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RESUMO

O feijao-caupi (Vigna unguiculata) € uma importante cultura utilizada por
pequenos agricultores da regiao Nordeste. Durante o cultivo, a ocorréncia de
doengas ocasionadas por virus constitui um fator limitante da producéo do fejao-
caupi. Destaca-se, dentre as doencas causadas por virus, o mosaico Severo,
causado pelo Cowpea severe mosaic virus (CPSMV), Cowpea aphid-borne
mosaic virus (CABMV) e o Cucumber mosaic virus (CMV). Um levantamento da
ocorréncia de viroses em campos de produgao de feijao-caupi nos municipios de
Bom Sucesso, Paulista e Pombal, no estado da Paraiba, foi realizado durante os
meses de agosto a dezembro de 2009 e fevereiro a maio de 2010. As
ocorréncias do CPSMV e CABMV foram observadas nos trés municipios
estudados em diferentes épocas, em infecgoes simples e mistas. Amostras de
folhas com sintomas de mosaico dourado negativas no teste sorologico foram
testadas por PCR e a presencga de Begomovirus foi confirmada. O CMV nao foi
detectado em nenhuma das regides analisadas.

Palavras-chave: Potyvirus; Comovirus, Cucumovirus; Begomovirus; detecgao
sorologica e biologica.
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ABSTRACT

The cowpea (Vigna unguiculata) is an important crop used by small farmers in
the Northeast of Brazil. During cultivation, the occurrence of diseases caused by
viruses is one factor limiting the cowpea production. It stands out among the
diseases caused by viruses, severe mosaic, caused by Cowpea severe mosaic
virus (CPSMV), Cowpea aphid-borne mosaic virus (CABMV) and Cucumber
mosaic virus (CMV). A survey of viruses in production fields of cowpea in Bom
Sucesso, Paulista and Pombal, in Paraiba State, was conducted during the
mouths august to december of 2009 and february to may of 2010. The
occurrences of CPSMV and CABMV were observed in three cities studied at
different times in single and mixed infections. Samples of leaves with golden
mosaic symptoms negative serologic test were tested by PCR and the presence
of Begomovirus was confirmed. CMV was not detected in any of the regions
studied.

Keywords: Potyvirus, Comovirus; Cucumovirus; Begomovirus; biological and
sorological detection.
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1 INTRODUGAO

O feijao-caupi (Vigna unguiculata (L.) Walp.), representa uma importante
cultura em diversas regides tropicais e subtropicais. Este tipo de feijao pode ser
chamado também de feijdo-macagar ou de macaga, feijao-de-corda, feijao-da-
coldnia, feijao-de-praia, feijao-de-estrada e feijao-miudo nas diversas regibes em
que é cultivado e consumido (FREIRE FILHO et al., 2005). O nome “Macassar’ €,
provavelmente, a designacdo mais antiga dada ao feijao-caupi no Brasil, onde,
utilizado, principalmente, como alimento basico de elevado valor protéico pelas
populagdes de baixa renda.

Em varios estados da regido Nordeste do pais, o feijdo-caupi representa a
principal cultura de subsisténcia, sendo, também, cultivado em alguns estados das
regides Centro-Oeste, Norte e Sul.

Dados disponiveis na FAO (2009) sobre a produgéo mundial de feijao-
caupi, no ano de 2007, indicam que a cultura atingiu 3,6 milhées de toneladas em
12,5 milhdes de hectares, destacando-se entre os maiores produtores a Nigéria, o
Niger e o Brasil.

De acordo com Silva (2009) a produgdo de feijdo-caupi no Brasil,
concentra-se nas regides Nordeste (1,2 milhdo de hectares) e Norte (55,8 mil
hectares), sendo cultivado, predominantemente, no sertao, semiarido da regiao
Nordeste e em pequenas areas na Amazonia.

O feijao-caupi contribui com 35,6% da area plantada e 15% da produgéao
de feijao total (feijao-caupi + feijao-comum) no pais. Anualmente, a produgéo € de
aproximadamente 482 mil toneladas em 1,3 milhdes de hectares. De acordo com
Silva (2009), a produtividade média do feijao-caupi, no Brasil, é baixa (366 kg ha™),
em fungédo do baixo nivel tecnolégico empregado no cultivo. No entanto, estados
como Amazonas, Goids, Mato Grosso do Sul e Mato Grosso apresentam
produtividades superiores a 1.000 kg ha™.

No estado da Paraiba, o feijdo-caupi € cultivado em quase todas as
microrregides, numa uma area de 186.151 hectares, com a produgéo de 62.018
toneladas ano™' e rendimento médio 382 kg ha™, ocupando o quarto lugar em area
plantada no Nordeste (IBGE, 2005). Assim, exerce efetiva participagdo na dieta
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alimentar da populagdo, por constituir-se em excelente fonte de proteinas e
carboidratos de baixo custo (SILVA; OLIVEIRA, 1993; IBGE, 2005).

De acordo com Santos et al., (2009) na regiao do Cariri do Brejo
Paraibano, as variedades de feijao-caupi mais cultivadas sdao Sempre Verde,
Canapu, Rabo de Peba, Galanjao resultantes de selegoes praticadas pelos
agricultores, o que favorece para a redugdo da produtividade na regiao.

Outros fatores que afetam a produtividade do feijao-caupi, € a incidéncia
de doencas infecciosas como as doengas de origem fungica, bacteriana e viral. De
acordo com Lima et al, (2005b) as doencgas ocasionadas por virus, sao
responsaveis pelos principais prejuizos.

O feijao-caupi pode ser naturaimente infectado por varias especies de
virus, pertencentes a diferentes géneros (HAMPTOM et al., 1997). Os principais
géneros de virus que infectam naturalmente o feijao-caupi no Brasil sao o
Comovirus: Potyvirus;, Cucumovirus € Begomovirus (LIMA et al., 2005a; PIO-
RIBEIRO et al., 2005). Assim, estudos acerca dos virus que infectam o feijao-caupi
sdo de grande importancia para que se possa determinar a sua ocorréncia e
posteriormente buscar medidas para minimizar as perdas causadas pelas doencgas

de origem viral.
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2 OBJETIVOS

2.1 Geral
Realizar um levantamento da ocorréncia de possiveis viroses na cultura do

feijao-caupi em trés regides produtoras no Semiarido paraibano.
2. 2 Especifico

« Identificar, entre as épocas (secas e/ou chuvosas), que apresenta maior

incidéncia de viroses na cultura do feijao-caupi.

14
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA
3.1 O Feijao-caupi

O feijao-caupi € uma planta dicotiledénea, tipicamente originada do oeste da
Africa pertencente a ordem Fabales, familia Fabacea, subfamilia Faboideae, tribo
Phaseoleae, subtribo Phaseolinea, género Vigna, subgénero Vigna, secgéo Catiang,
espécie Vigna unguiculata (L.) Walp. e subesp. unguiculata (FREIRE FILHO et al.,
2005).

De acordo com Freire Filho (1988), existem varias evidéncias de que o feijao-
caupi foi introduzido na América Latina, no século XVI, pelos colonizadores
espanhdis e portugueses, primeiramente nas colonias espanholas e em seguida no
Brasil, provavelmente no estado da Bahia. A partir da Bahia, o feijao-caupi foi levado
pelos colonizadores para outras areas da regiao Nordeste e para as outras regides
do pais.

O ciclo do feijao-caupi pode ser detalhado da seguinte forma: Ciclo
Superprecoce: maturidade até 60 dias apds a semeadura; Ciclo Precoce:
maturidade entre 61 e 70 dias apos a semeadura; Ciclo Médio: maturidade entre 71
e 90 dias apos a semeadura; Ciclo Médio-Precoce: maturidade entre 71 e 80 dias
apos a semeadura; Ciclo Médio Tardio: maturidade entre 81 e 90 apds a semeadura
e Ciclo Tardio: Maturidade alcangada a partir de 91 dias ap6s a semeadura (FREIRE
FILHO et al.,2000).

A planta de feijao-caupi & constituida de uma haste principal, da qual partem
ramos laterais, que emergem das axilas das folhas da haste principal. Existem
ramos primarios que se originam diretamente da haste principal, secundarios que se
originam dos primarios, e assim por diante, dependendo da morfologia da planta,
resultante do habito de crescimento, que podem ser classificados em tipos
determinado e indeterminado (CARDOSO et al., 2005).

Com relagdo ao porte das plantas, Freire Filho et al., (1981) determinaram
que existe quatro tipos principais de portes de feijao-caupi, havendo uma grande
variagao dentro de cada tipo. Séo os seguintes: Tipo 1: Ereto; Tipo 2: Semi-Ereto;
Tipo 3: Semiprostrado e Tipo 4: Prostrado.
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O feijao-caupi, em relagéo a outras culturas, & pouco melhorado. Entretanto,
possui uma ampla variabilidade genética para praticamente todos os caracteres de
interesse agronémico. Os trabalhos de melhoramento tem se concentrado
principalmente na resisténcia a doencas, em particular as causadas por virus, € na
produtividade (FREIRE FILHO et al., 1986; MIRANDA et al., 1992), provavelmente
isso se deve ao fato de que as doengas virais constituem o principal problema
fitossanitario da cultura.

Ao contrario do feijajo comum (Phaseolus vulgaris L) e de outras
leguminosas, o feijao-caupi adapta-se bem as adversidades climaticas e edaficas,
em virtude das suas caracteristicas de rusticidade e precocidade (DANTAS et al.,
2002). Por esse motivo, € uma cultura bem adaptada a regibes secas como € o caso
do Nordeste do pais. Nessa regido, o cultivo do feijao-caupi €, na sua maioria,
dependente de uma agricultura de sequeiro e do sistema de producdo de
subsisténcia em consorcio com outras culturas, como o milho (Zea mays L.) e a
mandioca (Manihot utilissima Pohl.), embora seja crescente o plantio da cultura em
condigdes de irrigagao (PINHO et al., 2005).

3. 2 Problemas fitossanitarios

Varios aspectos podem afetar a produgéo na cultura do feijao-caupi, entre
eles destacam-se as pragas e as doengas, que reduzem a produtividade, a
qualidade do produto, consequentemente, acarretam prejuizos econémicos €
sociais.

As doencas sdo frequentes na cultura, devido a varios fatores, como clima,
tratos culturais, irrigacéo, qualidade da semente, etc. Os insetos-praga possuem
também elevado potencial de danos, uma vez que além, do dano direto, algumas
espécies atuam como inseto-vetor, transmitindo e disseminando patoégenos, no
campo de forma eficiente (CAMARCO, 2007).

3. 2.1 Virus que infectam o feijao-caupi

De acordo Hamptom et al., (1997) existem pelo menos 20 espécies de virus

no mundo que podem infectar o feijao-caupi e, entre os principais que infectam essa
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cultura no Brasil, destaca-se o Cowpea severe mosaic virus (CPSMV), pertencente
ao género Comovirus; Cowpea aphid-borne mosaic virus (CABMV), pertencente ao
género Potyvirus, Cucumber mosaic virus (CMV), pertencente ao género
Cucumovirus e Cowpea golden mosaic virus (CGMV) pertencente ao género
Begomovirus (LIMA et al., 2005a; PIO-RIBEIRO et al., 2005).

3.2.1a - CPSMV

A doenca causada pelo CPSMV é o mosaico-severo, que vem sendo
observado em todas as regides do territério nacional onde o caupi € cultivado. E
uma doenca relatada desde 1947 nos estados americanos, também estar distribuida
geograficamente nos paises Trinidad, Porto Rico, El Salvador, Venezuela, Costa
Rica, Suriname e Peru (PIO-RIBEIRO et al., 2005).

O primeiro relato do virus do mosaico severo do caupi (CPSMV) no Brasil foi
realizado por Oliveira (1947) no Rio Grande do Sul. Desde entao, a distribuicao
deste virus alcancou todas as regides produtoras de caupi (LIMA et al, 2005b).
Varios isolados de CPSMV foram obtidos a partir de plantas de feijao-caupi
naturalmente infectadas e ja foram caracterizados, diferentes estados da regiao
Nordeste, destacando-se entre eles, CPSMV-CE, do Ceara, estudado no inicio da
década de 1970 (LIMA e NELSON, 1977), o CPSMV-PI, do Piaui (LIMA et al., 1998),
o CPSMV-PE, de Pernambuco (LIMA et al., 1998) e o CPSMV-MC, obtido da cv.
Macaibo imune a todos os outros isolados conhecidos (LIMA et al., 1992).

Essa virose & conhecida por mosaico-severo, em razdo da severidade de
sintomas evidenciados nas plantas infectadas, considerada uma das principais
doengas do feijao-caupi, sendo relatada em praticamente todos os Estados
produtores do Norte e Nordeste do Brasil. O primeiro isolado de CPSMV obtido no
Ceara por Lima e Nelson (1974, 1977), designado de CPSMV-CE mostrou sua
severidade em diversos genétipos de caupi, reduzindo em 86% a produtividade de
cultivares comerciais. De acordo com levantamentos efetuados por estes autores o
CPSMV foi o virus prevalecente sobre o feijao-caupi no Ceara, na década de 70.

O virus causador do mosaico severo do feijao-caupi (CPSMV), pertencente ao
género Comovirus, familia Comoviridae, possui genoma total de 9,73 Kb, bipartido,

constituido por duas moléculas de RNA de fita simples de senso positivo
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denominadas RNA 1 e RNA 2 com aproximadamente 6,0 Kb e 3,73 Kb
respectivamente (VAN REGENMORTEL et al., 2000). Ambas as moléculas de RNA
sd0 necessarias para a infecgdo. Além das particulas contendo as moléculas de
RNA, uma terceira particula, sem acido nucléico & produzida, cuja presenga e
concentragdo dependem da estirpe envolvida (PIO-RIBEIRO et al., 2005). As
particulas virais, quando observadas em microscopio eletronico, sdo aparentemente
iguais, apresentando morfologia isométrica, com aproximadamente 28nm de
diametro. Nas células infectadas, encontram-se trés tipos de particulas, geralmente
referidas como componentes B, M e T (VAN REGENMORTEL et al., 2000).

Os sintomas ocasionados pelo CPSMV em plantas de feijao-caupi sao
geralmente severos nas cultivares suscetiveis, incluindo modificagbes de cor e
habito de crescimento das plantas que séo geralmente visiveis em todos os 6rgaos
aéreos da planta. Os primeiros sintomas aparecem, normalmente, trés a quatro dias
apos a inoculagdo. Quando a infecgao ocorre em plantas jovens, os sintomas sao
drasticos e visiveis, causando inclusive necrose na extremidade superior do caule,
morte dos brotos terminais e queda prematura das folhas (PIO-RIBEIRO et al.,
2005).

De Acordo com Lima et al., (2005b) nas folhas, os sintomas manifestam-se
na forma de manchas cloréticas e necréticas, mosaico severo, distorcao foliar,
reducédo da lamina foliar, bolhosidade, clareamento de nervura, necrose sistémica e
morte de algumas cultivares. Consequentemente, os danos na produgao sé&o
bastante significativos, dependendo da cultivar envolvida e da época da inoculacéo.

O CPSMV apresenta uma larga variabilidade biologica (LIMA et al., 1998;
LIMA et al., 2005b), possuindo uma ampla gama de espécies hospedeiras,
especialmente dentro da familia Leguminosae, incluindo plantas nativas e cultivadas
(LIMA et al.,, 2005b). Dentre essas destacam-se a Canavalia brasiliensis Mart.
Ex.Benth, Canavalia ensiformis DC, Macroptilium  atropurpureum L.
(VASCONCELOS e LIMA, 1981), Canavalia rosea (sw) DC, Lupinus albus L., M.
panduratum Mart. Ex Benth., Phaseolus lunatus L., Sesbania sp. (CANER et al.,
1969), Centrosema pubescens Benth, Crotalaria juncea L., Pueraria sp., Vigna.
mungo L. (LIN et al., 1982), C. paulinea Schrank (LIMA et al., 2005a), Glycine max
(L.) Merril (SOUTO et al., 2002), M. lathyroides (L.) Urban (LIMA e NELSON, 1977),
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P. vulgaris L. (CUPERTINO et al., 1981), Psophocarpus tetragonolobus (L.) DC.
(KITAJIMA et al., 1979) e V. radiata (L.). R Wilezek (BRIOSO et al., 1996).

Experimentalmente, o CPSMV é de facil transmissao mecanica. Na natureza,
é transmitido de forma semi-persistente por varias espécies de coledpteros da
familia Chrysomelidae, destacando-se Cerotoma arcuata como mais importante
inseto transmissor do CPSMV no Brasil (PIO-RIBEIRO et al., 2005). Segundo Costa
e Batista (1979), o CPSMV pode ser transmitido por dez espécies de coledpteros do
género Cerotoma.

Quanto a transmissao por semente, embora existam informacgées que indicam
percentuais de transmissdo entre 3 e 10%, pesquisas desenvolvidas recentemente
indicaram auséncia de transmissdo do CPSMV dessa maneira (LIMA et al., 1989),
assim as sementes de caupi nao sao fontes de inéculo do virus.

Para o controle do mosaico severo recomenda-se inicialmente que medidas
preventivas sejam adotadas. Essas medidas envolvem a aplicagéo de inseticidas
visando a reducdo das populagdes dos insetos vetores (coledpteros da familia
Chrysomelidae) e consequentemente a diminuigdo da incidéncia da doenga (COSTA
et al., 1978). Tal medida tem se apresentado ineficaz no periodo chuvoso, quando a
planta cresce mais intensamente. O alto custo também tem desencorajado a adogao
do controle quimico dos vetores pelos agricultores. Em decorréncia disso, a
resisténcia genética tem sido apontada como a medida mais apropriada para o
controle do CPSMV (SANTOS et al., 1987; VALE e LIMA, 1995; UMAHARAN et al.,
1996; PAZ et al., 1999).

3. 2.1b — CABMV e Bean common mosaic virus (BCMV)

O mosaico do feijao-caupi, outra doenga que ocorre nesta cultura, é
ocasionado pelas espécies virais CABMV e o BCMV ambas pertencentes ao género
Potyvirus, Familia Potyviridae. Os potyvirus possuem particulas filamentosas e
flexuosas com aproximadamente 690-760 nm de comprimento por 11-13 nm de
diametro. O genoma é constituido por um RNA de fita simples, sentido positivo, com
aproximadamente 10.000 nucleotideos (VAN REGENMORTEL et al., 2000).

A ocorréncia do CABMV foi relatada em cultivos de amendoim (Arachis

hypogaea L.) intercalados com cultivos de feijao-caupi na Paraiba (PIO-RIBEIRO et
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al., 2000), onde verificaram a grande incidéncia dessa virose. Em diversas regiées
do Nordeste a maioria dos produtores nordestinos intercala o cultivo de amendoim
com o feijao-caupi, ou com o feijdo comum (P. vulgaris L.), ou ainda com o feijao-
fava (P. lunatus L.).

Plantas de feijao-caupi infectadas por Potyvirus apresentam sintomas de
mosaico foliar intenso, formado pela alternéncia de coloracdo verde na area do limbo
foliar, com areas cloréticas. Entretanto os sintomas podem variar dependendo da
estirpe (PIO-RIBEIRO et al., 2005), cultivar, e também da época e da forma de
inoculagao (LIMA et al., 2005b). Os potyvirus podem induzir a formagao de inclusées
citoplasmaticas, devido algumas proteinas se agregarem em células da epiderme de
plantas infectadas, formando estruturas com aspecto de catavento, tipicas do género
Potyvirus (VAN REGENMORTEL et al., 2000).

As especies de virus pertencentes ao género Potyvirus que infectam o feijao-
caupi podem ser experimentalmente transmitidas por inoculagdo mecanica, e em
condigbes de campo, a transmissdo ocorre por meio de sementes contaminadas e
por afideos de maneira nao-persistente, sendo estes, os principais vetores na
natureza (LIMA et al., 2005b).

Para o efetivo controle dessas doencas recomendam-se: emprego de
variedades resistentes; uso de sementes livres do virus e eliminagao de plantas
hospedeiras. Como medidas complementares, podem ser adotadas: plantio em
épocas de baixa populagao de vetores, e controle destes e ainda a protecao da
cultura com o uso de “barreira viva” (PIO-RIBEIRO et al., 2005).

3.2.1c - CMV

Outro virus capaz de infectar naturalmente o feijdo-caupi é o CMV,
pertencente a familia Bromoviridae e género Cucumovirus que ocasiona sintomas de
mosaico leve e manchas anelares sistémicas em algumas cultivares suscetiveis. O
CMV possui genoma do tipo RNA de fita simples, dividido em quatro segmentos. As
particulas virais sdo isométricas, com aproximadamente 30 nm de diametro (VAN
REGENMORTEL et al., 2000).

A transmiss&o do CMV pode ser mecanica por meio da inoculagao de extrato

vegetal de plantas infectadas em plantas sadias e por afideos de maneira nao-
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persistente, os quais se destacam as espécies Aphis gossypii € Myzus persicae
(PIO-RIBEIRO et al., 2005). A disseminagéo por sementes pode ocorrer em algumas
espécies de hospedeiros, com taxa de transmissibilidade entre 4 e 18% (LIMA, et al.,
2005b).

3.2.1d - CGMV

O CGMV é o virus causador do mosaico dourado do caupi. As plantas
infectadas apresentam mosaico amarelo-brilhante e a redugdo na produgdo pode
atingir até 75%. O CGMV é membro do género Begomovirus, familia Geminiviridae.
As especies deste género possuem genoma composto de dois segmentos de DNA.
Denominados de DNA-A e DNA-B que é responsavel pelas fungdes de replicacdo e
encapsidagao da progénie viral. O DNA-B contém os genes requeridos para o
movimento célula-a-célula e a longa distancia, além de estarem relacionados com a
gama de hospedeiros e o desenvolvimento dos sintomas (TIMMERMANS et al.,
1994).

O CGMV que ocorre no Nordeste ndo é transmitido mecanicamente, mas
naturalmente transmitido de maneira semi-persistente pela mosca-branca Bemisia
tabaci e artificialmente pela enxertia (LIMA et al., 2005b). No entanto, recentemente
tem-se constado um aumento da incidéncia das viroses ocasionadas por
Begomovirus. Estudos tém relacionado esse aumento ao surgimento e a
disseminagdo de um novo biétipo da mosca-branca. O biétipo B transmite os virus
mais eficientemente e apresenta uma gama de hospedeiros mais ampla que o
bidtipo A. Além disso, populagées do bidtipo B resistentes a inseticidas sdao mais
rapidamente selecionadas que no biétipo A (ASSUNCAO et al., 2006).

3. 2.1e — Infecgoes mistas

Além dos virus anteriormente citados ocorrerem isoladamente na cultura do
feijao-caupi, pode ser encontrado também infecgdes mistas, ou seja, mais de uma
espécie viral, levando a alteragées nos sintomas da doenca. Tais infecgdes mistas
podem ter um efeito antag6nico ou sinérgico. Os efeitos de infecgbes simples e

mistas por CABMV, Cowpea mottle virus (CMeV) e Southern bean mosaic virus
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(SBMV) foram avaliados por Kareem e Taiwo (2007) em trés cultivares comerciais
na Nigéria. Os efeitos de infecgcdes mistas nas cultivares de feijao-caupi foram a
reducao significativa no crescimento e desenvolvimento, resultando em um ataque
severo da infecgdo do virus no campo.

Embora, em muitos casos, haja correlacao entre o aumento da severidade
dos sintomas e o aumento da concentragao de, pelo menos, um dos virus, iSso nem
sempre ocorre. Em algumas combinag6es, um virus pode alcangar concentragoes
menores do que quando sozinho na planta, caracterizando um efeito antagonista
(LIMA et al., 2005b).

3. 2. 2 Pragas do feijao-caupi vetoras de virus

A cultura do feijao-caupi esta sujeita ao ataque de pragas durante todo o seu
ciclo produtivo, cujos danos variam de acordo com a suscetibilidade da planta e a
intensidade do ataque da praga. De acordo com o local de ataque na planta, as
pragas do feijao-caupi, podem ser agrupadas em: pragas subterraneas; pragas da
parte aérea (ramos, folhas e 6rgdos reprodutivos) e pragas dos graos armazenados.
Conforme (SILVA et al., 2005).

De acordo com Silva et al.,, (2005) as vaquinhas Diabrotica speciosa
(Coleoptera: Chrysomelidae) e Cerotoma arcuata (Coleoptera: Chrysomelidae), os
pulgdes Aphis craccivora (Hemiptera: Aphididae), A. gossypii (Hemiptera: Aphididae)
e A. fabaei, (Hemiptera: Aphididae) e a mosca-branca Bemisia tabaci (Hemiptera:
Aleyrodidae) sdo considerados importantes vetores de virus que infectam o feijao-
caupi.

Um dos maiores problemas ocasionados pelas vaquinhas D. speciosa e C.
arcuata é a sua capacidade de transmitir virus do mosaico severo do feijao-caupi
CPSMV, com taxas de transmissibilidade de 40% para ambas as espécies (SILVA et
al., 2005).

As espécies de pulgdes A. craccivora, A. gossypii e A. fabae comumente
encontradas no feijdo-caupi alimentam-se da seiva das plantas, provocando
encarquilhamento de folhas, injetam toxinas e podem atuar como vetores do CABMV
e CMV (SILVA et al., 2005).
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De acordo com GALLO et al.,, (2002) a mosca branca representa um dos
maiores problemas para a agricultura de uma forma geral. Até 1995, a mosca branca
(B. tabaci biotipo A) era a unica espeécie que causava danos a cultura do feijao-
caupi. Tais danos ocorriam, nao pela sua acao direta, mas, pela capacidade de
transmitir o virus do mosaico dourado do feijao-caupi CGMV. Em 1996, outro biétipo
de mosca-branca, biétipo B (Bemisia argentifolii), passou a constituir nAo somente
em mais um vetor do CGMV, mas também em um biétipo de mosca-branca mais
agressivo, causando danos diretos pela sucgao da seiva e indiretos pela injegao de

toxinas.

3. 2. 3 Plantas silvestres como hospedeiras de virus do feijao-caupi

Além de plantas cultivadas, muitas espécies de plantas invasoras sao
consideradas hospedeiras alternativas de Begomovirus em varios paises, inclusive
no Brasil e, supostamente, constituem fonte potencial de virus no campo. As
espécies relatadas geralmente pertencem as familias botanicas Malvaceae,
Euphorbiaceae e Fabaceae (MORALES e ANDERSON, 2001).

As plantas silvestres podem desempenhar importante papel na sobrevivéncia
e na epidemiologia dos virus que infectam o feijao-caupi, atuando como
reservatorios naturais e alternativos, durante os periodos de entressafra. Muitos
virus possuem plantas silvestres como hospedeiras alternativas, que funcionam
como fonte inicial de in6culo, a partir das quais os vetores naturais levam virus para
plantas de feijao-caupi (LIMA et al., 2005b).

Lima e Nelson (1977) enfatizaram a importancia de Macroptilium lathyroides
na sobrevivéncia do CPSMV e Lima e Gongalves (1988) identificaram a planta
manjerioba (Senna alata) com potencial reservatério dos Potyvirus que infectam o
feijao-caupi no nordeste brasileiro. Como pode-se observar, as doencas de plantas

causadas por virus sao amplamente disseminados
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4 MATERIAL E METODOS
4.1 Epocas de coletas das amostras

Baseado nos potenciais produtivos da cultura do feijao-caupi encontrados nos
municipios de Bom Sucesso, Paulista e Pombal, estes foram selecionados para o
levantamento da ocorréncia de viroses.

Foram realizadas coletas de amostras foliares de plantas de feijao-caupi
exibindo diferentes sintomas de mosaico e deformacao foliar (Figura 1), em cultivo
irrigado (época seca) e em cultivo de sequeiro (época chuvosa), sendo a época, a
regido de origem e o sistema de cultivo descritos na Tabela 1. Além de amostras de
feijao-caupi, no municipio de Pombal em cultivo de sequeiro foram coletadas plantas
silvestres, situadas nas proximidades e dentro de plantio de feijao-caupi, com

sintomas de mosaico dourado.

Figura 1. Diferentes sintomas observados em plantas de feijao-caupi
provenientes de diferentes regiées produtoras.
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4. 2 Coleta de amostras foliares com sintomas de viroses provenientes de

municipios produtores de feijao-caupi

As amostras foliares coletadas foram acondicionadas em sacos plasticos,
sendo transferidas para o interior de caixas de isopor e mantidas refrigeradas até o
momento do envio para o laboratério de Fitopatologia da Universidade Federal de
Campina Grande — UFCG, Campus de Pombal — PB.

Tabela 1. Meses de coleta de amostras, localidade das regides produtoras e
numero de amostras de feijao-caupi coletadas com sintomas de viroses.

Meses de Coleta Localidade Numero de amostras
' coletadas
Epoca da seca Cultivo irrigado

Agosto Bom Sucesso 51
Outubro Paulista 50
Dezembro Pombal 33
Sub Total 134
Epoca das chuvas Cultivo de Sequeiro

Marcgo Bom Sucesso 20

Abril Paulista 28

Maio Pombal 85

Sub Total 83
Total 217

4. 3 Preservacgao do material coletado “in vitro”

Parte das amostras foliares dos isolados coletados foram cortadas em finas
tiras e colocadas no interior de placas de Petri sobre uma camada de cloreto de
calcio e papel de filtro, sendo mantidas em dessecador contendo silica gel, durante
sete dias a 4°C. Apds esse periodo o armazenamento das folhas dessecadas foi
efetuado em pequenos frascos preparados com uma camada de silica gel no fundo,

sobreposta com algodao e papel filtro. Os frascos foram vedados, etiquetados e
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armazenados a -20°C (BOS, 1977). Dessa forma pdde ser preservada a
infectividade viral dos isolados. Outra parte foi enviada para o Laboratorio de
Virologia Vegetal da Universidade Federal do Ceara — UFC para a analise

sorolégica.

4. 4 Identificagao sorologica

As amostras foram testadas por “enzime linked immunosorbent assay” Elisa
(indireto) (ALMEIDA e LIMA, 2001) contra anti-soros especificos para CPSMV,
CABMV, CMV e Potyvirus provenientes da soroteca do Laboratério de Virologia
Vegetal/UFC.

Extratos de plantas reconhecidamente infectadas pelo CPSMV, CABMV e
CMV e extratos de folhas sadias, usadas como testemunhas positivas e negativas
respectivamente, foram preparados em tamp&o de carbonato (pH 9,6, 0,015 M de
Na,COs, 0,035 M de NaHCO3 e 0,007 M de dietilcarbamato) na propor¢ao de 1:10
(p/v). Pogos de placas de ELISA foram cobertos com 100 pl dos extratos e, em
seguida, as placas foram recobertas com papel aluminio e incubadas em geladeira
(4 °C) por um periodo entre 12 e 18 horas (over night). Ap6s o periodo de incubagao
as placas foram submetidas a uma lavagem rapida seguida de trés lavagens
consecutivas com intervalos de trés minutos com PBS-Tween 20 (0,8% de NaCl,
0,02% de KH,PO4 0,11% de Na;HPO4 0,02% de KCl e 0,05% de Tween-20), e mais
uma lavagem rapida com agua destilada. Aos pocos foram adicionados
individualmente 100 pl de anti-soro especifico para CABMV e CMV na diluicao de
1:1.000, em tampéo de anti-soro (0,5 M de polivinil pirrolidona, 2% de ovalbumina,
0,003 M de azida de sodio, 0,17% de dietilditiocarbamato) previamente absorvido
com extrato de folhas de caupi sadio, visando remover possiveis anticorpos reativos
com proteinas de plantas (ALMEIDA e LIMA, 2001). As placas foram novamente
recobertas com papel aluminio e incubadas a 37 °C por uma hora. Ap6s o periodo
de incubacgéo as placas foram submetidas a mais trés lavagens com PBS-Tween e
agua destilada e preenchidos com 100 pl de imunoglobulina (IgG) de cabra, Anti-lgG
de coelho, conjugada a fosfatase alcalina, diluida na propor¢cao de 1:2.000, em
tampao contendo 0,5 M de polivinil pirrolidona, 2% de ovalbumina e 0,003 M de

azida de sodio. As placas foram incubadas novamente em estufa a 37 °C durante
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uma hora e, ap6s trés lavagens com PBS-Tween e uma com agua destilada, foram
adicionados, em todos os pogos usados, 100 pl do substrato p-nitrofenil fosfato de
sédio na concentragdo 0,5 mg/ml dissolvido em tamp&o contendo 12%
dietanolamina e 0,25% de azida de sodio, pH 9,8. As reagoes foram observadas aos
30 e 60 minutos na leitora de ELISA Labsytems Multiskam MS, utilizando-se o
comprimento de onda de 405 nm. De acordo com o critério adotado no Laboratério
de Virologia Vegetal da UFC, baseado em recomendacbes de Almeida e Lima
(2001), foram consideradas positivas as reagoes que correspondem ao dobro dos
valores médios das absorbancias registradas para os extratos de plantas sadias,

usadas como testemunhas.

4. 5 Analise molecular

Sabe-se que a analise sorologica permite a identificac&o de virus dos géneros
Potyvirus, Comovirus e Cucumovirus em feijao-caupi. Entretanto a deteccao de
Begomovirus somente pode ser realizada por meio da analise molecular, para isso
parte das amostras negativas na analise sorologica foram submetidas a analise

molecular.

4. 5.1 Extracao de DNA

A extracido de DNA foi realizada de acordo com o protocolo descrito por
Dellaporta et al., (1983). Folhas com sintomas de infecgcao pelo CGMV e folhas
sadias de Macroptilium lathyroides, foram usadas como testemunhas positivas e
negativas respectivamente. O procedimento foi realizado da seguinte maneira:
pequenos fragmentos de tecidos foliares de amostras de feijao-caupi e plantas
silvestres com sintomas de mosaico dourado foram coletados e colocados
individualmente em tubos de microcentrifuga de 1.5 ml. Foram adicionados 500 ul
de tampao de extragdo, onde procedeu-se a trituragao do material vegetal com o
auxilio de pistilo plastico. Para promover o rompimeto celular e liberagao do acido
nucléico foram acrescentados 33 ul de SDS 20%, onde procedeu-se a agitagao por
dois minutos e incubagdo por dez minutos a 65 °C. Apés a incubagdo, foram

adicionados 160 ul de acetato de potassio 5 M, onde procedeu-se a agitagao por
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dois minutos e posterior centrifugagdo por dez minutos a 14000 rpm. Os
sobrenadantes foram coletados e transferidos para um novo tubo onde foi
adicionado um volume de Isopropanol, agitando-se em vortex. Posteriormente foi
realizada a centrifugagao por dez minutos a 14000 rpm. Os sobrenadantes foram
cuidadosamente removidos e descartados. Ao pellet foram adicionados 500 ul de
etanol 70% e em seguida foi centrifugado por cinco minutos, sendo removido o
sobrenadante. O pellet foi seco a temperatura ambiente por 20 minutos e

ressuspendido com 150 ul de agua ultrapura.

4. 5. 2 Amplificagdo por Reagio de Polimerizacao em Cadeia (PCR)

Na reagdo de polimerizagdo em cadeia (PCR) foram utilizados 2 uL de DNA
total extraido: 5 uL de tampao Gotaq Flexi (5x) Promega; 2,5 uL de MgCI2 (25mM);
0,5 uL de cada um dos oligonucleotideos especificos para o componente B de
Begomovirus (Tabela 2), 0,2 uL da enzima Gotaq Flexi polimerase 0,25 ul de
mistura de desoxinucleotideo trifosfatado dGTP, dATP, dCTP, dTTP e agua Mili Q
tratada com DEPC completando o volume de 25 pl. A reagao foi efetuada em um
termociclador ‘Eppendorf Mastercycler Gradient'.

As condigdes da reagdo para os oligonucleotideos PBLv 2040 e PCR C1
foram as seguintes: 94 °C por trés minutos, 29 ciclos de amplificagdo a 94 °C por um
minuto, 53 °C por um minuto e 72 °C por dois minutos, proporcionando,
respectivamente, desnaturagdo, anelamento dos oligonucleotideos e a extensao,
seguida da extensao final a 72 °C por sete minutos.

Os produtos da PCR, juntamente com o marcador molecular de um kb Ladder
foram visualizados em gel de agarose 1%, em tamp&o TBE (0,1 M Tris HCI; 0,1M de
acido borico e 0,02 mM de EDTA pH 8,3) e corado com 0,1 pl/ml de brometo de
etideo. O gel foi observado em aparelho transiluminador sob luz ultravioleta, e foto

documentado, para analise.
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Tabela 2. Sequéncia nucleotidica dos oligonucleotideos utilizados nas reacdes de
PCR para detecgao de Begomovirus.

Nome Sequéncia Nucleotidica 5’ — 3’ Referéncia
PBLv 2040 5 GCTCTGCAGCARTGRTCKATCCTTCATACA 3 Rojas et al.,
(1993)

PCR C1 5 CTAGGTGCAGCATATTTACRARWATGCCA 3

4. 6 Teste de gama de hospedeiros

O teste de gama de hospedeiros foi realizado em casa de vegetacao
localizada no Centro de Ciéncias e Tecnologia Agroalimentar da Universidade
Federal de Campina Grande — UFCG.

Amostras foliares coletadas, analisadas e positivas em sorologia para os virus
testados foram selecionados e submetidas a estudos de gama de hospedeiros que
foram realizados através de inoculagdes mecanicas em plantas indicadoras. Foram
utilizadas diversas espécies vegetais dentre as familias botanicas Chenopodiaceae,
Fabaceae e Solanaceae.

As espécies vegetais utilizadas na gama de hospedeiros foram semeadas
individualmente em vasos contendo solo esterilizado, mantendo-se quatro plantas
por vaso. As inoculagoes foram realizadas logo ap6s o aparecimento do primeiro par
de folhas verdadeiras, usando-se como inoculo extrato vegetal obtido das amostras
foliares de plantas de feijao-caupi apresentando sintomas de mosaico, deformacao
foliar e bolhosidade e que apresentaram resultados positivos em sorologia,
preparado em solugdo tampao 0,06 M de fosfato de potassio pH 7,5. A
sintomatologia foi observada por um periodo de 30 dias apos a inoculagao.

O estudo envolveu as seguintes espécies de plantas indicadoras:
Chenopodium amaranticolor, C. murale, C. quinoa, Nicotiana benthamiana L., N.

tabacum, e as cultivares de feijao-caupi “Macaibo” e Nova Era.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5. 1 Ocorréncia de viroses nos municipio produtores de feijao-caupi em cultivo

irrigado (época das secas)

No decorrer das coletas realizadas em diferentes municipios produtores de
feijao-caupi situadas no semiarido paraibano, no periodo das secas (agosto a
dezembro de 2009) foram analisadas 134 amostras por meio de testes sorolégicos
de Elisa indireto. O levantamento da ocorréncia de viroses no feijao-caupi irrigado
revelou a presenga dos virus CPSMV e CABMV em 105 amostras em infecgoes
simples e mistas (Tabela 3).

No més de agosto na regido de Bom Sucesso — PB, foram coletadas e
analisadas 51 amostras, sendo a presenga do CPSMV e CABMV detectada em
infecgdes simples e mistas em 35 amostras. O CABMV foi detectado em 12 das 51
amostras analisadas, e a presenga do CPSMV foi constatada em nove amostras,
enquanto infecgdes mistas entre estes virus foram constadas em 14 das 51
amostras. O CMV nao foi detectado em nenhuma das amostras analisadas (Tabela
3).

A segunda regiao analisada foi a de Paulista — PB no més de outubro onde
observou-se um aumento significativo no nimero de plantas com infeccao mista em
relagdo aos resultados obtidos da coleta realizada na regiao de Bom Sucesso. Apos
a analise sorologica de 50 amostras de feijao-caupi coletadas nesta regido, reacoes
contra anti-soros especificos para tais virus em infecgoes simples foram observadas,
sendo a presenga do CABMV detectada em dez das 50 amostras analisadas,
enquanto o CPSMV foi observado em cinco amostras. Infecgdes mistas foram
observadas em 29 amostras. Similarmente aos resultados obtidos na regiao de Bom
Sucesso, nao foi detectada na analise sorologica a presenca do CMV em nenhuma
das amostras coletadas em Paulista — PB (Tabela 3 e Figura 2).

No més de dezembro, 33 amostras foram coletadas e analisadas na regiao
de Pombal — PB onde reacgdes positivas para CPSMV e CABMYV foram observadas
em 26 amostras em infeccbes simples e mistas. Nesta regiao, o CABMV foi
encontrado em 20 amostras, enquanto o CPSMV foi detectado em cinco das 33

amostras analisadas, e em apenas uma amostra foi detectada infec¢ao mista entre
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estes virus, novamente o CMV nao foi detectado (Tabela 3 e Figura 2).

Predominancia de plantas de feijao-caupi com sintoma de mosaico dourado foram

observadas no campo.

Tabela 3. Levantamento da ocorréncia de viroses em trés municipios produtores de feijao-
caupi no semiarido paraibano em cultivo irrigado no periodo de agosto a dezembro de 2009.

Numero de Amostras com

Numero e Porcentagem de Amostras virus e Porcentagem de
Incidéncia
Sem Infecgcao

Local Avaliadas Infectadas Infecgao Mista CMV CPSMV CABMV
Bom Sucesso 51 35(68,62) 16 (31,37) 14 (27,45) - 9(17,64) 12(23,52)
Paulista 50 44 (88,00) 6(12,00) 29 (58,00) - 5(10,00) 10 (20,00)
Pombal 33 26 (78,78) 7 (21,21) 1(3,03) - 5(15,15) 20 (60,60)
Total 134 105 (78,36) 29 (21,64) 44 (32,84) - 19 (14,17) 42 (31,33)

5. 2 Incidéncia de viroses nos municipios produtores de feijao-caupi em cultivo

irrigado

A incidéncia de viroses foi observado nos trés municipios produtores de
feijao-caupi analisadas.. Apesar das 134 amostras coletadas estarem sintomaticas,
em 29 amostras (21,64%) nao foi constatado as presencas de nenhum dos virus
analisados (Tabela 3 e Figura 3). Fernandes et al., (1993) observaram a incidéncia
de viroses em feijao-caupi na avaliagdo comportamental e adaptabilidade de

cultivares e linhagens no Rio Grande do Norte.
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interferéncia dos potyvirus PRSV-W e ZYMV na transmissao do CMV por A. gossypii
e M. persicae para abobrinha de moita (Cucurbita pepo L.) foi verificada por PINTO
(2003) que sugeriu que a interferéncia pode ser a causa da baixa incidéncia do CMV
nas amostragens realizadas, uma vez que O PRSV-W e/ou o ZYMV estiveram

presentes em todas as avaliagoes.
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Figura 3. Porcentagem de incidéncia de viroses no feijao-caupi em cultivo irrigado no
periodo de agosto a dezembro de 2009.

5. 3 Ocorréncia de viroses nos municipios produtores de feijao-caupi em

cultivo de sequeiro (época das chuvas).

Visando verificar a ocorréncia e incidéncia de viroses no feijao-caupi, em
cultivo de sequeiro (periodo das chuvas) compreendido entre os meses de marco a
maio de 2010, foram coletadas e analisadas 83 amostras provenientes das trés
localidades produtoras de feijao-caupi citadas na Tabela 1.

De acordo com os resultados obtidos na analise sorolégica, o CPSMV e o
CABMYV foram detectados em 54 amostras em infecgdes simples e mistas. Na regiao
de Bom Sucesso, foram coletadas e analisadas por Elisa indireto 20 amostras,

sendo a presenga do CPSMV e CABMV detectada em infecgbes mistas em 18

33



amostras. Infeccao simples do CPSMV foi observada em nove amostras das 20
amostras analisadas, enquanto que o CABMV foi verificado em apenas uma amostra
proveniente desta regido. Resultados negativos foram observados em duas

amostras, mesmo estas estando sintomaticas no campo (Tabela 4 e Figura 4).

Tabela 4. Levantamento da ocorréncia de viroses em trés municipios produtores de
feijao-caupi no semiarido paraibano em cultivo de sequeiro no periodo de margo a
maio de 2010.

Numero de Plantas

Numero e Porcentagem de Amostras Infectadas por Virus

Sem Infeccao
Local/Més Avaliadas Infectadas Infeccao Mista CMV CPSMV CABMV
Bom Sucesso 20 18 (90,00) 2(10,00) 8 (40,00) 9 (45,00) 1 (5,00)

Paulista 28 24 (85,71) 4(14,28) 15(53,57) -  2(7.14) 7(25,00)
Pombal 35 12 (34,28) 23(6571) 0(00 - 6(17.,14) 6(17,14)
Total 83 54 (65,06) 29 (34,93) 23(27,71) - 17(20,48) 14(16,86)

No més de abril, na regido de Paulista — PB foram coletadas um total de 28
amostras com sintomas tipicos de infec¢ao por virus, sendo que ap6s a analise
sorologica, 24 delas amostras apresentaram reagao para o CPSMV e CABMV em
infeccdes simples e mistas. Sendo o CPSMV constatado em apenas duas amostras,
enquanto o CABMV foi detectado em sete amostras das 28 analisadas. Foram
verificadas infeccbes mistas em 15 amostras. Resultados negativos no teste
sorolégico foram observados em quatro amostras analisadas nesta regido (Tabela 4
e Figura 4).

Em 35 amostras coletadas e analisadas no més de maio na regiao de
Pombal — PB, foram observadas reagdes positivas em seis delas para o CPSMV e
seis positivas paro o CABMV. Igualmente ao periodo das secas, o CMV novamente

nao foi constatado no periodo das chuvas (Tabela 4).
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Figura 4. Ocorréncia de viroses no feijao-caupi em cultivo de sequeiro no periodo de margo
a maio de 2010.

5. 4 Incidéncia de viroses nas regioes produtoras de feijao-caupi em cultivo de

sequeiro

Assim como no sistema de cultivo irrigado, no cultivo de sequeiro (época das
chuvas) foram observados a ocorréncia e o grau de incidéncia das viroses no feijao-
caupi nas trés regioes produtoras analisadas. A presenga do CMV nao foi
constatada em nenhuma das amostras analisadas, entretanto Lima et al., (2005b)
relataram no Brasil, a infeccao simultanea de CABMV e CMV, reduzindo
significativamente a producdo de graos sendo constatado em varios estados de
Ceara, principalmente nas areas produtoras do municipio de Brejo Santo, onde
experimentos de campos com dez cultivares resistentes apresentaram infeccao
dupla causada por CABMV e CMV, manifestando sintomas de mosaico, nanismo,
necrose foliar e baixa produgao de graos.

O levantamento realizado na época das chuvas revelou a maior
predominancia do CPSMV, que foi detectado em 17 (20,48%) das 83 amostras
analisadas (Tabela 4 e Figura 5). Isto provavelmente & devido a maior concentragao

de coleopteros nesta época do ano, uma vez que O CPSMV é transmitido
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naturalmente de forma semi-persistente por varias espécies de coledpteros da
familia Chrysomelidae, destacando-se Cerotma arcuata como a mais importante no
Brasil (P1O-RIBEIRO et al., 2005). Segundo Costa e Batista (1979), o CPSMV pode
ser transmitido por dez espécies de coledpteros do género Cerotoma e de acordo
com Freitas et al., 2002, os picos populacionais de espécies de colebpteros sao

registrados em épocas mais imidas do ano.
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Figura 5. Porcentagem de incidéncia de viroses no feijdo-caupi em cultivo de sequeiro no
periodo de marco a maio de 2010.

Menor incidéncia do CABMV foi observada no cultivo de sequeiro sendo
detectado em 14 (16,86%) amostras entre as 83 analisadas (Tabela 4). Isto se deve,
provavelmente, a baixa populagao do inseto vetor no campo, que possiveimente,
nao atingindo um alto nivel de populacional, pelo fato de ocorrer nessa época do ano
precipitagdes pluviais, 0 que exerceu um papel regulador sobre as populagoes dos
afideos, afetando principalmente sua movimentagao. Segundo Trumble (1982) e
Lourengo e Pinto (1988), a precipitacdo € um importante fator na reducao
populacional dos pulgées.

Entretanto, considerando o nivel epidemiol6gico, do CABMV, que estaria

sendo perpetuado na regido através das sementes produzidas pelos proprios
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produtores. Estas evidéncias demonstram a falta de conhecimento e informagéo por
parte dos produtores locais que utilizam as sementes contaminadas de plantios
sucessivos, pratica que permite a disseminagdo e a perpetuagao da doenga no
campo.

Alta incidéncia de infeccdes mistas entre o CABMV e CPSMV foram
constatadas tanto no periodo da seca, quanto na época das chuvas nesta regido. Do
total de 83 amostras analisadas no sistema de cultivo de sequeiro, infeccoes mistas
foram verificadas em 23 amostras (27,71%) (Tabela 4 e Figura 5), em relacao ao
cultivo irrigado onde foram verificadas 44 amostras (32,84%) (Tabela 3 e Figura 4).

As viroses vegetais causadas por infecgao mista de dois ou mais virus nao

relacionados sdo conhecidas desde a década de 20. Em infecgdes mistas entre
dois ou mais virus, frequentemente, ocorre o fendomeno de sinergismo, onde a
severidade dos sintomas & maior do que a adigao dos efeitos dos virus isolados
(COLARICCIO et al., 1991). Muitos casos de sinergismo envolvem espécies do
género Potyvirus. Exemplos classicos incluem a interagdo do Potato virus X (PVX)
com varios potyvirus, incluindo Potato virus Y (PVY), Tobacco vein mottling virus
(TVMV) e Tobacco etch virus (TEV), infectando espécies de Nicotiana e diversas
outras solanaceas. Nesses casos, 0 aumento da severidade dos sintomas e
relacionado com um aumento do acumulo do PVX, nao havendo aumento ou
decréscimo da concentracao do potyvirus (VANCE, 1991).

Normalmente, plantas com infecgdo mista exibem sintomas mais severos do
que aqueles observados em infecgdes isoladas (LIMA et al., 2005b). De acordo com
Taiwo et al., (2007) infecgdo mista tem implicagoes biolégicas, epidemiologicas e
econémicas pois podem ocorrer relagoes sinérgicas ou antagoénicas, levando a
alteracdes nos sintomas da doenca, alteragbes na movimentagao sistémica dos
virus e aumento ou diminuigdo da concentragcao dos virus na planta. As
consequéncias do sinergismo entre virus, resultando em doenca diferente, com
sintomas mais severos, ja foram relatadas por Calvert e Ghabrial (1983) e Poolpol e
Inouye (1986) em outras culturas.

Ramos et al., (2003) verificaram o efeito da interacao de infecgbdes mistas em
abobrinha ‘Caserta’ quando inoculada com ZYMV e WMV, exibiu sintomas mais

severos que os exibidos pelos mesmos virus inoculados separadamente.
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Em estudos sobre a interacao sinérgica entre PRSV e PLYV, constatou-se
que plantas de mamoeiro infectadas somente com PRSV apresentam sintomas de
mosaico com deformacdes foliares. Plantas inoculadas apenas com PLYV
apresentam clorose sistémica sem deformacao foliar, enquanto que plantas
inoculadas com os dois virus exibem sintomas bastante severos, constituidos de
clorose, amarelecimento, redugdo de crescimento, necrose sistémica e morte de
50% das plantas, indicando assim, uma forte interagao sinérgica, entre PRSV e
PLYV (LIMA et al., 1993).

Na cultura do feijao-caupi as infecgdes multiplas causadas por quatro a cinco
viroses foram também observadas, mas aquelas infeccbes mistas causadas por
duas viroses foram mais prevalecentes (SHOYINKA et al., 1997) como foi
observado no presente trabalho.

Em 29 amostras (34,93%) sintomaticas, coletadas no cultivo de sequeiro,
nao foram constatados virus apos as analises sorologicas (Tabela 4 e Figura 4). @)
mesmo foi verificado no cultivo irrigado (Tabela 3 e Figura 2). Essa grande
quantidade de amostras analisadas e negativas nos testes sorolégicos realizados
nos periodos secos e chuvosos constitui um fato interessante na incidéncia de
viroses, uma vez que as amostras analisadas quando no momento da coleta
apresentavam sintomas tipicos de mosaico e deformacao foliar. Isto pode ser
atribuido a ocorréncia de outras viroses, para qual ndo haviam anti-soros disponiveis
na analise sorologica, sendo que o feijao-caupi pode ser infectado por outros virus
além do CABMV, CPSMV e CMV (LIMA et al., 2005a; PIO-RIBEIRO et al., 2005).

5. 5 Ocorréncia de Begomovirus em feijao-caupi e em plantas silvestres

Devido ao grande numero de amostras negativas para os virus CPSMV,
CABMV e CMV nos testes sorolégicos durante os periodos secos € chuvosos, um
total de dez amostras sendo feijao-caupi (cinco amostras) e plantas silvestres (cinco
amostras) coletadas em maio na regiao de Pombal, foram submetidas a
amplificacdo de DNA viral via PCR utilizando-se os oligonucleotideos degenerados
PCR c1 e PBL1 v 2040 para amplificagdo do segmento de DNA B de virus do

género Begomovirus.
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Como pode ser observado na Figura 6, trés das cinco amostras de feijao-
caupi, juntamente com as amostras de plantas silvestres analisadas puderam ser
amplificadas pelos oligonucleotideos degenerados. O fragmento resultante da
amplificagdo foi de aproximadamente 550 pb correspondente ao componente B para
espécies do género Begomovirus. Esta informagao esta em concordancia com Lima
et al., (2005b) que analisando o DNA genémico do CGMV, isolado de feijao-caupi no
Nordeste brasileiro, observaram a presenga do fragmento de 0,5 kb na amplificagao
do DNA B e fragmento de 1,2 kb usando os oligonucleotideos PAL1v1978 e
PARc496 para o componente A.

A deteccdo de begomovirus foi verificada em plantas silvestres do género
Sida spp., vulgarmente chamada de “relogio”, as quais foram coletadas nas
proximidades do feijao-caupi na regido de Pombal. Além de plantas cultivadas,
muitas espécies de plantas invasoras sdo consideradas hospedeiras alternativas de
begomovirus em varios paises, inclusive no Brasil e, supostamente, constituem a
fonte potencial de virus no campo. As espécies relatadas geralmente pertencem as
familias botanicas Malvaceae, Euphorbiaceae e Fabaceae (MORALES e
ANDERSON, 2001). O controle de plantas daninhas nas areas de cultivo de feijao-
caupi ndo &, ainda, uma pratica adotada na regiao, o que favorece a ocorréncia de
doencgas provocadas por virus.

ASSUNCAO et al., (2006) verificando a ocorréncia de begomovirus em
diversas espécies de plantas invasoras provenientes dos Estados de Alagoas,
Pernambuco e Bahia, observaram que todas as amostras que apresentavam
sintoma de mosaico amarelo, deformacéo do limbo foliar e redugdo do crescimento
apresentavam-se infectadas com begomovirus. Segundo estes mesmos autores,
plantas invasoras podem funcionar como fontes de inoculo de begomovirus para
plantas cultivadas e que a erradicagéo dessas plantas das areas de cultivo deve ser
uma medida adotada visando a redugao da incidéncia dessas viroses.

De acordo com Fernandes (2009), apés a introducdo do biétipo B de
Bemisia tabaci no Brasil, a transferéncia de begomovirus presentes em hospedeiros
naturais ndo cultivados para as espécies vegetais cultivadas tornou-se possivel
devido ao amplo espectro de hospedeiros deste bidtipo. No Brasil, estudos
realizados através de coletas de plantas daninhas com sintomas tipicos de

begomovirus, submetidas a realizagédo de testes de deteccao, identificagcado da
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espécie presente e a inoculagdo de begomovirus provenientes de espécies vegetais
cultivadas em plantas daninhas selecionadas demonstraram que estas podem se
constituir em fonte de virus durante a entressafra (BOITEUX et al., 2003 e ROCHA
et al., 2003).

A detecgcado de begomovirus que infectam plantas invasoras é a etapa inicial
para se chegar a importantes informagdes sobre aspectos ecolégicos e evolutivos a
respeito desses virus. Assim, esse resultado contribui na elucidagéo da possibilidade
desses isolados poderem infectar plantas cultivadas de importancia para a regiao do

semiarido paraibano, como o feijao-caupi.

Figura 6. Padrao eletroforético obtido pelos oligonucleotideos PCR c1 e
PBLv 2040 em PCR. (M: Marcador de peso Molecular; 1. Planta de M.
lathyroides infectada utilizada como controle positivo; 2, 3, 4, 10 e 11:
Isolados de feijao-caupi; 5, 6, 7, 8 e 9: isolados de plantas silvestres e 12:
Planta de feijao-caupi sadia).

5. 6 Teste de Gama de Hospedeiros

No estudo de gama de hospedeiros, foram analisados isolados provenientes
de Paulista, coletados na época das chuvas que foram positivos nos testes
sorologicos para CPSMV e CABMV, sendo estes individualmente transmitidos por
inoculagdo mecanica de plantas infectadas para plantas sadias de diferentes
familias e/espécies ou/cultivar (Tabela 5).

Foi observado a presenca de lesdes locais cloréticas (LLC) nas espécies da

familia Chenopodiaceae e a auséncia de sintomas nas espécies da familia
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Solanaceae, em inoculacdes realizadas com CPSMV e CABMV (Tabela 5 e Figura

7).
Tabela 5 - Reacdes sintomatologicas observadas em plantas
inoculadas com isolados de CPSMV e CABMV provenientes da regiao
de Paulista

Sintomas

Familia/Espécie/Cultivar CPSMV CABMV
Chenopodiaceae
Chenopodium murale LLC LLC
C. amaranticolor LLC LLC
C. quinoa LLE LLC
Solanaceae
Nicotiana benthamiana L SS SS
N. tabacum SS SS
Leguminosae
“Macaibo” SS ML
“Nova Era” MS BO, MS

SS - sem sintoma, LLC — Lesdes Locais Cloréticas, BO — bolhosidade,

ML - mosaico leve, MS - mosaico severo.

Nas plantas da cultivar “Nova Era’ inoculadas com o isolado CPSMV, os

sintomas surgiram nas folhas mais jovens, inicialmente exibindo clareamento das

nervuras e mosqueado sistémico resultando em mosaico severo. Entretanto quando

inoculado em plantas da cultivar “Macaibo” as mesmas ndo apresentaram reagao

em conformidade com os isolados de CPSMV relatados no Brasil (Tabela 5 e Figura

8), dos quais o primeiro isolado do virus obtido foi designado de CPSMV-CE
proveniente do Ceara (LIMA e NELSON, 1977). Varios outros isolados de CPSMV
foram obtidos em plantios de caupi naturalmente infectados: CPSMV-PI isolado no
estado do Piaui (LIMA et al.,1986); CPSMV-PE isolado no estado de Pernambuco;
CPSMV-PR isolado de soja, no estado do Parana (BERTACINI et al., 1998 ). Os

isolados CPSMV-MC foram assim designados por infectarem a cultivar “Macaibo”,

imune aos demais isolados até entdo obtidos no Brasil (LIMA et al., 1992).
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Figura 7: Reacgbes observadas nas hospedeiras inoculadas
com isolados de CABMV e CPSMV: Lesdes Locais Cloréticas
em Chenopodium. murale (A), C. amaranticolor (B) e C.
quinoa (C).
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Diferentes estirpes ou isolados virais foram registradas e se distribuem por
todas as regides produtoras de feijao-caupi no Brasil, causando uma gama de
sintomas diversificados, que dificulta agrupa-las em graus de severidade.
Comparacao bioldgica de diferentes isolados de CPSMV foi realizada por Camargo
(2007) onde relatou que os estudos envolvendo gama de hospedeiros e genotipos
exerceram papel fundamental na diferenciacéao dos isolados do CPSMV.

O isolado de CABMV proveniente de Paulista causou os mesmos sintomas

nas hospedeiras diferenciadoras, entretanto foi observado o sintoma de mosaico

leve e mosaico severo nas cultivares “Macaibo” e “Nova Era”, respectivamente
(Tabela 5 e Figura 9).

Figura 8: Reagdes observadas nos genétipos de feijao-caupi “Macaibo” (A) e Nova
Era (B) inoculados com o CPSMV.

Figura 9: Reacbes observadas nos genoétipos de feijao-caupi “Macaibo” (A) e Nova
Era (B) inoculados com o CABMV.
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Este estudo trata-se da primeira referéncia sobre a ocorréncia e incidéncia de
viroses na regidao de Pombal, Bom Sucesso e Paulista localizada no sertao
paraibano. Conforme informacdes da Empresa de Assisténcia Técnica e Extensao
Rural/EMATER-PB esta regido abrange nove municipios entre eles Cajazeirinha,
Condado, Coremas, Lagoa, Paulista, Pombal, Sdo Bentinho, Sdo Domingos e Vista
Serrana.

Como esse problema fitossanitario foi detectado, torna-se imprescindivel a
criagdo de estratégias de manejo e controle preventivo de viroses na cultura do
feijao-caupi. Inicialmente deve-se informar a comunidade produtora local, sobretudo
quanto a ocorréncia, sobrevivéncia e modo de disseminagao destas viroses, bem
como a necessidade da introducdo de cultivares selecionados com bom nivel de

resisténcia.
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6 CONCLUSOES

Com base nos resultados obtidos no decorrer desta pesquisa, avaliando a

ocorréncia de viroses em diferentes municipios e épocas de cultivo de feijao-caupi

no semiarido paraibano, pode-se concluir que:

Os virus CPSMV e CABMV foram detectados em todas os municipios
analisados;

Os virus CPSMV, CABMV foram detectados em cultivos de feijao-caupi nas
épocas seca e chuvosa no sertao paraibano;

Maior incidéncia dos virus CPSMV, CABMV ocorreu em cultivo irrigado
(época seca);

Houve ocorréncia de Begomovirus em feijao-caupi e nas plantas silvestres do
Género Sida sp.;

N3o foi detectada a ocorréncia do CMV nas amostras analisadas em nenhum

dos municipios e/ou nas diferentes épocas de cultivo.
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