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RESUMO

Plantas de feijao-vagem do cultivar Novirex apresentando mosaico e enrolamento de vagens, sem deformacéo foliar
evidente, foram coletadas em 2002 em Cordisburgo, MG. Estudos preliminares identificaram o virus como um isolado do
Bean rugose mosaic virus (BRMV). Este trabalho relata a caracterizagio do isolado, por meio de producdo e avaliagdo de
anti-soro, determinagdo da gama de hospedeiros, estudo da transmissido do virus por besouros crisomelideos e estimativa
de perdas em feijoeiro como resultado de infecg@o isolada ou em conjunto com o Bean common mosaic virus (BCMV). O
roteiro adotado para purificag@o possibilitou a obtenc¢do de virus purificado em rendimento satisfatorio para a producdo de
anti-soro. A titulagdo dos anti-soros foi realizada por ELISA indireto, obtendo-se reagdes positivas com a dilui¢do maxima
testada (1:70.000). Das 22 espécies vegetais utilizadas na gama de hospedeiros, foram infectadas plantas de Chenopodium
quinoa ¢ alguns cultivares de feijao e soja, conforme esperado para o BRMV. O isolado de BRMV foi transmitido pelo
besouro crisomelideo Cerofoma arcuata a uma taxa de 33,3%. A infeccdo simples de feijao ‘Ouro Negro’ e de feijao-vagem
‘Novirex’ levou a uma redugdo do peso das vagens por planta de 3,4% e 84,9%, respectivamente. Infec¢do mista do BRMV
com 0 BCMYV levou a uma redugdo do peso de vagens por planta de até¢ 70,1% para ‘Novirex’ e de até 90,8% para ‘Ouro
Negro’.

Palavras-chave adicionais: feijao, feijio-vagem, Bean rugose mosaic virus.

ABSTRACT
Characterization of a Bean rugose mosaic virus (BRMYV) isolate from Minas Gerais, and yield loss estimate in beans
upon single infection and double infection with BCMV

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 virus as an isolate of Bean rugose mosaic virus
(BRMYV). This work reports on the characterization of the isolate, including its purification and production of a polyclonal
antiserum, determination of a partial host range, vector transmission, and an estimate of yield losses due to single or mixed
infection with 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. From
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 and leaf distortion of varying
intensity, as expected for BRMV. The isolate was transmitted by Cerotoma arcuata to 33.3% of the inoculated plants. Single
infection of ‘Ouro Negro’ and ‘Novirex’ beans caused a reduction in the total weight of pods per plant of 3.4% and 84.9%,
respectively. Mixed infection with BCMV caused a reduction of pod weight per plant of up to 70.1% in ‘Novirex’ and up
t0 90.8% in ‘Ouro Negro’.

Additional keywords: common bean, Bean rugose mosaic virus.

INTRODUCAO relatado pela primeira vez na Costa Rica (Gamez, 1972). No

Brasil, doenga com sintomatologia similar foi denominada de

O mosaico rugoso do feijoeiro, causado pelo Bean mosaico-em-desenho e o seu agente de “virus do mosaico-em-
rugose mosaic virus (BRMV; Comoviridae, Comovirus), foi desenho do feijoeiro”. O primeirorelato do mosaico-em-desenho

ocorreu em Sao Paulo (Camargo et al., 1969), e posteriormente
“Parte da Dissertagdo de Mestrado do primeiro autor. Universidade no Distrito Federal (Kitajima ez al., 1980) e nos estados do
Federal de Vigosa. 2004. Parana (Bianchini et al., 1985), Minas Gerais e Goias (Anjos
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et al., 1986). Lin et al. (1981), baseando-se no agrupamento
dos comovirus em cinco sorogrupos (Fulton & Scott, 1977),
propuseram a reclassificag@o do “virus do mosaico-em-desenho
do feijoeiro” como uma estirpe do BRMV. Estimativas de perdas
causadas pelo BRMV em feijoeiro indicam que a doenga pode
adquirir consideravel importancia economica sob condigdes que
lhe sejam favoraveis, com redugdo de produtividade de até 59%.
Maiores redugdes no rendimento da cultura ocorrem em infecgdes
precoces (14 dias apds o plantio) e sob condi¢des de infecgo mista
com outro(s) virus (Anjos et al., 1994; Bianchini & Bergamin Filho,
1994; Costa, 1983; Martins et al., 1994).

A gama de hospedeiros do BRMYV esta restrita a espécies
de Chenopodiaceae e Fabaceae (Cupertino et al., 1991; Gamez,
1972; Gamez, 1982). Esse virus ¢ transmitido naturalmente por
besouros crisomelideos, como Cerotoma arcuata ¢ Diabrotica
speciosa (Coleoptera: Chrysomelidae) (Costa et al., 1981; Fulton
& Scott, 1977; Martins et al., 1994). Nao ¢ transmitido via semente
em feijoeiro ou soja (Galvez ef al., 1977; Gamez, 1972; Martins
et al., 1994; Sperandio, 1982), mas ¢ facilmente transmitido via
extrato vegetal tamponado.

O BRMV pertence ao género Comovirus da familia
Comoviridae (Le Gall et al., 2005). O genoma dos comovirus
¢ composto de duas moléculas de RNA de fita simples, sentido
positivo, encapsuladas separadamente em particulas icosaédricas
com didmetro 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 mosaico leve, sem ocorréncia de
deformacao foliar. O virus foi identificado inicialmente comoum
comovirus por meio de observagdes em microscopio eletronico
de transmissdo, determinag@o da massa molecular das proteinas
componentes do capsideo viral e do comprimento dos RNAs
genomicos. O resultado positivo obtido no ELISA indireto com
anti-soro ao virus (cedido pelo Prof. E.W. Kitajima, Escola
Superior de Agricultura Luiz de Queiroz, Universidade de Sao
Paulo, Piracicaba, SP) confirmou a identidade do isolado. Esse
foi o primeiro relato de infecgdo de feijoeiro pelo BRMV em
Minas Gerais em 17 anos.

O presente trabalho objetivou determinar a gama
de hospedeiros deste isolado de BRMV, produzir anti-soro
especifico ao virus, e estimar as perdas em feijoeiro devido a
infecgdo simples ou mista com o Bean common mosaic virus
(BCMV; Potyviridae, Potyvirus).

MATERIAL E METODOS

Manutencio do isolado viral

O isolado de BRMV obtido por Torres et al. (2003)
foi mantido e multiplicado em feijoeiros ‘Ouro Negro’, por
meio de inoculagdo via extrato vegetal tamponado preparado
a partir da trituragdo de folhas trifoliadas jovens com sintomas,
em tampdo fosfato de potassio 0,1 M pH 7,2, contendo sulfito
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de sodio a 0,1%. As plantas infectadas foram mantidas em
condi¢des de casa-de-vegetagdo. O indculo recorrente consistiu
de fragmentos recortados de foliolos sintomaticos jovens, que
foram dessecados a 4°C e mantidos a -20 °C dentro de pequenos
frascos lacrados contendo silica-gel.

O isolado de BCMYV, utilizado no experimento de
estimativa de perdas, pertence a estirpe ATCC (American Type
Culture Collection, EUA) e foi adquirido comercialmente. O
isolado foi mantido e multiplicado em feijoeiros ‘Preto 153’ da
mesma forma descrita acima para o BRMV.

Purificaciio do virus

Folhas de feijoeiros ‘Ouro Negro’ infectados pelo
BRMYV foram homogeneizadas, entre 15 e 30 dias apos a
inoculagdo, na proporgdo 1:2 de folhas para tampdo fosfato
de potassio 0,1 M pH 7,5, contendo sulfito de sodio 0,5%,
e filtradas em gaze dupla. Em seguida foi adicionado
ascorbato de sédio até a concentragdo final de 0,5%, e o
extrato foi centrifugado a 4.000 g por 10 min. O sobrenadante
foi clarificado com cloroférmio e n-butanol nas concentragdes
finais de 2,5% e 8%, respectivamente, sob forte agitacdo. A
emulsdo foi centrifugada a 4.000 g por 10 min, recolhendo-se
a fase aquosa. Em seguida o virus foi precipitado por meio da
adic@o de polietilenoglicol 6.000 a uma concentragdo final de
6%, com a mistura mantida sob agitagdo constante durante 60
min. Seguiu-se centrifugagdo a 7.800 g por 10 min. O virus no
sedimento foi solubilizado em tampao fosfato de potassio 0,05
M pH 7,5, contendo EDTA 0,01 M e sulfito de sodio 0,5%,
seguindo-se nova centrifugagdo a 7.000 g por 10 min. O virus
foi reprecipitado ajustando-se o pH para 5,0 com acido acético
10%. Apds uma hora em repouso, o precipitado resultante foi
recolhido por centrifugacgo a 4.000 g por 10 min. Em seguida
o virus foi solubilizado em tampdo fosfato de potassio 0,2
M pH 7,5, uréia 0,5 M e Triton X-100 0,1% e centrifugado
a 7.000 g por 10 min, descartando-se o sedimento. O virus
foi concentrado mediante ultracentrifugagdo a 58.000 g por
165 min. O “pellet” foi ressuspendido em tampao fosfato de
potassio 0,05 M pH 7,5, seguindo-se centrifugagdo a 4.000 g
por 10 min. Por fim, realizou-se segunda ultracentrifugacao,
a 58.000 g por 165 min, ¢ o “pellet” foi ressuspendido em
agua destilada estéril. As preparagdes purificadas foram
avaliadas qualitativamente mediante analise do espectro de
absor¢do entre 220 ¢ 340 nm.

Producio de anti-soro

O virus purificado foi injetado em dois coelhos brancos
da raga Nova Zelandia, com cerca de 30 dias de idade. Apos
a coleta de sangue para a obtengdo do soro normal (pré-
imune), foi realizada uma injecéo intravenosa com 1 mg de
virus, veiculado em solucdo salina estéril. Posteriormente
foram efetuadas cinco injegdes intramusculares, com
intervalos semanais, com 100, 150, 150, 200 ¢ 200 pg de
virus. A preparagdo viral foi emulsificada em igual volume
de adjuvante incompleto de Freund antes de cada injecdo
intramuscular. Duas semanas apds a ultima injecdo foi
retirada amostra de sangue a partir da veia marginal da
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orelha, para a verificagdo preliminar da qualidade e titulo do
anti-soro. Cinco sangrias semanais adicionais foram realizadas
apos a sangria inicial. A especificidade de cada amostra semanal
de anti-soro foi verificada em teste de difusdo dupla em gel de
agarose (0,9%) em tris-HC1 0,02 M pH 7,3, contendo NaCl
0,85% e azida de sodio 0,01%.

Absorcao do anti-soro com proteina total de feijoeiro

A absorgio do anti-soro foi realizada conforme descrito
por Sperandio (1982). A fim de obter um extrato de proteina
total de feijoeiro, foliolos sadios do cultivar Ouro Negro foram
triturados a seco em almofariz. O extrato foi coado em gaze
tripla, adicionando-se em seguida cloroférmio na proporgao 1:2
(v/v). A solugdo foi mantida sob agitagdo constante por 10 min
a 4 °C. Apos centrifugacdo a 700 g por 5 min, a fase aquosa
com a proteina total foi recolhida e armazenada a 4 °C.

Para a absor¢do do anti-soro, aliquotas de 2 ml da
solucdo de proteina total foram misturadas com igual
volume de anti-soro em tubos sorologicos, e esta mistura foi
mantida em banho-maria a 37 °C por 1 hora. Os tubos foram
agitados freqlientemente, permanecendo um tergo do tubo
submerso, para formagdo de uma corrente de convecgdo.
Essas aliquotas 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 anti-corpos inespecificos
presentes no precipitado. O sobrenadante, constituindo o
anti-soro absorvido, foi armazenado a -20 °C.

Anailise 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 diluigdes 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 tampdo PEP (Clark &
Adams, 1977). Os extratos foliares foram diluidos 1:5 em
tampao de extragdo (Clark et al., 1986). Os resultados foram
avaliados 25 min apos a adi¢cdo do substrato, em leitora
Titertek Multiskan Plus MK II, a 405 nm.

Gama de hospedeiros

A determinacdo da gama de hospedeiros parcial do
isolado de BRMYV foi realizada utilizando-se plantas de 22
espécies/cultivares, membros das familias Chenopodiaceae,
Cucurbitaceae, Solanaceae e Fabaceae (Tabela 1). Foram
inoculadas oito plantas de cada espécie/cultivar, e duas plantas
foram utilizadas como testemunhas ndo inoculadas. Todas
as plantas foram inoculadas via extrato vegetal tamponado
conforme descrito anteriormente, e reinoculadas dois dias
apos a primeira inoculagdo. A fonte de indculo consistiu de
folhas de feijoeiro ‘Ouro Negro’ infectadas pelo BRMV. As
plantas inoculadas foram mantidas em casa-de-vegetagdo,
e a presenca de sintomas foi avaliada visualmente 30 dias
apos a inoculagdo. A ocorréncia de infec¢des latentes foi
verificada por meio de ELISA indireto, realizado em todas
as plantas que permaneceram assintomaticas até o final do
periodo de avaliagao.
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TABELA 1 - Sintomas constatados em espécies/cultivares de
plantas inoculadas via extrato vegetal tamponado com o isolado do
Bean rugose mosaic virus

Familia Espécie/cultivar Sintomas
Chenopodiaceae Chenopodl:um quinoa . llc/m*
Chenopodium amaranticolor -/-
Cucurbitaceae Cucumis sativus -/-
Solanaceae Nicotiana tabacum “White Burley” -/-
Fabaceae Glycine max
cv. Cristalina -/-
cv. Bossier llc/mb
cv. Bragg -/mb
cv. Doko -/mb
cv. IAC 12 llc/mb
cv. Davis llc/mb
Phaseolus vulgaris
cv. Jalo llc/m, na
cv. Ouro Negro llc/mb, na
cv. Manteigdo -/m
cv. Rainha -/m, na
cv. Carnaval -/mb, na
cv. Pérola -/-
cv. Novirex llc/m, ev
cv. Turmalina -/mb
Vigna unguiculata
cv. Clay -/-
cv. Pititiba -/-
Vigna radiata -/-
Vigna umbellat a /

*Sintomas em folhas inoculadas/ndo inoculadas, 30 dias apds a
inoculagdo: ev, enrolamento das vagens; llc, lesdo local clordtica; m,
mosaico; mb, mosaico com bolhosidade; na, necrose apical; - auséncia
de sintomas.

Transmissao por besouros

A transmissdo do isolado de BRMV pelo vetor foi
testadautilizando-se espécimes de Cerotoma arcuatus Olivier
(Coleoptera, Chrysomelidae) coletados em soja, em area do
Campo Experimental Diogo Alves de Mello, Universidade
Federal de Vigosa (UFV). Os besouros passaram por
um periodo prévio de alimentagdo em plantas sadias de
feijjoeiro ‘Ouro Negro’ com transferéncias sucessivas,
para assegurar que estivessem aviruliferos. Em seguida
os insetos foram transferidos para plantas de feijoeiro
‘Ouro Negro’ infectadas com o BRMV, nas quais foram
mantidos por 48 horas (periodo de aquisigdo). A seguir
foram transferidos para 6 novas plantas sadias de ‘Ouro
Negro’, depositando-se 3 insetos por planta. Os vasos
foram mantidos no interior de gaiolas teladas e desta
forma o acesso dos insetos as plantas foi garantido nas
proximas 24 horas (periodo de inoculagdo). Ao término
desta fase, as plantas foram pulverizadas com inseticida
(Imidacloprid), permanecendo em casa-de-vegetagdo para
a avaliacdo visual da presenga de sintomas. A infecgdo
viral foi comprovada por meio de ELISA indireto,
realizado em todas as plantas.
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Estimativa de perdas em feijoeiro devido a infeccdo pelo
BRMY e BCMV

A fim de avaliar possiveis efeitos da infecg¢do simples
e mista pelo BRMV ¢ BCMV em feijoeiro, plantas de ‘Ouro
Negro’ e ‘Novirex’ foram estabelecidas em vasos plasticos
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 BRMYV; (ii) inoculagao
apenas com o BCMYV; (iii) BRMV e BCMV inoculados
simultaneamente; (iv) inoculagdo do BRMV seguido do
BCMYV, apos 7 dias; (v) inoculagdo do BRMV seguido do
BCMY, apos 21 dias; (vi) inoculagdo do BCMV seguido do
BRMY, apos 7 dias; (vii) inoculagdo do BCMYV seguido do
BRMYV, apos 21 dias; e (viii) testemunha inoculada apenas
com solugdo tamponada. A primeira inoculagao foi realizada
8 dias apds a emergéncia das plantulas. Cada tratamento foi
composto por seis vasos com duas plantas, num total de 12
plantas por tratamento. Cada vaso foi considerado como uma
repeti¢do, utilizando-se os valores médios das duas plantas,
e o experimento foi realizado duas vezes. As plantas foram
mantidas em casa-de-vegetacdo até 50 dias apos a primeira
inoculagdo. Foram avaliados o nimero médio de vagens por
planta e o peso médio das vagens produzidas por planta.
Os resultados foram submetidos a analise de variancia
utilizando-se o pacote estatistico SAS (SAS Institute, EUA)
e as médias dos tratamentos comparadas pelo teste de Tukey,
a 5% de probabilidade. A fim de comprovar a infecgdo de
cada virus, ou dos dois virus simultaneamente nos diferentes
tratamentos, foliolos de todas as plantas (0,5 a 1 g) foram
coletados cerca de uma semana antes da colheita e analisados
por meio de ELISA indireto, utilizando-se o anti-soro para o
BRMYV e para a estirpe ATCC do BCMYV, produzido na UFV
(M.G. Carvalho, dados néo publicados).

RESULTADOS

Purificacio do virus

O procedimento adotado possibilitou a obtencédo do
virus purificado em rendimento e pureza satisfatorios. O
rendimento médio calculado foi de 7,44 mg de virus/kg de
folhas (dados ndo mostrados). O espectro de absor¢do do
virus purificado mostrou-se tipico de uma nucleoproteina,
com uma rela¢do entre a absorbancia a 260 nm ¢ a 280 nm
de 1,73, equivalente a relatada para 0 BRMV nao fracionado
(Gamez, 1972).

Producio e avaliacio de anti-soro a0 BRMV

Na avaliacdo inicial dos anti-soros retirados dos dois
coelhos imunizados, efetuada em testes de imunodifusio
dupla em gel, linhas de precipitagdo se formaram entre anti-
soros ¢ amostras de plantas sadias, indicando a ocorréncia de
reacdo inespecifica (dados ndo mostrados). Apds absor¢ao
do anti-soro com proteina total de feijoeiro, este foi testado
novamente por imunodifusdo, constatando-se reagao positiva
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restrita as plantas infectadas (dados ndo mostrados). A
titulagdo dos anti-soros absorvidos foi realizada por meio de
ELISA indireto, verificando-se rea¢des positivas na dilui¢do
maxima testada (1:70.000) e nenhuma reacdo desses anti-
soros diante de extratos foliares de plantas sadias.

Gama de hospedeiros

As reagdes das plantas de 22 espécies/cultivares,
pertencentes a 4 familias botanicas, inoculadas via extrato
vegetal tamponado como o isolado de BRMYV, estdo
listadas na Tabela 1. Além da soja e do feijoeiro, o virus
infectou apenas Chenopodium quinoa Willd. Nessa planta
foram observadas inicialmente lesdes clordticas nas folhas
inoculadas, seguindo-se infecg@o sistémica com mosaico ¢
distorgdo foliar. Em soja e feijoeiro os sintomas evidentes
foram mosaico foliar ¢ bolhosidade, e necrose do apice
da planta. As demais espécies testadas ndo manifestaram
nenhum sintoma e foram negativas no ELISA, confirmando-
se assim sua condi¢do de ndo hospedeiras do virus. Estes
resultados estdo de acordo com os dados da literatura para o
BRMYV (Gamez, 1982).

Transmissao por besouros

O BRMYV foi transmitido por besouros da espécie
Cerotoma arcuatus para plantas de feijoeiro ‘Ouro Negro’,
que apresentaram os mesmos sintomas observados em plantas
inoculadas via extrato vegetal tamponado. A transmissao do
isolado pelo besouro crisomelideo foi confirmada em todas
as plantas que apresentavam sintomas, por meio de ELISA
indireto. A transmissdo ocorreu em 33,3% dos casos (duas
plantas das seis que receberam os besouros viruliferos).

Estimativa de perdas em feijoeiro devido a infecciio pelo
BRMYV e BCMV

A andlise estatistica detectou interacdo significativa
entre cultivares e tratamentos (P < 0,05) e efeito significativo de
cultivar e tratamento para as variaveis analisadas (niimero e peso
de vagens por planta) (Tabela 2). Todas as plantas inoculadas
foram analisadas por meio de ELISA indireto, confirmando-se
a presenga de cada virus, de acordo com o tratamento (dados
ndo mostrados).

O numero médio de vagens por planta sadia da cultivar
Novirex foi de 12,5, sem diferenga significativa entre os
tratamentos. Para a cultivar Ouro Negro, o niimero médio de
vagens por planta sadia foi de 29,56. A inoculagdo simultanea
dos dois virus nesta cultivar causou queima do apice e posterior
morte das plantas, que ndo atingiram a fase reprodutiva. Os
tratamentos em que a inoculagdo do BRMV precedeu a do
BCMYV, nos dois intervalos (7 e 21 dias), levaram a redugdes
de 82,5% e 88,5% no nimero médio de vagens por planta
em relacdo a testemunha. Os tratamentos nos quais o BCMV
precedeu ao BRMV apresentaram redugdes de 64,3% e 48,5%
(7 €21 dias, respectivamente). Embora esses quatro tratamentos
tenham diferido significativamente em relagdo a testemunha,
eles ndo diferiram entre si. Nas plantas inoculadas com
BRMYV ou BCMYV isoladamente, ndo se observou diferenca
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TABELA 2 - Numero e peso de vagens por planta (média de seis repeticdes) observados em plantas de feijoeiro ‘Novirex’ e ‘Ouro
Negro’ inoculadas com BRMV e BCMV, em diferentes combinagdes, em condi¢des de casa-de-vegetacdo

Nimero de vagens/planta

Peso de vagens/planta

Tratamentos Novire x Ouro Negro Novirex Ouro Negro
numero % red. nimero % red. gramas % red. gramas % red.

Testemunha 1250  a' - 29,56 a - 32,82 a - 30,62 a -
Simultineo 7,78 a 37,76 0 c 100 12,92 c 60,63 0 c 100
BCMYV - BRMYV (7 dias) 7,00 a 44,00 10,55 b 64,31 10,92 c 66,72 15,55 b 49,22
BRMYV -BCMV (7 dias) 6,44 a 48,48 5,17 bc 82,51 11,14 c 66,06 541 c 8233
BCMYV - BRMYV (21 dias) 10,28 a 17,76 15,22 b 48,51 12,79 c 61,03 20,18 b 34,09
BRMYV - BCMV (21 dias) 7,06 a 43,52 3,39 bc 88,53 9,81 c 70,11 2,82 ¢ 90,80
BRMV 6,17 a 50,62 27,72 a 6,20 4,97 c 8486 29,58 a 3,40
BCMV 10,61 a 15,93 30,28 -2,43 21,23 b 35,31 28,16 a 8,03
C.V. (%) 36,05 23,98

TMédias seguidas pelas mesmas letras nas colunas ndo diferem entre si ao nivel de 5% probabilidade, pelo teste de Tukey.
SPorcentagem de redugdo no nimero e no peso das vagens em relagdo a testemunha.

estatisticamente significativa no nimero médio de vagens
por planta em relag@o a testemunha.

Embora ambas as variaveis testadas tenham levado a
resultados semelhantes, a variavel “peso médio de vagens por
planta” permitiu diferenciar melhor os efeitos dos tratamentos
em comparagao a variavel “niimero médio de vagens por planta”
(Tabela 2). O peso médio das vagens produzidas pelas plantas
sadias de ‘Novirex’ foi de 32,8 g. Para esta cultivar, todos os
tratamentos apresentaram redugdo significativa no peso médio
das vagens em relagdo a testemunha. As plantas inoculadas
apenas com 0 BCMV mostraram a menor porcentagem de
reducdo (35,3%), ao passo que infecco isolada com o BRMV
levou a maior porcentagem de reducdo (84,9%). A infecgdo
mista pelos dois virus levou a redugdes menores, porém sem
diferenga estatisticamente significativa em relagdo a infecgdo
simples pelo BRMV. Em conjunto, estes resultados indicam
que a cultivar Novirex € suscetivel aos dois virus, porém
particularmente a0 BRMV.

O peso médio das vagens produzidas pelas plantas
sadias de ‘Ouro Negro’ foi de 30,6 g. As menores redugdes
foram observadas em plantas inoculadas isoladamente com
o BRMV (3,4%) ou com o BCMV (8%), valores que nao
diferiram significativamente em relacdo a testemunha. Estas
porcentagens de reducao foram muito menores em comparagao
a cultivar Novirex. Redugdes drasticas foram observadas
na inocula¢do simultanea (100%) e quando o BRMV foi
inoculado anteriormente ao BCMV (82,3 ¢ 90,8%, 7 e 21 dias,
respectivamente). Em conjunto, estes resultados indicam que
‘Ouro Negro’ ¢ moderadamente resistente aos dois virus em
infecgdes simples, porém suscetivel no caso de infecgdo mista
e particularmente quando o BRMV ¢ inoculado anteriormente
ao BCMV.

DISCUSSAO
Os resultados de estudos anteriores realizados na

UFV, incluindo microscopia eletronica, eletroforese da
proteina e acido nucléico virais e sorologia, indicaram
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que o isolado viral coletado em Cordisburgo em 2002 em
feijoeiros ‘Novirex’ ¢ um comovirus (Torres et al., 2003).
Ao microscopio eletronico de transmissao foram observadas
inclusdes citoplasmaticas poligonais, visualmente idénticas
as relatadas para o BRMV e para o “virus do mosaico-em-
desenho do feijoeiro”. A sintomatologia observada nas
plantas infectadas foi a mesma descrita para o mosaico
rugoso em paises da América Central (Gamez, 1982) e para
0 mosaico-em-desenho no Brasil (Cupertino et al., 1991;
Cupertino et al., 1982). A anadlise eletroforética indicou
a presenga de duas proteinas capsidiais e de dois RNAs
gendmicos. Finalmente, anti-soro para BRMYV reagiu com o
isolado em ELISA indireto (Torres et al., 2003).

No presente trabalho verificou-se que o isolado ¢
transmitido de forma circulativa por besouros crisomelideos,
uma propriedade excludente de potyvirus e begomovirus
causadores de mosaico em feijoeiro.

Embora o processo de purificagdo adotado tenha sido
bem sucedido, permitindo a obtengdo de anti-soro de alta
especificidade para este isolado de BRMYV, estranhou-se
a dificuldade encontrada em obté-lo na forma pura. Sabe-
se que comovirus como Squash mosaic virus € Bean pod
mottle virus, e o proprio BRMV, ndo requerem cuidados
maiores nas purificagdes (Acosta et al., 1986; Galvez et
al., 1977; Gamez, 1972; Martins et al., 1994). Entretanto,
com o isolado em estudo, foi preciso aprimorar o método ¢
ndo se logrou separar em gradiente de sacarose, nas etapas
finais da purificagdo, os trés componentes (“top”, “middle”
e “bottom”), provavelmente presentes na preparagdo viral.
Também ndo se verificou a presenca de banda viral apos 18
horas de ultracentrifugacéo isopicnica em CsCl. No entanto,
foi satisfatoria a preparacdo final obtida, cujo espectro de
absorbancia em UV ¢ tipico de nucleoproteinas, além de ter
sido possivel preparar anti-soro especifico (ap6s a remogao
dos anticorpos a imunodgenos da planta) e de bom titulo
(1:70.000 em ELISA indireto). A reatividade inicial do anti-
soro diante de extratos de folha sadia era esperada, visto que,
verificada inviavel a centrifugacdo de equilibrio em CsCl, ndo
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havia como remover moléculas protéicas e nucleoproteinas
de origem celular com o método de purificagdo utilizado.

A maneira pela qual os patogenos interagem com o
hospedeiro, e entre si, nas infec¢des e no desencadeamento
de perdas as plantas cultivadas, tem implica¢des importantes
na avaliacdo dos danos finais as culturas, na identificacdo
das causas das doengas e na selecdo adequada das medidas
de controle. Os danos causados ao hospedeiro na infecgao
mista podem ser maiores, menores ou iguais a soma dos
prejuizos atribuidos a cada patéogeno em infeccdo simples
(Hull, 2002).

Em ‘Novirex’, a redu¢do de peso das vagens
diferiu significativamente da testemunha em todos os sete
tratamentos, ¢ em ‘Ouro Negro’, em cinco. No presente
estudo, e de acordo com as variaveis avaliadas, os percentuais
de reducgdo dependeram da espécie viral, do cultivar e da
seqiiéncia de inoculagdo dos dois virus.

‘Novirex’ e ‘Ouro Negro’ apresentaram porcentagens
de reducdo no peso médio de vagens por planta de 84,9% ¢
3,4%, respectivamente, na infec¢@o simples pelo BRMYV, e
de 35,3% e 8%, respectivamente, na infec¢do simples pelo
BCMY, evidenciando a maior suscetibilidade da primeira
cultivar a ambos os virus, em relacdo a segunda. A redugéo
do peso médio de vagens em ‘Novirex’ foi significativamente
maior para o BRMV em relagdo ao BCMV. Em ‘Ouro Negro’
os valores ndo diferiram entre si ou mesmo em relagdo a
testemunha, indicando que esta cultivar ¢ moderadamente
resistente a infec¢do simples por ambos os virus, um
resultado que deve ser confirmado em estudos posteriores.

Em estudo semelhante, os maiores percentuais de
reducdo da produgdo 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 ap6s a emergéncia), com
reducdes muito menores nas inoculagdes aos 28 ¢ 48 dias
(Yokoyama, 2000). Costa (1983) relatou que o rendimento
do feijao ‘Rosinha G-2’ decresceu 48% na infecgdo simples
pelo BRMV, e em 67% na infec¢do mista com o BCMV.
Observa-se assim uma alta suscetibilidade dessas cultivares
ao BRMYV, o que torna a possivel resisténcia de ‘Ouro
Negro’ ao virus particularmente atraente para programas de
melhoramento.

Os dados obtidos no presente trabalho evidenciam
o efeito drastico da infecgdo mista pelo BCMV ¢ BRMV
em ‘Ouro Negro’, com a indugdo de queima do apice e
posterior morte das plantas. Um fato relevante € a influéncia
da ordem de inoculagdo dos dois virus no efeito sinérgico.
As redugdes no peso médio de vagens por planta foram
maiores (e estatisticamente significativas) quando o BRMV
foi inoculado anteriormente ao BCMV. Martins et al. (1994)
relataram sinergismo em soja ‘OCEPAR-4-Iguagu’ entre o
BRMYV e o potyvirus Soybean mosaic virus (SMV), com base
em uma reducdo de 83% no peso da matéria seca e de 82%
na area foliar, em relagdo a testemunha nio inoculada. Os
decréscimos foram de apenas 61% e 52% respectivamente
para plantas inoculadas isoladamente com o BRMV, e de
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68% e 62% em infeccdo simples pelo SMV. Os autores
atribuiram a acdo sinérgica a necrose apical tendendo para
necrose sistémica, que ocorreu apenas naquela cultivar e na
infec¢do mista.

Os resultados aqui relatados sugerem que a possivel
resisténcia de ‘Ouro Negro’ ao BRMV e BCMV ¢ quebrada
em caso de infec¢do mista, e que a quebra de resisténcia €
mais efetiva quando o BRMYV ¢ inoculado anteriormente ao
BCMV. Porém, nio se conhece o mecanismo da resisténcia
demonstrada por essa cultivar ao BRMV. Estudos posteriores
deverdo identificar a natureza dessa resisténcia, bem como
o possivel mecanismo de quebra da resisténcia na infecgo
mista.

A extrema suscetibilidade da cultivar ‘Novirex’,
bem como o sintoma atipico de enrolamento das vagens
apresentado por ela, podem afetar a sua produgdo ja que
trata-se de uma cultivar de feijao-vagem, na qual o formato
da vagem ¢ uma caracteristica essencial do produto final.
Em cultivares nas quais se comercializa o grdo, o formato da
vagem ¢ irrelevante ou pode passar despercebido. Embora
ndo existam dados de incidéncia e prevaléncia do BRMV
no campo, esses resultados sugerem que o BRMV pode ser
responsavel por perdas significativas na produgio de feijao
em Minas Gerais.
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