos de reacéo,



determinaram que a expressdo dos sintomas ao Vvirus é governada por trés alelos do mesmo
loco. O alelo Mrf, correspondente a imunidade, mostra dominancia completa. Quanto aos
outros dois aelos, Mrf;, correspondente a resisténcia via hipersensibilidade, e mrf
correspondente a suscetibilidade. Em soja, a heranca da resisténcia ao BRMV foi analisada
mediante cruzamentos simples entre cultivares resistentes e suscetiveis. Na geracdo F1 todas
as plantas apresentaram sintomas. As plantas F2 segregaram numa proporcao de 3 suscetivels
para 1 planta resistente, indicando que a resisténcia € do tipo monogénica recessiva (Martins
et al., 1995).

O BRMV pertence ao género Comovirus da familia Comoviridae (Van Regenmortel et
al., 2000). A familia Comoviridae € dividida em trés géneros. Comovirus, Fabavirus e
Nepovirus, de acordo com o tipo de inseto vetor e relacionamento soroldgico. O genoma dos
comovirus € dividido em duas moléculas de RNA de fita simples, sentido positivo,
denominadas RNA 1 e RNA 2. Estes RNAS estédo encapsulados separadamente em particulas
icosaédricas com 28 a 30 nm de diametro. Os RNAs 1 e 2 possuem em torno de 5.900 e 3.500
nucleotideos, respectivamente, com uma proteina viral (VPg) ligada covalentemente a
extremidade 5, e uma cauda poli-A em sua extremidade 3'. De maneira andloga aos
potyvirus, as proteinas virais sdo originadas nos comovirus mediante autoprotedlise (Figura
1).

Cada um dos componentes do genoma possui uma so fase aberta de leitura (open
reading frame, ORF), traduzida como uma Unica poliproteina. Entretanto, 0 RNA 2 produz
duas poliproteinas com igual extremidade carboxilica, como resultado da traducdo de sua
ORF a partir de dois codons iniciadores na mesmafase. A poliproteina de 95 kDa é produzida
em quantidade superior a poliproteina de 105 kDa. A Unica proteina com atividade de
protease é a 24K, sintetizada pelo RNA 1, responsavel pelo processamento de ambas
poliproteinas. As demais proteinas codificadas pelo RNA 1 estéo envolvidas na replicacéo dos
RNA virais. A proteina 87K possui atividade de RNA polimerase dependente de RNA,
enquanto a proteina 58K possui atividade de helicase e, possivelmente, funciona como ancora
para manter o complexo replicativo associado a membrana plasmatica da célula. A VPg
funciona como iniciador da replicacdo do RNA. A protease (24K) também ¢é essencial para a
replicacdo, porque catalisa a protedlise que libera da VPg da poliproteina de 84 kDa, um
processo que parece ocorrer durante a replicagdo do RNA. O RNA 1 possui autonomia de
replicacdo, porém os virions completos sdo formados apenas na presenca do RNA 2, que
codifica as duas proteinas capsidiais (37K e 23K). As proteinas 58K e 48K, codificadas pelo



RNA 1 RNA 2

ol ORF 1 | (A ol ORF 2 | (A)
200 105
l 95K
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Figura 1. Organizacdo e expressdo do genoma de um comovirus. Cada componente
gendémico (RNA 1 e RNA 2) possui uma proteina viral ligada a sua extremidade
5 (VPg, representada por um circulo) e uma cauda poli-A na extremidade 3
(representada por An). Ha apenas uma ORF em cada RNA, codificadora de uma
poliproteina que, mediante autoprotedlise, gera cinco proteinas (32K, 58K, 4K,
24K e 87K) no caso do RNA 1, e quatro (58K, 48K, 37K e 23K) no caso do
RNA 2.



RNA 2 e com a mesma extremidade carboxilica, sdo as proteinas de movimento célula-a-
célula dos comovirus. Essas proteinas formam tubulos que conectam as células infectadas e a
contigua, pelos quais passam virions. Ambos os RNAs s80 necess&rios para a infecgdo
sistémica da planta hospedeira (Chen & Bruening, 1992).

A primeira sequéncia parcial de nucleotideos de um isolado de BRMV foi determinada
por Souto et al. (2002), utilizando um par de oligonucleotideos correspondentes as sequéncias
conservadas de aminoacidos AWSTQV e GNPNN/RGFE, presentes nas regides codificadoras
das proteinas 37K e 23K, respectivamente. Um fragmento de 600 nucleotideos do RNA 2 do
BRMV foi amplificado por RT-PCR, clonado e seqUenciado. As seqiéncias deduzidas de
aminoacidos foram comparadas com as sequéncias depositadas no GenBank, verificando-se
39% de correspondéncia seqliencia nucleotidica com o RNA 2 do Cowpea severe mosaic
virus (CPSMV) e 44% com o do Bean pod mottle virus (BPMV).

Assim como os demais virus, os comovirus podem ser identificados e caracterizados
por meio de: (i) métodos bioldgicos, baseados na morfologia da particula viral, nas
propriedades de transmissdo natural e artificial e na gama de hospedeiros; (ii) métodos
sorolégicos, fundamentados na deteccdo da proteina capsidia do virus; e (iii) métodos
moleculares, em que se detecta 0 acido nucléico viral. Os métodos bioldgicos proporcionam
alta sensibilidade e sdo capazes de diferenciar estirpes taxonomicamente proximas do mesmo
virus. Entretanto, os resultados dos testes podem demorar desde alguns dias até algumas
semanas, além de estarem sujeitos a variagfes dependentes do ambiente e resultantes de
alteracdes genotipicas das plantas utilizadas como indicadoras (Hull, 2002).

Os métodos soroldgicos constituem a ferramenta mais comum para a identificaco
rapida, simples e precisa da grande maioria dos virus de plantas (Hull, 2002). A necessidade
de disponibilidade continua de anti-soros de boa qualidade € a maior limitac&o para o seu uso.
A producdo de anti-soros € normalmente realizada via injecéo de particulas virais purificadas
na corrente sangtiinea de coelhos. Desta forma, a purificaco viral € um componente essencial
desse processo. A partir de folhas infectadas pelo virus, e por meio de uma série de etapas
envolvendo tratamentos fisico-quimicos, obtém-se uma preparacdo quimicamente pura de
particulas virais (Hull, 2002). Os protocolos de purificacdo sdo especificos para cada virus e
em geral dependem das propriedades fisico-quimicas das particulas virais respectivas. Assim,
virus pertencentes & mesma familia, que normalmente possuem propriedades fisico-quimicas
semelhantes, possuem protocolos de purificagdo bastante similares. Entretanto, a purificacéo
de um virus serd sempre um processo trabal hoso, e que freqlientemente conduz a preparactes

com pureza e/ou concentracado insatisfatorias.



Existem diversos testes soroldgicos, com diferentes caracteristicas de sensibilidade,
especificidade e consumo de anti-soro (Hampton et al., 1990). Dois se destacam, atualmente,
pela sua versatilidade, simplicidade e sensibilidade: imunoadsor¢do com enzima ligada ao
anticorpo (enzyme-linked immunosorbent assay, ELISA, e suas variagOes) e Western blot. As
vantagens dos ELISA sd0 a grande sensibilidade, aplicabilidade a um grande nimero de
amostras, consumo reduzido de anti-soro, possibilidade de quantificacdo dos resultados e facil
gjuste de sua especificidade conforme as necessidades (Agrios, 1996). Por combinar estas
caracteristicas, o ELISA é hoje o teste sorol6gico mais utilizado para deteccéo viral em todo o
mundo.

A identificacéo de virus também pode ser feita mediante testes moleculares, como € o
caso do teste de RT-PCR (“reverse transcription - polymerase chain reaction”) para virus com
genoma composto de RNA. O teste é normamente realizado a partir de preparagdes do RNA
total obtido de amostras foliares infectadas, usando-se um par de oligonucleotideos especifico
para 0 virus em questdo. E comum também o uso de oligonucleotideos universais ou
“degenerados’, cuja sequiéncia é determinada a partir do alinhamento de regides conservadas
do genoma de vérias espécies de um determinado género. O uso desses oligonucleotideos
geralmente permite a amplificacdo de fragmentos da maioria ou mesmo de todas as espécies
do género. Exemplo de utilizagdo desses oligonucleotideos € o trabalho de Souto et al. (2002),
com utilizacdo de um par de oligonucleotideos universais para 0 género Comovirus, que
possibilitou amplificar fragmento de 600 nt correspondente ao RNA 2 do BRMV.

Em 2002, um isolado do BRMYV foi obtido de plantas de feij&o-vagem do cultivar
‘Novirex’ coletados no municipio de Cordisburgo, MG. As plantas apresentavam um sintoma
atipico de encurvamento das vagens, além de um mosaico leve, sem ocorréncia de
deformacdo foliar. O virus foi inicialmente identificado como um comovirus por meio de
observagdes em microscopio eletrénico de transmissdo, que demonstraram a presenca de
particulas isométricas com 28 nm de didmetro e de inclusdes cristalinas tipicas de comovirus,
além de uma combinacdo de testes que determinaram a massa molecular das proteinas que
compde o0 capsideo virad e o comprimento dos RNAs gendmicos (Torres et al., 2003).
Realizou-se ELISA indireto (Clark et al., 1986) com anti-soro especifico para 0 BRMV
(cedido por E.W. Kitgiima, ESALQ-USP, Piracicaba, SP), e o resultado positivo obtido no
teste confirmou a identidade do isolado (Torres et al., 2003). Esse foi o primeiro relato de
ocorrénciado BRMV em Minas Gerais em mais de 17 anos. Os sintomas atipicos observados
sugerem que o cultivar ‘Novirex’ pode apresentar suscetibilidade elevada ao BRMV.

Entretanto, constatou-se escassez de informagdes a respeito da incidéncia de BRMV em
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plantios comerciais dessa cultivar, ou de outras cultivares de feijoeiro em Minas Gerais.
Além disso, 0 BRMV é um virus parcialmente caracterizado, dispondo-se de poucas
informacOes a respeito de suas propriedades bioldgicas, soroldgicas e de suas caracteristicas
moleculares.

Dessa forma, o presente trabalho teve como objetivos:. (i) purificar o isolado de Bean
rugose mosaic virus (BRMV) obtido de feijdo-vagem, em Minas Gerais, e utilizd&lo como
imundgeno na producdo de anti-soros policlonais em coelhos, (ii) caracterizar os anti-soros
recém-preparados quanto a sensibilidade e especificidade na deteccdo do BRMV, (iii)
caracterizar o isolado utilizando métodos bioldgicos e soroldgicos; e (iv) estudar o efeito da

interacdo in vivo deste isolado de BRMV com outro virus do feijoeiro, o potyvirusBCMV.
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RESUMO

Plantas de feijao-vagem do cultivar Novirex apresentando mosaico e enrolamento de
vagens, sem deformagdo foliar evidente, foram coletadas em 2002 em Cordisburgo, MG.
Estudos preliminares identificaram o isolado como o comovirus Bean rugose mosaic virus
(BRMV). Neste trabalho foram conduzidos estudos para caracterizacdo do isolado, por meio
de producdo e avaliagdo de anti-soro, determinacdo da gama de hospedeiros, estudo da
transmissdo do virus por besouros crisomelideos e avaliacdo de perdas em feijoeiro como
resultado de infecgdo isolada ou em conjunto com o potyvirus Bean common mosaic Virus
(BCMV). O roteiro adotado para purificacdo possibilitou a obtencdo de virus purificado em
rendimento satisfatorio para a producéo de anti-soro. A titulacdo dos anti-soros foi realizada
por ELISA indireto, obtendo-se reaces positivas com a diluicdo maxima testada (1:70.000).
Das 22 espécies vegetais utilizadas na gama de hospedeiros, foram infectadas plantas de
Chenopodium quinoa e de alguns dos cultivares de feijéo e soja, conforme esperado para
BRMV. O isolado de BRMYV foi transmitido pelo besouro crisomelideo Cerotoma arcuata a
uma taxa de 33,3%. Este isolado foi inoculado em plantas de feijdo do cultivar Ouro Negro e
de feljdo-vagem do cultivar Novirex, levando a uma reducéo do peso das vagens por planta de
44,58% e 65,7%, respectivamente. Quando o BRMYV foi inoculado inicialmente, seguido do

" Parte da dissertagdo de Mestrado do primeiro autor, apresentada & Universidade Federal de Vigosa.
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BCMV, verificou-se reducéo do peso de vagens por planta de até 69,3% para ‘Novirex’ e de
91,53% para ‘Ouro Negro'. N&o se observou diferenca significativa em peso ou nimero de
vagens por planta quando estas foram inoculadas seqiiencialmente com o0 BCMV seguido do
BRMV.

Palavras-chaves:. feijéo, feijao-vagem, Bean rugose mosaic virus.

ABSTRACT

Bean plants of the cultivar Novirex, showing an atypical pod curling symptom without
mosaic or leaf distortion, were collected in 2002 at Cordisburgo, MG. Previous studies
identified the isolate as the comovirus Bean rugose mosaic virus (BRMV). The present work
continued the characterization of the isolate, and included its purification and production of a
polyclonal antiserum, determination of a partial host range, vector transmission, and estimates
of yield losses due to single or mixed infection with the potyvirus Bean common mosaic virus
(BCMV). The protocol adopted for virus purification led to purified preparations with high
yield, and the antisera obtained reacted with the maximum dilution tested (1:70.000) in
indirect ELISA. Out of the 22 plant species tested as hosts, Chenopodium quinoa reacted with
chlorotic local lesions which evolved to mosaic and leaf distortion in non-inoculated leaves.
Bean and soybean cultivars reacted with mosaic of varied intensities, as expected for BRMV.
The isolate was transmitted by Ceratoma arcuata to 33,3% of the inoculated plants. Upon
inoculation onto ‘Ouro Negro® and ‘Novirex’ beans, the total weight of pods per plant was
reduced by 44,6% and 65,7%, respectively. Single infection by BCMV led to a smaller
reduction of pod weight in ‘Novirex’ (13,1%) compared to ‘Ouro Negro' (50,4%). When
BRMV was inoculated first, followed by BCMV, total pod weight was reduced by up to
69,3% in ‘Novirex’ and 91,5% in ‘Ouro Negro’. No statistically significant differences were
observed in total weight or number of pods after inoculation with BCMV followed by
BRMV.

INTRODUCAO
O feijéo representa importante fonte de proteina, vitaminas e sais minerais na dieta
humana, tanto na forma de gréos secos quanto de vagens verdes (Filgueira, 2000; Vieiraet al.,

1998). Dentro as doencas que afetam a produtividade do feijoeiro, as de natureza fungica séo

as mais numerosas, a que se seguem as de etiologia viral. Algumas destas exibem expressiva
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importancia econdmica, como 0 mosaico-comum, causado pelo potyvirus Bean commom
mosaic virus (BCMV) e o mosaico-dourado, pelo begomovirus Bean golden mosaic virus
(BGMYV) (Y okoyama, 2000). Também infectam o feijoeiro os potyvirus Bean yellow mosaic
virus (BYMV) e Soybean mosaic virus (SMV), o begomovirus Bean dwarf mosaic virus
(BDMV) e o comovirus Bean rugose mosaic virus (BRMV) (Hall, 1991).

A doenca causada pelo Bean rugose mosaic virus (BRMV) foi relatada pela primeira
vez na Costa Rica (Gamez, 1972). No Brasil, doengca com sintomatologia similar foi
inicialmente denominada mosaico-em-desenho e o0 seu agente, de “virus do mosaico-em-
desenho do feijoeiro”, relatado pela primeira vez em S&o Paulo (Camargo et al., 1969),
posteriormente no Distrito Federal (Kitgjima et al., 1980) e nos estados do Parana (Bianchini
et al., 1985), Minas Gerais e Goias (Anjos et al., 1986). Lin et al. (1981), baseando-se no
agrupamento dos comovirus em cinco serogrupos (Fulton & Scott, 1977), propuseram a
inclusdo do “virus do mosai co-em-desenho do feijoeiro” no serogrupo do BRMV.

Estimativas de perdas causadas pelo BRMV em feijoeiro indicam gque a doenca pode
adquirir consideravel importancia econémica sob condi¢cdes que lhe sgjam favoréaveis, com
reducbes de produtividade de até 59%. Maiores reducfes no rendimento da cultura resultam
guando a infeccdo das plantas ocorre mais cedo (14 dias apés do plantio) e quando ocorrem
infeccBes mistas com outro(s) virus (Anjos et al., 1994; Bianchini & Bergamin Filho, 1994,
Costa, 1983; Martins et al., 1994).

A gama de hospedeiros do BRMV esté restrita a espécies de Chenopodiaceae e
Fabaceae (Cupertino et al., 1991; Gamez, 1972; Gamez, 1982). O virus € transmitido
naturalmente por besouros crisomelideos, como Cerotoma arcuata e Diabrotica speciosa
(Coleoptera: Chrysomelidae) (Costa et al., 1981; Fulton & Scott, 1977; Martins et al., 1994).
N&o é transmitido via semente em feijoeiro ou soja (Galvez et al., 1977, Gamez, 1972,
Martins et al., 1994; Sperandio, 1982), mas € facilmente transmitido via extrato vegeta
tamponado empregando-se abrasivo fino.

O BRMV pertence ao género Comovirus da familia Comoviridae (Van Regenmortel et
al., 2000). O genoma dos comovirus €& composto de duas moléculas de RNA de fita simples,
sentido positivo, encapsuladas separadamente em particul as icosaédricas com diametro de 28
a 30 nm. Os dois RNAs possuem uma proteina viral (VPg) ligada covalentemente a suas
extremidades 5’, e uma cauda poli-A nas extremidades 3'.

Em 2002, um isolado do BRMV foi obtido a partir de plantas de feijdo-vagem do
cultivar Novirex, coletadas no municipio de Cordisburgo, MG (Torres et al., 2003). As

plantas apresentavam um sintoma atipico de vagens encurvadas em semicirculo, além de
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mosaico leve, sem ocorréncia de deformacdo foliar. O virus foi identificado inicialmente
Como um comovirus por meio de observacBes em microscopio eletrdnico de transmissao,
testes determinantes da massa molecular das proteinas componentes do capsideo viral e o
comprimento dos RNAs gendémicos. O resultado positivo obtido no ELISA indireto com anti-
soro ao virus (cedido por EW. Kitgima, ESALQ-USP, Piracicaba, SP), confirmou a
identidade do isolado. Esse foi o primeiro relato de infecdo de feljoeiro pelo BRMV em
Minas Gerais em 17 anos (Torres et al., 2003).

O presente trabalho objetivou caracterizar este isolado de BRMV obtido de plantas de
feijdo-vagem ‘Novirex’ utilizando-se métodos biol6gicos e sorolgicos, e estudar os efeitos

dainteracdo in vivo deste isolado de BRMV com outro virus do feijoeiro (BCMV).

MATERIAL E METODOS

Obtencéo e manutencéo do isolado viral

O isolado de BRMV proveio de plantas infectadas de feijdo-vagem (Phaseolus
vulgaris L.) do cultivar Novirex, coletadas em um cultivo localizado no municipio de
Cordisburgo, MG e apresentando mosaico leve e encurvamento das vagens.

O isolado foi mantido e multiplicado em feijoeiros do cultivar Ouro Negro, mediante
inoculag&o via extrato vegetal tamponado preparado a partir da trituragéo de folhas trifoliadas
jovens com sintomas, em tampao fosfato de potassio 0,1 M pH 7,2, contendo sulfito de sédio
a 0,1% (p/v). As plantas infectadas foram mantidas em condicOes de casa-de-vegetacdo e
distante de outros virus passiveis de infectar o feijoeiro. O indculo recorrente consistiu de
fragmentos finos recortados de foliolos sintomaticos jovens, que foram dessecados (4 a 10 °C)
e mantidos a—20 °C dentro de pequenos frascos lacrados contendo silica-gel.

Purificacdo do virus

Folhas de feijoeiro ‘Ouro Negro' infectadas pelo BRMV foram homogenei zadas, entre
15 e 30 dias ap6s a inoculagcdo, na proporcdo 1:2 (p/v) de folhas para tampédo fosfato de
potassio 0,1 M pH 7,5 contendo sulfito de sddio a 0,5% (p/v), e filtradas em gaze dupla. Em
seguidafoi adicionado ascorbato de sodio até a concentracéo final de 0,5% plv, e o extrato foi
centrifugado a 4.000 g por 10 min. O sobrenadante foi clarificado com cloroférmio e n-
butanol nas concentragbes finais de 2,5% (v/v) e 8% (v/v), respectivamente, sob forte
agitacdo. A emulsdo foi centrifugada a 4.000 g por 10 min e recolheu-se a fase aguosa. O
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virus foi precipitado por meio da adicéo de polietilenoglicol 6.000, concentracdo final de 6%
(p/v), com a mistura mantida sob agitacéo constante durante 60 min. Seguiu-se centrifugacdo
a 7.800 g por 10 min. O virus no sedimento foi solubilizado em tamp&o fosfato de potéssio
0,05 M pH 7,5, contendo EDTA a 0,01 M e sulfito de sédio, a 0,5% (p/v), seguindo-se nova
centrifugacéo a 7.000 g por 10 min. O virus foi reprecipitado ajustando-se em 5,0 o pH com
acido acético 10% (v/v). Apds uma hora em repouso, o precipitado resultante foi recolhido
por centrifugacdo a 4.000 g por 10 minutos. O virus foi solubilizado em tampéo fosfato de
potassio 0,2 M pH 7,5, uréia0,5 M e Triton X-100 0,1% (v/v) e centrifugado a 7.000 g por 10
min, descartando-se 0 sedimento. O virus foi concentrado mediante ultracentrifugacdo a
58.000 g por 165 min. O “pellet” foi ressuspendido em tampéo fosfato de potassio 0,05 M pH
7,5, seguindo-se centrifugagdo a 4.000 g por 10 min. Por fim, realizou-se segunda
ultracentrifugacdo, a 58.000 g por 165 min, e 0 “pellet” foi ressuspendido em &gua destilada
estéril.

Qualidade erendimento do virus purificado

As preparagOes purificadas de BRMV foram avaliadas qualitativamente mediante
andlise do espectro de absor¢do nos comprimentos de onda de 220 a 340 nm. Foram
calculadas as razdes entre as absorcdes maxima e minima e as absor¢des medidas em 260 e
280 nm, quocientes que auxiliam na avaliacdo da pureza da solugdo viral. A concentragdo do
virus purificado foi estimada medindo-se a absor¢do a 260 nm e utilizando-se o coeficiente de

extingdo de 7 mg.ml™.cm™ determinado parao BRMV n&o fracionado (Ramirez et al., 1987).

Producéo de anti-soro

O virus purificado foi injetado em dois coelhos brancos, da raca Nova Zelandia, com
cerca de 30 dias de idade no inicio da série imunogénica. Apés a coleta de sangue para a
obtencdo do soro normal (pré-imune), foi realizada injegdo intravenosa com 1 mg de virus,
veiculado em solucdo salina estéril. Posteriormente, foram efetuadas 5 injecdes
intramusculares ou subcutaneas, com intervalos semanais, com quantidades variadas de
imundgeno (Tabela 1). A preparagdo vira foi emulsificada em igual volume de adjuvante
incompleto de Freund antes de cada injecdo intramuscular. Duas semanas ap0s a Ultima
injecdo, foi retirada amostra de sangue a partir da vela marginal da orelha do coelho, para a
verificagdo preliminar da qualidade e titulo do anti-soro. Cinco sangrias semanais adicionais
foram realizadas apds a sangriainicial.
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A especificidade de cada amostra semanal de anti-soro foi verificada em testes de
difusdo dupla em gel de agarose a 0,9% (p/v) em tris-HCI 0,02 M, pH 7,3, contendo NaCl a
0,85% (p/v) e azida sodica a 0,01% (p/v).

Absor ¢do do anti-soro com proteina total de feijoeiro

Tendo-se verificado necessaria, a absor¢do do anti-soro foi realizada conforme
descrito por Sperandio (1982). A fim de obter a‘proteinatotal’ de feijoeiro, foliolos sadios do
cultivar Ouro Negro foram triturados a seco, em almofariz, e o extrato coado em gaze tripla
A seguir adicionou-se cloroférmio ao extrato na proporcdo 1:2 (v/v), e a solucdo foi mantida
sob agitacdo constante por 10 min a4°C. Apos centrifugacéo a 700 g por 5 min, a fase aguosa
com a proteinatotal foi recolhida e armazenada a 4°C.

Para a absor¢cdo do anti-soro com a proteina total, aliquotas de 2 ml da solucéo de
proteina total foram misturadas com igual volume de anti-soro em tubos sorolégicos, e esta
mistura mantida em banho-mariaa 37°C por 1 hora. Os tubos foram agitados fregiientemente,
permanecendo um terco do tubo submerso, para formacdo de uma corrente de convecgao.
Essas diquotas permaneceram em repouso por uma noite a 4°C, e em seguida foram
centrifugadas a 3.800 g por 10 min, para remover do anti-soro os anticorpos inespecificos,
agora presentes no precipitado. O sobrenadante, constituindo o anti-soro absorvido, foi

armazenado a-20°C.

Andlise do anti-soro
O titulo e a especificidade dos anti-soros foram avaliados em ELISA indireto (Clark et

al., 1986). O titulo foi determinado utilizando-se dilui¢des 1:5.000, 1:10.000, 1:15.000,
1:20.000, 1:30.000, 1:40.000, 1:50.000, 1:60.000 e 1:70.000 de cada anti-soro em tampéao
PEP (Clark & Adams, 1977). Os extratos foliares foram diluidos 1:5 em tamp&o de extracéo
(Clark et al., 1986). Os resultados foram avaliados 25 min apés a adicdo do substrato, em
leitora Titertek Multiskan Plus MK 11, 2405 nm.

Para os estudos de interacdo entre 0 BRMV e o BCMV, utilizou-se anti-soro a estirpe
ATCC do BCMV, conservado a-20 °C.

Gama de hospedeir os
A determinacdo da gama de hospedeiros parcial do isolado de BRMV foi redizada
utilizando-se plantas de 22 espécies/cultivares, membros das familias Chenopodiaceae,

Cucurbitaceae, Solanaceae e Fabaceae (Tabela 2), selecionadas com base em referéncias
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bibliograficas (Gamez, 1982). Para cada espécie/cultivar foram inoculadas oito plantas, e duas
plantas foram utilizadas como testemunhas ndo inoculadas. Todas as plantas foram inoculadas
via extrato vegetal tamponado conforme descrito, e reinoculadas dois dias ap6s a primeira
inoculagcdo. A fonte de indculo consistiu de feijoeiros do cultivar Ouro Negro, apresentando
sintomas de infeccdo pelo BRMV. As plantas inoculadas foram mantidas em casa-de-
vegetacdo, e a presenca de sintomas foi avaliada visualmente 30 dias depois da inoculagdo. A
ocorréncia de infecgOes latentes foi verificada por meio de ELISA indireto, realizado com
amostras de todas as plantas que permaneceram assintométicas até o fim do periodo de

avaliacéo.

Transmissao por besouros

A transmissdo do isolado de BRMV pelo vetor foi testada utilizando-se besouros de
Cerotoma arcuata coletados em soja, em area do Campo Experimental Diogo Alves de Méello
(UFV). Esses besouros coletados no campo passaram por um periodo prévio de alimentacéo
em feijoeiros sadios ‘Ouro Negro’, com transferéncias sucessivas para assegurar que
estivessem aviruliferos (Meyer et al., 1992). Em seguida os insetos foram transferidos para
plantas de feijoeiro ‘Ouro Negro' infectadas com o BRMV, aonde foram mantidos por 48
horas (periodo de aquisicdo). A seguir foram transferidos para 6 novas plantas sadias de ‘ Ouro
Negro', depositando-se 3 insetos por planta. Os vasos foram sempre confinados a gaiolas
teladas e desta forma o0 acesso dos insetos as plantas foi garantido nas proximas 24 horas
(periodo de inoculacdo). Ao término desta fase, as plantas receberam inseticida (Imidacloprid)
e permaneceram em casa-de-vegetacdo para a avaliagcdo visua da presenca de sintomas. A
infeccéo viral foi comprovada por meio de ELISA indireto, realizado em todas as plantas.

Interacdo entre BRMV e BCMV

A fim de avaliar possiveis efeitos da infeccdo smples e mista pelo BCMV e o BRMV
em feijoeiro, plantas de ‘Ouro Negro' e ‘Novirex’ foram estabelecidas em vasos plésticos
grandes, contendo 10 kg de solo esterilizado, e inoculadas via extrato vegetal tamponado com
o BRMV, BCMV ou ambos. O experimento foi estabelecido segundo delineamento
inteiramente casualizado, constando de oito tratamentos: (i) plantas inoculadas apenas com o
BRMV; (ii) inoculagdo apenas com o BCMV; (iii) BRMV e BCMV inoculados
simultaneamente; (iv) inoculacdo do BRMV seguido do BCMV, ap6s 7 dias; (v) inoculacdo
do BRMV seguido do BCMV, apés 21 dias; (vi) inoculacdo do BCMV seguido do BRMYV,
apos 7 dias; (vii) inoculacdo do BCMV seguido do BRMV, ap6s 21 dias; e (viii) testemunha
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inoculada apenas com solucdo tamponada. A primeira inoculacdo foi realizada 8 dias apos a
emergéncia das plantulas. Cada tratamento foi composto por seis vasos com duas plantas,
num total de 12 plantas por tratamento, e os vasos distribuidos nas mesas aleatoriamente. As
plantas foram mantidas em casa-de-vegetacdo até 50 dias apls a primeira inoculacdo. Os
resultados foram avaliados em termos de nimero médio de vagens por planta e peso médio
das vagens produzidas por plantas. A fim de comprovar ainfec¢do de cada virus, ou dos dois
simultaneamente, nos diferentes tratamentos, foliolos de todas as plantas (0,5 a 1 g) foram
retirados cerca de uma semana antes da colheita e analisados em ELISA indireto. Os
resultados foram analisados por ANOVA (SAS Institute, EUA) e as médias dos tratamentos
comparadas com o teste de Tukey, a 5% de probabilidade.

RESULTADOS

Purificacdo do virus

O procedimento adotado possibilitou a obtencédo do virus purificado em rendimento e
pureza satisfatérios. O espectro de absor¢do do virus purificado nos comprimentos de onda
entre 220 e 340 nm mostrou-se tipico de uma nucleoproteina, cuja absor¢éo minima ocorreu
em 240 nm e amaxima em 259 nm (Figura 1). O rendimento médio calculado foi de 7,44 mg
de virugkg de folhas. As preparacBes virais purificadas apresentaram uma relacdo entre a
absorbancia a 260 nm e a 280 nm de 1,73, compativel com a descrita por Gamez (1972) para
0 BRMV néo fracionado.

Producéo, avaliacéo e tratamento dos anti-soros ao BRMV

Na avaliagdo inicial dos anti-soros retirados dos dois coel hos imunizados, efetuada em
testes de imunodifusdo dupla em gel, ndo se constatou banda de precipitado antigeno-
anticorpo entre o0 soro normal e extratos foliares de plantas sadias ou infectadas. Entretanto,
linhas de precipitacdo se formaram entre anti-soros e amostras de plantas sadias, indicando a
ocorréncia de reacdo inespecifica. A fim de remover os anticorpos contra proteinas da planta
sadia, foi realizada a absorcdo do anti-soro com proteina total de feijoeiro. Concluido o
tratamento, o anti-soro foi testado novamente por imunodifusdo, constatando-se reacéo
positiva restrita as plantas infectadas. A titulagdo dos anti-soros absorvidos foi realizada por
meio de ELISA indireto, verificando-se reacBes positivas na diluicdo méxima testada

(1:70.000) e nenhuma reacéo desses anti-soros diante de extratos foliares de plantas sadias.
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Gama de hospedeir os

As reacles das plantas de 22 espécies/cultivares, pertencentes a 4 familias botanicas,
inoculadas via extrato vegetal tamponado como o isolado de BRMV, estéo listadas na Tabela
2. Além da soja e do feijoeiro, o0 virus infectou apenas C. quinoa. Em C. quinoa, foram
observadas inicialmente lesdes clordticas nas folhas inoculadas, seguindo-se infeccdo
sistémica, com mosaico e distor¢do foliar (Figura 2A). Em soja e feijoeiro os sintomas
evidentes foram mosaico foliar e bolhosidades (Figuras 2B-F), e necrose do apice da planta.
As demais espécies testadas ndo manifestaram nenhum sintoma e foram negativas no ELISA,
confirmando-se assim sua condicdo de ndo hospedeiras do virus. Estes resultados estdo de

acordo com os dados na literatura parao BRMV (Gamez, 1982).

Transmissao por besouros

O BRMYV fai transmitido pelo besouro Cerotoma arcuata para plantas de feijoeiro
‘Ouro Negro’, gue apresentaram 0s mesmos sintomas observados em plantas inoculadas via
extrato vegetal tamponado. A transmissdo do isolado pelo besouro crisomelideo foi
confirmada em todas as plantas que apresentavam sintomas, mediante ELISA indireto. A
transmissdo ocorreu em 33,3% dos casos (duas plantas das seis que receberam os besouros

viruliferos).

Estudo deinteracdo entre BRMV e BCMV

A andlise estatistica ndo detectou interacdo significativa entre cultivares e tratamentos
(P = 0,05), porém detectou-se efeito significativo de cultivar e tratamento para as variaveis
analisadas (nUmero e peso de vagens por planta). A porcentagem de reducdo no peso das
vagens apresentou efeito significativo entre tratamentos, porém ndo significativo para a
interacdo entre tratamentos e cultivares. Dessa forma, a andlise foi realizada entre os
tratamentos em cada cultivar.

Embora ambas as variaveis testadas tenham levado a resultados semelhantes, a
varidvel “peso de vagens por planta’ permitiu diferenciar melhor os efeitos dos tratamentos
em comparacdo a variavel “nimero de vagens por planta’ (Tabela 3). O peso médio das
vagens produzidas pelas plantas sadias de ‘Novirex’ foi de 12,03 g. Quando as plantas
estiveram infectadas apenas com o BRMV, a reducdo foi de 65,17%, estatisticamente
significativa em relacdo a testemunha (Tabela 3). Infeccdo pelo BCMV causou reducéo de
13,05%, estatisticamente igual a testemunha. Os tratamentos em que a inoculagdo do BRMV

precedeu a do BCMV levaram a reducdes acentuadas e equivalentes entre si, de 67,6% e
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69,3%, em relacdo aquela observada quando apenas o BRMV foi inoculado (65,2%). Os trés
tratamentos diferiram estatisticamente da testemunha. Analogamente, os dois tratamentos nos
quais 0 BCMV foi inoculado antes do BRMV levaram a redugdes equivalentes aquela
observada quando apenas o BCMYV foi inoculado, de forma proporcional ao intervalo entre as
duas inoculagdes (maior quando o BRMV foi inoculado 7 dias apés o BCMV, e menor
guando o BRMV foi inoculado 21 dias apds). Em conjunto, os dados sugerem que apenas o
BRMV reduziu significativamente o peso das vagens no cultivar ‘Novirex'.

Para o cultivar Ouro Negro, os dois virus apresentaram efeito semelhante
(estatisticamente significativo) quanto inoculados de forma isolada ou simultanea, reduzindo
0O peso das vagens em 4458% (BRMV), 50,37% (BCMV) e 44,13% (ambos
simultaneamente). A inoculagdo do BRMV antes do BCMV levou a reducbes drésticas, de
90,34% (BCMYV sete dias apds) e 91,53% (BCMV 21 dias apos), em relacdo ao testemunha.
Em contraste, a inoculacdo do BCMV antes do BRMV causou reducdo equivalente a
observada na inoculacdo isolada ou simultanea dos dois virus. Em conjunto, os resultados
sugerem que ‘Ouro Negro' € suscetivel aos dois virus e que, neste cultivar, a infeccdo pelo
BRMYV seguidado BCMV leva a efeitos mais severos.

Plantas do cultivar Novirex inoculadas com os dois virus (simultaneamente ou com
intervalos de 7 e 21 dias) foram negativas para 0 BCMV em ELISA indireto. A porcentagem
de plantas positivas parao BRMV foi maior quando este foi inoculado antes do BCMV, tanto
aos sete quanto aos 21 dias (47 e 55,6%) (Tabela 4).

O BCMV n&o foi detectado em plantas do cultivar Ouro Negro inoculadas
simultaneamente com os dois virus. Entretanto, 60% destas plantas foram positivas para o
BRMV. Os maiores percentuais de plantas positivas para 0 BCMV (75% e 77,8%) foram
verificados em plantas nas quais este virus foi inoculado 7 ou 21 dias antes do BRMV,
respectivamente. O BRMV foi detectado em 14 e 7% das amostras quando inoculado 7 e 21
dias antes do BCMV, respectivamente. Entretanto, ndo foi detectado quando o BCMV foi
inoculado inicialmente. O maior porcentagem de plantas positivas para os dois virus (35,8%)
foi verificada em plantas inoculadas inicialmente com 0 BRMV seguido do BCMV ap6s 21

dias.

DISCUSSAO

Os resultados dos estudos iniciais de gama de hospedeiros, sorologia, microscopia
eletronica e eletroforese da proteina e &cido nucléico virais indicaram que o virus coletado em
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Cordisburgo em 2002 em feijoeiros Novirex € um comovirus (Torres et al., 2003). Ao
microscopio eletrdnico de transmissdo foram observadas inclusdes citoplasmaticas poligonais,
visualmente idénticas as relatadas para 0 Bean rugose mosaic virus e o “virus do mosaico-em-
desenho do feijoeiro”. A sintomatologia observada nas plantas infectadas das espécies
vegetais selecionadas foi a mesma descrita para a virose do mosaico-em-desenho/ BRMV por
Cupertino et al. (1991), Cupertino et al.(1982) e Gamez (1982). Em seguida verificou-se que
0 isolado é transmitido de forma circulativa por besouros crisomelideos, uma propriedade
excludente de potyvirus e begomovirus causadores de mosaico no feijoeiro. Finalmente, anti-
soro para BRMV reagiu com o isolado no ELISA e no teste de difusdo dupla em gel. Desta
forma, tornaram-se desnecessarias a identificacdo molecular e a afericdo de algumas
propriedades fisicas das particulas virais, umavez o virus purificado.

Embora bem sucedido o processo de purificagdo adotado, cujo intento principal foi
permitir preparar anti-soro de alta especificidade para este isolado de BRMV, estranhou-se a
dificuldade encontrada em obté-lo na forma pura. Sabe-se que comovirus como Sguash
mosaic virus e Bean pod mottle virus, e o proprio BRMV, ndo requerem cuidados maiores nas
purificacbes (Acosta et al., 1986; Galvez et al., 1977, Gamez, 1972; Martins et al., 1994).
Entretanto, com o isolado em estudo, foi preciso sofisticar o método e ndo se logrou separar
em gradiente de sacarose, nas etapas finais da purificacdo, os trés componentes (“top”,
“middle” e “bottom”), provavelmente presentes na preparacdo viral. Também ndo se
encontrou banda viral depois de 18 horas de ultracentrifugagdo isopicnica em CsCl. No
entanto, foi satisfatoria a preparacdo viral final, cujo espectro de absorbanciaem UV é tipico
de nucleoproteinas, dém de ter sido possivel preparar anti-soro especifico e de bom titulo
(1:70.000, ELISA indireto). Foi eficaz o método adotado de remocdo dos anticorpos
especificos para imundgenos celulares, porque ele conferiu ao anti-soro a especificidade
indispensavel, com a eliminacdo completa de qualquer reacdo inespecifica. A reatividade
inicial do anti-soro diante de extratos de folha sadia era esperada, visto que, verificada
invidvel a centrifugacdo de equilibrio em CsCl, ndo havia como remover moléculas protéicas
e nucleoproteinas de origem celular. Como esperado para 0o BRMV, o isolado tolerou bem a
precipitacdo em pH 5,0, que é reversivel para este virus, mas a qual ndo resistem particulados
de origem celular e talvez a maior parte dos virus ja purificados, que se tornam insolUveis. A
propésito, a tolerncia a este tratamento acrescenta as propriedades esperadas para um
comovirus.

A maneirapelaqual os patdgenos interagem com o suscetivel, e entre si, nas infeccdes

e no desencadeamento de prejuizos as plantas cultivadas, tem implicacBes importantes na
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avaliacdo dos danos finais as culturas, na identificaco das causas das doencas e na selecdo
adeguada das medidas de controle a adotar. As interacdes entre patdégenos sdo entendidas de
acordo com os efeitos decorrentes da acdo reciproca entre eles préprios, e dagueles que, em
separado ou conjunto, exercem sobre 0 hospedeiro. Os danos causados ao hospedeiro na
infeccdo mista podem ser maiores, menores ou iguais a soma dos prejuizos atribuidos a cada
patdgeno em infeccdo simples (Waller & Bridge, 1984).

Em ‘Novirex’, areducéo de peso das vagens diferiu significativamente da testemunha
em quatro tratamentos, e em ‘Ouro Negro’, em dois. No presente estudo, e de acordo com as
variaveis avaliadas, os percentuais de reducéo dependeram da espécie viral, da idade e da
sequéncia segundo a qua a planta foi infectada. ‘Novirex’ e ‘Ouro Negro' apresentaram
porcentagens de reducdo na producdo de vagens de 65% e 44%, respectivamente, na infeccao
simples pelo BRMV. Em estudo semelhante (Y okoyama, 2000), os maiores percentuais de
reducéo da producéo de feijoeiro ‘ Capixaba Precoce’ e Carioca infectados com o BRMV em
diferentes épocas foram de 54% e 57%, respectivamente, para plantas infectadas mais cedo
(14 dias apo6s a emergéncia), com reducdes muito menores nas inoculagdes aos 28 e 48 dias.
Costa (1983) relatou que o rendimento do feijdo ‘Rosinha G-2' decresceu 48% na infeccdo
simples pelo BRMV, e em 67% na infeccdo mista com o BCMV. Esses percentuais
assemel ham-se aos observados neste estudo, especialmente em ‘Ouro Negro’, que mostrou-se
igualmente suscetivel aos dois virus, e em que a infeccéo pelo BRMV seguida do BCMV
conduziu a prejuizos mais severos, de forma aditiva. Os dados obtidos neste trabalho néo
evidenciaram efeito sinérgico entre o BCMV e o0 BRMV, visto que, para tanto, os danos
causados pel os dois virus juntos deveriam ser maiores que a soma dos efeitos de cada qual em
infeccdo simples e sob as mesmas condi¢des. Entretanto, Martins et al. (1994) reporta
sinergismo em soja ‘ OCEPAR-4-lIguagcu’ quando inoculada simultaneamente com BRMV e 0
potyvirus Soybean mosaic virus (SMV), com base em uma reducdo de 83% no peso da
matéria seca e de 82% na érea foliar, em relacéo a testemunha néo inoculada. Os decréscimos
foram de apenas 61% e 52% para plantas inoculadas com BRMV e 68% e 62% com 0 SMV.
O autor atribuiu a ac8o sinérgica a necrose apical tendendo para necrose sistémica, que
ocorreu apenas naquele cultivar e nainfeccdo mista.

O peso de vagens das plantas testemunha do cultivar Novirex diferiu
significativamente das plantas inoculadas apenas com o0 BRMV. A isso se acrescente que
todas as vezes que 0 BCMV precedeu a0 BRMV na infeccdo de ‘Novirex’, as reducdes no
peso das vagens sempre foram menores do que nas plantas onde a infeccdo foi iniciada pelo

BRMYV e seguida pelo BCMV. Caso isso sgja confirmado em outro experimento, aimplicacdo
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serd de que este cultivar é tolerante ou resistente ao BCMV. Em contraste com o BCMV,
‘Novirex’ mostrou-se altamente suscetivel ainfeccéo pelo BRMV.

O cultivar Ouro Negro mostrou-se igualmente suscetivel tanto ao BRMV como ao
BCMV. Com a inoculagdo simulténea, efetuada nas folhas primarias, o nivel de dano
mostrou-se equivalente, numeérica e estatisticamente, aos provocados na infec¢do simples por
um ou outro virus e também nos dois tratamentos em que 0 BCMV antecedeu ao BRMV. Isso
contrasta com os dados dos tratamentos na ordem inversa, ou sgja, 0 BRMV antecedendo ao
BCMV, onde se verificou os dois maiores niveis de dano observados no experimento, 90% e
91%, e os Unicos significativamente diferentes em relacdo a testemunha. Em aparéncia, cada
um destes dois percentuais representa a adicdo dos danos ocasi onados pelos dois virus, agindo
em separado. Esse resultado indica que ‘Ouro Negro' é mais suscetivel ao BCMV que
‘Novirex'.

No teste de ELISA indireto feito em todas as plantas dos tratamentos onde os dois
virus estariam presentes, a fim de comprovar inoculacbes bem sucedidas, os maiores
porcentagens de plantas positivas (77%) foram encontrados em ‘Ouro Negro' para BCMV.
No entanto, no cultivar Novirex foi detectada somente a presenca do BRMV. Esta observagéo
reforca a hipétese de resisténcia desse cultivar ao BCMV.

As conclusdes gerais deste trabalho sdo: (i) todos os resultados obtidos confirmam a
identidade do isolado como BRMV; (ii) o roteiro de purificacéo viral adotado permitiu obter
anti-soros de alta especificidade para este isolado; (iii) o cultivar Novirex apresentou maior
porcentagem de reducéo de peso das vagens quando foi inoculado com BRMV, de forma
isolada ou antes que 0o BCMYV; (iv) ‘Ouro Negro’ sofreu reducdes pelo BRMV equiparadas as
ocasionadas pelo BCMV, sendo igualmente suscetivel aos dois virus, entretanto mostrou altas
porcentagens de reducéo (91%) quando o BRMV foi inoculado previamente ao BCMV;; e (V)
as porcentagens de reducdo de peso de vagens estéo relacionadas ao isolado viral, idade da

planta e sequiéncia de infeccéo.
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Tabela 1. Caendario das imunizacbes de coelhos realizadas com as preparacdes virais
purificadas do Bean rugose mosaic virus (BRMV).

Tipo deinjecdo Quantidade devirusinjetada ((1Q)
Semana Coelho 1 Coelho 2

12 Intravenosa ® 110 1000
28 Intramuscul ar 100 100
3k Intramuscul ar 150 150
42 Intramuscul ar 150 150
54 Intramuscul ar 200 )]

62 Intramuscul ar 200 )

®Retirados 20 ml de sangue para obtencao de soro pré-imune (“normal”).
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Tabela 2. Sintomas constatados em espécies/cultivares de plantas inoculadas via extrato
vegetal tamponado com o isolado do Bean rugose mosaic Vvirus.

Familia Espécie/cultivar Sintomas
Chenopodiaceae Chenopodium guinoa [lc/m*
Chenopodium amaranticolor -/-
Cucurbitaceae Cucumis sativus -/-
Solanaceae Nicotiana tabacum “White Burley” -/-
Fabaceae Glycine max
cv. Cristalina -/-
cv. Bossier [lc/mb
cv. Bragg -/mb
cv. Doko -/mb
cv.IAC 12 [lc/mb
cv. Davis [lc/mb

Phaseolus vulgaris

cv. Jalo [lc/m, na
cv. Ouro Negro [Ic/mb, na
cv. Manteigéo -Im

cv. Rainha -/m, na
cv. Carnaval -/mb, na
cv. Pérola -/-

cv. Novirex llc/m
cv. Turmalina -/mb

Vigna unguiculata

cv. Clay -/-
cv. Pitidba -/-
Vignaradiata -/-
Vigna umbellata -/-

* Os sintomas em folhas inoculadas/ndo inoculadas, 30 dias apds da inoculagdo, estdo
representados por: llc, lesdo local clorética; m, mosaico; mb, mosaico com bolhosidade; na,
necrose do apice; - auséncia de sintomas.

31



Tabela 3. Numero e peso de vagens por planta (média de seis plantas) obtidos de plantas de
feijoeiro Novirex e Ouro Negro inoculadas com BRMV e BCMV, em diferentes
combinagdes, em condi¢des de casa-de-vegetagéo.

NUmero de Peso de vagens/planta
Cultivar Tratamento vagens/planta
namero % red.** gramas % red.
Novirex BRMV 4,72 @b 32,95 4,19 cd 6517
BCMV 70 a 0,57 10,46 ab 13,05
Simultaneo 6,28 ab 10,79 8,89 abcd 26,10
BCMV-BRMV 7 dias 6,50 ab 7,67 6,38 bcd 46,97
BRMV-BCMV 7 dias 4,78 ab 32,1 3,89 d 67,66
BCMV-BRMV 21 dias 561 ab 20,31 937 abc 2211
BRMV-BCMV 21 dias 389 b 44,74 3,69 d 6933
Testemunha 704 a - 1203 a -
Ouro BRMV 436 ab 20,73 373 ab 44,58
Negro gemy 339 ab 383 334 ab 5037
Simultaneo 447 ab 18,72 376 ab 44,13
BCMV-BRMV 7 dias 283 ab 48,54 208 ab 69,09
BRMV-BCMV 7 dias 10 b 81,81 0,65 b 90,34
BCMV-BRMV 21 dias 314 ab 42,90 333 ab 50,52
BRMV-BCMV 21 dias 18 ab 67,27 0,57 b 91,53

Testemunha 556 a - 6,73 a -

* Médias seguidas pelas mesmas letras nas colunas, para a cada cultivar, ndo diferem
estati sticamente entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
** Porcentagem de reduca@o no nimero e no peso das vagens em relacdo a testemunha.
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Tabela 4. Porcentagem de plantas de feijoeiro Novirex Ouro Negro, positivas mediante teste
de ELISA indireto ao BRMV e BCMV.

Tratamentos BRMV (%) BCMV (%) BRMV/BCMYV (%)
cv. ‘Novirex’
Simulténeo 29,4 0 0
BCMV —BRMV 7 dias 27,8 0 5,6
BRMV —BCMV 7 dias 47,1 0
BCMV —BRMV 21 dias 22,2 0
BRMV —BCMV 21 dias 55,6 0 0
cv. ‘Ouro Negro’
Simulténeo 60 0 0
BCMV —BRMV 7 dias 0 75 0
BRMV —BCMV 7 dias 14,3 57,1 14,3
BCMV —BRMV 21 dias 0 77,8 11,1
BRMV —BCMV 21 dias 17,7 30,8 38,5
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Figura 1. Espectro de absorcéo de luz ultravioleta da preparacéo purificada de Bean rugose
mosaic virus (BRMV).



Figura 2. Sintomas em plantas hospedeiras inoculadas via extrato vegetal tamponado com o
isolado de BRMV. A. Mosaico e leve deformagéo foliar em Chenopodium quinoa.
B. Mosaico em desenho em Phaseolus vulgaris ‘Ouro Negro’; C. Mosaico suave
em P. vulgaris ‘Novirex’. D. Mosaico bolhoso em P. wvulgaris ‘Turmalina . E.
Mosaico em Glycine max ‘|AC-12'. F. Mosaico bolhoso e deformacéo foliar em G.
max ‘Doko’.

35



