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RESUMO

O feijao-fava (Phaseolus lunatus L.) é uma das principais leguminosas cultivadas na
regido tropical, por ser uma importante fonte alimentar para o Nordeste do Brasil. As
viroses sao fatores limitantes a producdo de feijdo-fava provocando danos que
podem reduzir a produtividade, devido a dificuldade de controle e as formas
eficientes de disseminagdo dos patdgenos. No entanto, ndo sdo bem conhecidos os
virus que infectam naturalmente o feijao-fava. Assim, o objetivo deste estudo foi
identificar os virus com genoma de RNA de ocorréncia natural em campos
produtores de feijao-fava nos estados do Piaui e Ceara, além de caracterizar por
analises filogenéticas e sintomatoldgicas as espécies identificadas. Foram coletadas
55 amostras foliares de feijao-fava com sintomas de mosaico e deformacéao foliar
durante a estacao de cultivo dos anos de 2017 e 2018. Foram realizadas RT-PCR
com oligonucleotideos especificos para Cucumber mosaic virus (CMV) e Cowpea
mild mottle virus (CPMMV) e oligonucleotideos degenerados para potyvirus e
comovirus. Os fragmentos amplificados de tamanhos esperados de CMV, potyvirus
e comovirus foram purificados e sequenciados em ambas as direcbes. As
sequéncias editadas foram comparadas com aquelas depositadas no GenBank.
Arvores filogenéticas foram geradas utilizando o método de maxima
verossimilhanca. As sequéncias nucleotidicas (nt) e de aminoacidos (aa) deduzidos
foram comparadas entre si e com sequéncias de isolados referéncia. Foram
identificadas quatro espécies de virus infectando naturalmente o feijao-fava: CMV,
Cowpea aphid-borne mosaic virus (CABMV), Cowpea severe mosaic virus (CPSMV)
e CPMMV, os quais apresentaram taxa de infeccdo simples de 21,81%, 47,27%,
1,81% e 52,72%, respectivamente. Taxas de infec¢cdes duplas foram observadas
entre CMV e CABMV (3,63%), CMV e CPMMV (16,3%), CABMV e CPMMV (12,7%),
e infeccdo multipla entre CMV, CABMV e CPMMV de 1,8%. A comparacdo das
sequéncias nt de 11 isolados de CMV revelou identidade de 96 a 100% entre si, e de
94 a 99% com isolados referéncia do Subgrupo | e 80 a 81% com os isolados do
Subgrupo Il. Todos os isolados de CMV agruparam com isolados referéncia do
Subgrupo IA. Os 16 isolados de CABMV possuem identidade de sequéncias de nt e
aa com sequéncias de isolados depositados no GenBank variando de 90 a 95% e 96
a 97%, respectivamente. Quando comparados entre si, 0os isolados apresentaram
identidade de sequéncia nt de 81 a 100%, e identidade de aa de 92 a 100%. Os
isolados de CABMV agruparam com isolados brasileiros, africano e indiano. Apenas
uma amostra de feijdo-fava apresentou infeccdo com CPSMV. Esse isolado
apresentou maior identidade (92% nt e 88% aa) com o isolado CPSMV PY2, obtido
de sésamo no Paraguai. Estes resultados comprovam a ocorréncia natural de CMV,
CABMV, CPSMV e CPMMV em plantas de feijdo-fava nos estados do Piaui e Ceara.
E o primeiro relato de CPSMV e CPMMV em feijdo-fava no mundo.

Palavras-chave: CMV, CABMV, CPSMV, CPMMV, Phaseolus lunatus.
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ABSTRACT

Lima bean (Phaseolus lunatus L.) is one of the main legumes grown in the tropical
region, besides being an important food source for the Northeast of Brazil. Viruses
are limiting factors for bean production causing damage that can reduce productivity,
due to the difficulty of control and efficient forms of dissemination of the pathogens.
However, viruses that naturally infect lima bean are not well known. Thus, the
objective of this study was to identify the natural occurrence of viruses with RNA
genomes in bean fields in the states of Piaui and Ceard, as well as to characterize
the identified species by phylogenetic and symptomatological analyzes. Fifty-five leaf
samples of lima beans with mosaic and foliar deformation symptoms were collected
in the states of Piaui and Ceara during the growing season of 2017 and 2018. RT-
PCR was performed with specific oligonucleotides for Cucumber mosaic virus (CMV)
and Cowpea mild mottle virus (CPMMV) and degenerate oligonucleotides for
potyviruses and as comoviruses. The amplified fragments of expected sizes of CMV,
potyvirus and were purified and sequenced in both directions. The edited sequences
were compared to those deposited in GenBank. Phylogenetic trees were generated
using the maximum likelihood method. The deduced nucleotide (nt) and amino acid
(aa) sequences were compared among the isolates obtained in this study with
reference isolates sequences. Four species of virus were found naturally infecting
fava beans: Cucumber mosaic virus (CMV), Cowpea aphid-borne mosaic virus
(CABMV), Cowpea severe mosaic virus (CPSMV) and Cowpea mild mottle virus
(CPMMV) of simple infection of 21.81% for CMV, 47.27% for CABMV, 1.81% for
CPSMV and 52.72% for CPMMV, respectively. Rates of double infections were
observed between CMV and CABMV (3.63%), CMV and CPMMV (16.3%), CABMV
and CPMMV (12.7%), and multiple infection between CMV, CABMV and CPMMV of
1.8%. Comparison of the nt sequences of 11 CMV isolates revealed 96 to 100%
identity to each other, and 94 to 99% with Subgroup | reference isolates and 80 to
81% to the Subgroup Il isolates. All CMV isolates grouped with reference isolates of
Subgroup 1A with 93% bootstrap. The 16 CABMV isolates have nt sequence identity
with GenBank isolates ranging from 90 to 95% and 96 to 97%, respectively. When
compared to each other, the isolates showed high nt sequence identity of 81 to 100%
and aa identity of 92 to 100%. The CABMYV isolates grouped with Brazilian, African
and Indian isolates, with 100% bootstrap. Only one sample of fava beans presented
infection with CPSMV. This sample showed a greater identity (92% nt and 88% aa)
with the isolate CPSMV PY2, obtained from sesame in Paraguay. These results
confirm the natural occurrence of CMV, CABMV, CPSMV and CPMMYV in lima bean
plants in the states of Piaui and Ceara. It is the first report of CPSMV and CPMMV in
lima bean in the world.

Keywords: CMV, CABMV, CPSMV, CPMMV, Phaseolus lunatus.
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1. INTRODUCAO

O feijdo-fava (Phaseolus lunatus L.) € uma planta anual da familia das
leguminosas, segunda espécie de maior importancia do género Phaseolus. E
adaptada ao clima semiarido, possui caracteristicas agrondmicas rusticas para
desenvolver-se em ambientes onde ha pouca oferta de agua e esta distribuida
desde o nivel do mar até as regides montanhosas das Américas, Asia, Africa e
Europa (VIEIRA, 1992; NWOKOLO, 1996; MAQUET; VEKEMANS; BAUDOIN,
1999). Apresenta grande importancia na seguranga alimentar e nutricional das
pequenas comunidades rurais da regido Nordeste do Brasil devido a boa adaptacéo
as condic¢des de clima e solo, mais ampla que os outros feijoes, e seu elevado teor
de proteina (26%), tornando-o uma alternativa proteica de facil acesso (BARREIRO
NETO et al., 2015).

A produtividade do feijao-fava (0,40 t/ha) no Brasil esta abaixo daquela do
feijdo-caupi (Vigna unguiculata L. Walp.) e do feijado comum (Phaseolus vulgaris L.)
(1,08 t/ha) e das produtividades alcancadas em paises que detém tecnologias
avancadas de cultivo, como os Estados Unidos da Ameérica, que alcancaram em
2017 produtividade de 7,03 t/ha para o feijao-fava (IBGE, 2018; USDA-NAAS, 2018).
Diversos motivos sao listados para essa baixa produtividade do feijao-fava no Brasil,
dentre eles, estdo as doencas, muitas vezes de etiologia desconhecida, como as
viroses, que sdo consideradas de maior importancia devido a sua elevada incidéncia
e potencial de dano (RAMOS SOBRINHO et al., 2014).

Para o controle eficiente de doencas de plantas sdo necessarias informacoes
sobre o0s agentes causais, a Iinteracdo patdgeno-hospedeiro, formas de
disseminacdo e sobrevivéncia e a influéncia dos fatores ambientais (LIMA;
SITOLLIN; LIMA, 2005a). No entanto, as pesquisas com feijdo-fava no Brasil sédo
escassas e, consequentemente, pouco se sabe sobre as doencas virais. E evidente
a necessidade de mais estudos afim de se conhecer os agentes etiologicos das
doencas que ocorrem na cultura, sendo, portanto, a identificacdo dos agentes
causais o primeiro passo no estabelecimento de estratégias de manejo e controle
das viroses.

No Brasil, ja foram relatadas pelo menos nove espécies de virus que infectam
outros feijdes como o feijao-caupi e o feijdo-comum, dentre os quais se destacam

por sua predominancia no campo: Cucumber mosaic virus (CMV), Cowpea aphid-
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borne mosaic virus (CABMV), Cowpea severe mosaic virus (CPSMV) e Cowpea mild
mottle virus (CPMMV) (COSTA; GASPAR; VEJA, 1983; LIMA et al., 1986; LAMAS et
al., 2017). E plausivel supor que os virus que infectam o feijio-caupi e/ou feijéo-
comum possam também infectar naturalmente o feijdo-fava, devido a relacdo
filogenética entre estas espécies botanicas, além de serem, muitas vezes, cultivados
concomitantemente.

Tendo em vista a necessidade de conhecer as espécies de virus que ocorrem
no feijao-fava no Nordeste brasileiro, este estudo teve como objetivo verificar se
CMV, CPMMYV, potyvirus e comovirus ocorrem naturalmente em plantios de feijao-
fava nos estados do Piaui e Ceard, e caracterizar por analises moleculares e

sintomatologicas as especies identificadas.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Feijao-fava

O feijao-fava, também conhecido como feijdo-lima ou apenas fava, € uma
planta herbacea, segunda maior dentre as angiospermas, com aproximadamente
751 géneros e 19.500 espécies distribuidas em todo o mundo (CHRISTENHUSZ;
BYNG, 2016). Concentrando-se nas regides tropicais e subtropicais, os feijdes de
maneira geral sdo as leguminosas mais importantes para o consumo humano, e
dentre eles, o feijdo-fava que pode ser consumido na forma gréos secos ou verdes,
graos processados, folhas e vagens (NWOKOLO, 1996; BROUGHTON et al., 2003;
BAUDOIN et al., 2004).

A América Central € o centro de origem e distribuicdo de P. lunatus. De
acordo com Mackie (1943), na Guatemala foi possivel recuperar inUmeras vezes o
feijdo-fava selvagem original. O México € considerado um importante centro de
domesticacdo do feijdo-fava, e acredita-se que tenha ocorrido pelo menos duas
vezes nas Américas, uma na regido Andina e outra na Mesoamérica (MARTINEZ-
CASTILLO; ANDUEZA-NOH; CHACON-SANCHEZ, 2015; BITOCCHI et al., 2017).

O feijdo-fava é estruturado em trés “pools” génicos com uma distribuicdo
geografica predominantemente ndo sobreposta (SERRANO-SERRANO et al., 2010).
O “pool” génico Mesoamericano | (MI) ocorre no centro-oeste do México, além de

norte e oeste do istimo de Tehuantepec; o “pool” génico Mesoamericano Il (Mll) é
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encontrado ao sul e leste do Istimo de Tehuantepec, ao longo das planicies
costeiras do Golfo do México, na América Central, norte da América do Sul, sul do
Peru, Bolivia e norte da Argentina. Ambos os “pools” mesoamericanos sao
representados pelo grupo “baby lima” caracterizado por possuir sementes pequenas,
planas, globulares e em forma de rim (em média 100 sementes pesam 45 Q).
Enquanto, o “pool” génico andino (Al) que est& distribuido em uma faixa geografica
estreita dos Andes do Equador ao norte do Peru é constituido pelo grupo ‘big lima”
gue possui sementes maiores e planas (em média 100 sementes pesam 87 Q)
(CHACON-SANCHEZ; MARTINEZ-CASTILLO, 2017).

Os Estados Unidos (EUA) s&o o maior produtor de feijao-fava do mundo,
onde é produzido em monocultivo, com irrigacdo, adubacao e controle de pragas e
doencas, o que resulta em elevado rendimento, cerca de 7,03 t/ha. Em 2017, a
producéo de feijao-fava nos EUA foi de 72.700 t, com o estado de Delaware se
destacando como maior produtor (USDA-NAAS, 2018). Esse pais também se
sobressai por desenvolver pesquisas que buscam continuadamente o aumento do
potencial de rendimento, resisténcia a pragas e doencas e melhor qualidade da
semente de cultivares (LONG et al., 2014). Os norte-americanos consomem o feijao-
fava, preferencialmente, ainda em estado verde, na forma de conserva, enlatado ou
congelado, pré-cozido, em saladas, além da semente madura cozida, especialmente
o tipo “big lima” (VIEIRA, 1992; USDA-NAAS, 2018).

No Brasil, a producdo concentra-se basicamente na regido Nordeste que é
responsavel por mais de 91% da producdo nacional de feijao-fava, atingindo em
2017 area plantada de 24.709 ha e producdo de 10.092 t, com produtividade de
aproximadamente 0,40 t/ha (IBGE, 2018). O estado do Cearad € o maior produtor
com 9.037 ha de area plantada e producdo de 3.596 t, seguido pelo estado da
Paraiba com 8.615 ha e 3.352 t. O Piaui é o terceiro estado no ranking de producéo
com 2.211 ha de area plantada e producéo de 801 t (IBGE, 2018).

O cultivo na regido Nordeste é caracterizado como rustico; o plantio ocorre
geralmente no inicio da estacdo chuvosa e sua colheita é realizada no periodo seco
(AZEVEDO; FRANCO; ARAUJO, 2003). Os pequenos produtores s80 0s
responsaveis por essa producdo, os quais utilizam principalmente variedades
crioulas de crescimento indeterminado e de ciclo longo, sem uso de tecnologias, o
gue esta diretamente associado a baixa produtividade obtida pelo agricultor

brasileiro (OLIVEIRA et al., 2004). O sistema de plantio é em consdrcio com culturas
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como milho, mandioca e mamona, visando conferir suporte para o feijao-fava de
habito trepador, além de propiciar melhor aproveitamento do solo, reducédo dos
riscos e perdas, aumento do retorno econdmico e promocdo da diversificacao
alimentar das comunidades (AZEVEDO; FRANCO; ARAUJO, 2003; BARREIRO
NETO et al., 2015).

O feijdo-fava esta presente com frequéncia na mesa dos nordestinos que
consomem esta leguminosa preferencialmente sob a forma de grédos maduros ou
verdes cozidos (SANTOS et al.,, 2002). Portanto, possui grande importancia na
seguranca alimentar e nutricional das pequenas comunidades rurais devido a sua
capacidade de adaptacéo as condicbes de clima e solo (GUIMARAES et al., 2007).
Seu teor de proteina € elevado (26%), comparado com outras espécies, e seus
isolados proteicos (de precipitacao isoelétrica) contém aproximadamente 72% de
proteina, tornando-se uma fonte alimentar promissora tanto para o consumo de
graos secos e verdes como para aplicagbes na industria de alimentos, como
ingrediente funcional, por exemplo, em produtos de panificacdo, temperos e
salsichas (NWOKOLO, 1996; CHEL-GUERRERO et al., 2002; BETANCUR-
ANCONA; GALLEGOS-TINTORE; CHEL-GUERRERO, 2004).

Apesar do potencial genético, acredita-se que as principais razdes para o
cultivo limitado dessa cultura, seja a maior tradicdo de consumo do feijao-comum,
além do seu tempo de coccédo mais longo (LYMMAN, 1983). Outras possiveis razdes
sdo seu habito de crescimento indeterminado e seu longo ciclo de cultivo, que pode
alcancar até seis meses (VIEIRA, 1992). Embora esteja adaptado as condi¢des
edafoclimaticas do Nordeste brasileiro, o feijao-fava tem a produtividade reduzida
devido a ocorréncia de doencas, o que resulta em sérios prejuizos aos produtores
(CARVALHO; BESERRA JR; BARGUIL, 2015). No Brasil, a escassez de registros
dos agentes etioldgicos causadores de doencas no feijdo-fava contribui para o
desconhecimento da real prevaléncia de doencas em uma regido especifica e o
impacto que elas tém na producdo de graos. Dentre essas doencas, as viroses
estdo entre as mais importantes, pela elevada incidéncia e potencial de dano
(RAMOS SOBRINHO et al., 2014).

2.2 Doencgas virais
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Os virus séo incapazes de multiplicar-se fora da célula hospedeira, utilizando
ribossomos, aminoacidos, nucleotideos e algumas enzimas das células para a
sintese de suas proteinas e &cido nucleico viral, 0 que provoca, algum dano ao
hospedeiro. A disseminagdo natural dos virus ocorre de forma diversificada, sendo
realizada por vetores como 0s insetos, acaros, nematoides e fungos, sementes e
pélen infectados e abrasdo entre plantas. Essas caracteristicas permitem que 0s
virus estejam entre os principais patdogenos de plantas (COSTA, 1995, 1998).

As viroses sdo fatores limitantes para a producdo de muitas culturas
economicamente importantes como os feijdes, sendo consideradas um dos
principais problemas fitossanitarios por provocarem redu¢des na producdo, devido a
dificuldade de controle e as formas eficientes de disseminagdo (LIMA; SITOLLIN;
LIMA, 2005a).

Os virus de RNA relatados em feijao-fava no mundo foram Bean common
mosaic virus (BCMV) e Bean common mosaic necrosis virus (BCMNV), ambos do
género Potyvirus, familia Potyviridae (MELGAREJO et al., 2007). No Brasil, ha
poucas informacdes a respeito de espécies de virus capazes de infectar
naturalmente o feijdo-fava. Até 0 momento, somente duas espécies de begomovirus
(familia Geminiviridae, género Begomovirus) foram identificadas na cultura, ambos
causando o mosaico dourado: Bean golden mosaic virus (BGMV) e Macroptilium
yellow spot virus (MaYSV) (RAMOS SOBRINHO et al., 2014). O MaYSV é um virus
encontrado apenas na regido Nordeste do pais.

De acordo com Costa (1983), sintomas de mosaico leve podem ser causados
pelo CMV. Além disso, ha um relato de infeccdo natural pelo CABMV em feijdo-fava
no estado de Pernambuco (ANDRADE et al., 2001) e de um comovirus, a partir de
semente infectada, na regido de Jatai, Goias (COSTA et al., 1991).

Contudo, esses registros foram feitos isoladamente, a partir de poucas
plantas, sem levantamento sistematico. Além disso, essas pesquisas apresentam
resultados preliminares, limitando-se a resumos publicados na forma de anais, néo
havendo, levantamento da incidéncia e prevaléncia desses virus na cultura do feijao-
fava. De acordo com Costa (1983), o feijdo-fava também pode ser infectado
experimentalmente por outros dois virus que infectam naturalmente o feijdo-caupi: o
CPSMV e o0 Southern cowpea mosaic virus (SBMV), um virus detectado
ocasionalmente em feijao-comum, e também relatado na soja (Glycine max L.)
(GASPARIN et al., 2005).
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2.3 Cucumber mosaic virus

Cucumber mosaic virus (CMV) é a espécie tipo do género Cucumovirus,
familia Bromoviridae. O CMV tem provavelmente a maior gama de hospedeiros entre
os virus de plantas, com pelo menos 1.241 espécies suscetiveis em 101 familias,
incluindo tanto monocotileddneas quanto dicotiledoneas (EDWARDSON; CHRISTIE,
1991; ICTV, 2018). Em todo o mundo, as estirpes de CMV sdo endémicas ou
periodicamente epidémicas e regularmente causam perdas significativas de
produtividade em tomate, batata, pimenta, pepino, espinafre, feijdo-caupi e um
grande numero de outras plantas cultivadas, além de apresentar um alto grau de
diversidade, revelada por elevado numero de isolados, diferindo em propriedades
biologicas e moleculares (FLASINSKI; SCOTT; BARNETT; SUN, 1995;
JACQUEMOND, 2012).

O CMV é um virus de RNA de fita simples sentido positivo. Seu genoma é
dividido em trés segmentos denominados RNA-1, RNA-2 e RNA-3 de
aproximadamente 3.300, 3.000 e 2.200 nucleotideos, respectivamente,
encapsidados individualmente em particulas icosaédricas de 29 nm de diametro
(Figura 1) (JACQUEMOND, 2012).

O RNA-1 é monocistrénico e codifica uma regidao de leitura aberta (“Open
Reading Frame”- 1a) contendo os dominios de metiltransferase e helicase
associados a replicacdo. O RNA-2 € bicistrbnico com uma grande ORF (2a)
contendo um dominio RNA polimerase dependente de RNA (RdRp) e uma pequena
ORF (2b) sobreposta que codifica um supressor de silenciamento génico poés-
transcricional. O RNA-3 também € bicistrbnico com uma ORF (3a) associada a
proteina de movimento (MP) separada pela regido intergénica (IGR) da ORF (3b)
gue é responsavel pela codificacdo da proteina capsidial (CP). Embora a primeira
ORF de cada RNA bicistrbnico seja expresso a partir do RNA genbmico, as
segundas ORFs sao expressas a partir de RNAs subgendmico: RNA4A (2b) e RNA4
(CP) (PALUKAITIS; GARCIA-ARENAL, 2003; JACQUEMOND, 2012; THOMPSON
et al., 2015).


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0168170215300320#bib0035
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0168170215300320#bib0035
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Figura 1. Representacédo esquematica do genoma do Cucumber mosaic virus (CMV).
llustracdo representado os trés segmentos do genoma, RNALl, RNA2 e RNA3
(3.300, 3.000 e 2.200 nucleotideos, respectivamente). O RNA1 é monocistrénico e
0s RNAs 2 e 3 sao bicistrénicos com as segundas ORFs expressas a partir de RNAs
subgendmicos.

Fonte: ICTV (2018).

As estirpes do CMV podem ser divididas em subgrupos CMV-I e CMV-Il com
base em sua similaridade de sequéncia e relacdes soroldgicas, havendo geralmente
cerca de 75% de identidade entre suas sequéncias nucleotidicas, enquanto as
estirpes pertencentes ao mesmo subgrupo possuem de 90 a 99% de identidade de
sequéncia (GALLITELLI, 2000; TAKESHITA et al., 2004). Em geral, as estirpes do
subgrupo CMV-I induzem severos sintomas em plantas cultivadas, ja os sintomas
das estirpes do subgrupo CMV-II sdo consideravelmente mais leves que aquelas do
subgrupo CMV-1 e, muitas vezes, podem ser latentes e dificeis de detectar
visualmente (TIAN et al., 2009).

No Brasil, ha prevaléncia do subgrupo CMV-I, que divide-se em CMV-IA e
CMV-IB. A anélise bioldgica, sorolégica e molecular de 23 isolados de CMV obtidos
de diferentes espécies de plantas hospedeiras em sete estados brasileiros revelou a
predominancia do subgrupo CMV-IA. Também houve relato da primeira ocorréncia
de um isolado do subgrupo CMV-IB, em pimentdo (Capsicum annuum L.), no Brasil
(EIRAS et al., 2004).

O CMV é transmitido por grande numero de espécies de afideos de maneira
nao circulativa e nao-persistente; Myzus persicae Sulzer (1776) e Aphis gossypii

Glover (1877) sao provavelmente o0s mais importantes em hortalicas
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(JACQUEMOND, 2012). O virus é carregado no estilete e todos os instares de
afideos podem atuar como vetores eficientes (PALUKAITIS et al., 1992; DIETZGEN,;
MANN; JOHNSON, 2016). Nesse tipo de transmissdo o afideo transmite o virus
durante as picadas de prova, que acontecem quando o inseto avalia a palatabilidade
das plantas. As picadas de prova, duram de segundos a minutos e geralmente
preservam a integridade das células vegetais (HOGENHOUT et al., 2008;
MARTINIERE et al., 2011). Os virions nunca séo internalizadas no corpo do vetor,
0s quais se aderem a cuticula da quitina que reveste os canais alimentares e / ou
salivares que se localizam no estilete durante a ingestdo de seiva ou conteudo
celular infectado. Ao realizar a picada de prova em uma planta sadia o virus é
transmitido (MARTINIERE et al., 2011). Assim, durante picadas de prova em plantas
saudaveis os afideos promovem a disseminacdo do CMV, aumentando a
probabilidade do patdégeno se estabelecer em novos hospedeiros potenciais. O tipo
de relacionamento virus-vetor e a ampla gama de hospedeiras do CMV podem
desfavorecer as medidas de manejo do patéogeno (GALLITELLI, 2000).

A transmissdo por meio de sementes € um parametro importante para o
desenvolvimento de epidemias, uma vez que as sementes infectadas constituem
uma fonte primaria de infeccdo. A transmissdao de CMV por sementes € relevante
para espécies das familias Fabaceae e Brassicaceae e, em menor grau, em
algumas cucurbitaceas (GALLITELLI, 2000). As taxas de transmissdo sao
geralmente muito baixas (abaixo de 2,5%), embora suficientes para iniciar com
sucesso epidemias. Taxas mais altas foram relatadas para lentilha (até 9,5%),
tomate (8%), espinafre (15%), feijdo-comum (10%) e feijdo-caupi (21%)
(JACQUEMOND, 2012).

No Brasil, a primeira ocorréncia do CMV infectando feijdo-caupi foi descrita
em Goiania, Goias, por Lin, Kitajima e Rios (1980; 1981). No estado do Piaui a
ocorréncia desse virus foi detectada pela primeira vez em 1982 na cultivar Serido
em feijdo-caupi e, posteriormente, no estado do Ceara nas cultivares Serido e
Macaibo (feijao-caupi) e em plantas de Vicia faba L., uma espécie de fava silvestre,
a qual exibia sintomas de mosaico (LIN; SANTOS; MUNOZ, 1982; LIMA; SANTOS,
1985).

No feijdo-caupi, a partir do terceiro dia de inoculagdo do virus, é possivel
observar forte epinastia nas folhas primarias, seguida de mosaico suave. Os

rendimentos das colheitas sdo reduzidos e s&o frequentemente mais baixos em
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gualidade, esses danos fazem dessa doencga uma virose de importancia econémica,
apesar de geralmente néo causar significativa reducdo no crescimento da planta. O
CMV é capaz de interagir sinergicamente com outros virus de importancia
econdmica como os do género Potyvirus, principalmente o CABMV, agravando os
sintomas quando comparados a infec¢coes simples (COSTA, 1995; PIO-RIBEIRO;
ASSIS FILHO; ANDRADE, 2016).

2.4 Cowpea aphid-borne mosaic virus

O Cowpea aphid-borne mosaic virus (CABMV) pertence a familia Potyviridae
e ao género Potyvirus. Potyviridae € a maior familia de virus de plantas de RNA de
fita simples (ssRNA) de sentido positivo atualmente conhecidos (WYLIE et al., 2017).
Os virus da familia Potyviridae estdo entre as ameacas mais perigosas para
basicamente todas as culturas importantes, infectando mais de 2.000 espécies de
plantas de clima tropical e temperado, anuais e perenes, mono e dicotiledéneas,
com mais de 200 representantes designados em dez géneros, cujos membros
distinguem-se pela gama de hospedeiros, forma de transmissdo, caracteristicas
genbmicas e filogenia (WYLIE et al., 2017; ICTV, 2018). Os Potyvirus sdo o maior
género da familia Potyviridae e apresentam uma ampla distribuicdo geografica,
consistem em 168 espécies capazes de infectar varias plantas hospedeiras e levar a
grandes perdas econdémicas (IVANQV et al., 2014; ICTV, 2018).

O CABMV é composto de uma unica particula viral de RNA de fita simples,
sentido positivo com cerca de 10.000 nucleotideos (ADAMS; ANTONIW; FAUQUET,;
2005; WYLIE et al., 2017). A particula mede de 680 a 900 nm de comprimento e 11
a 13 de diametro com simetria helicoidal, encapsidado por uma proteina de 32KDa.
O RNA genbémico possui uma ORF, cuja traducdo da origem a uma poliproteina de
340 KDa que é posteriormente processada por proteases virais (P1, HC-Pro e Nla-
Pro) para produzir os seguintes fatores virais maduros: P1, HC-Pro, P3, 6K1, CI,
6K2, Nla (VPg mais Pro), NIb (replicase viral), e CP (proteina capsidial) (BASHIR;
AHMAD; GHAFOOR, 2002; ADAMS; ANTONIW; FAUQUET; 2005; WYLIE et al.,
2017). Além disso, eventos de derrapagem da RNA polimerase geram variantes
proteicas cuja expressao diferem entre os potyvirus e incluem P3N-PIPO, P3N-ALT
e P1N-PISPO (Figura 2) (HAGIWARA-KOMODA et al., 2016; MINGOT et al., 2016;
WYLIE et al., 2017).
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Figura 2. Representacdo esquematica do genoma do Cowpea aphid-borne mosaic
virus (CABMV). llustracdo representando o genoma contendo uma ORF que produz
uma poliproteina ligada covalentemente a VPg na extremidade 5 e uma
poliadenilagdo na extremidade 3’, além dos genes com seus respectivos sitios de
clivagem.

Fonte: ViralZone (2018).

Os critérios de demarcacédo de espécies de Potyviridae sao: identidade da
sequéncia de nucleotideos da ORF completa igual ou maior que 76% e identidade
da sequéncia de aminoacidos igual ou maior que 82%. Os limiares para demarcacao
de espécies utilizando valores de identidade de nucleotideos para as regifes de
codificacdo individuais variam de 58% para a regido P1 a 74-78% para outras
regides. Para a proteina do capsideo, o critério de demarcacédo é 76% de identidade
de sequéncia de nucleotideos e 80% de identidade de sequéncia de aminoacidos
(ADAMS; ANTONIW; FAUQUET; 2005).

A transmissdo do CABMV pode ocorrer por inoculagdo mecéanica, por afideos
e por meio de sementes de algumas hospedeiras. O virus é transmitido de forma
nao circulativa e ndo persistente por varias espécies de afideos tais como Aphis
craccivora Koch (1854), A. fabae Scopoli (1763), A. gossypii, Macrosiphum
euphobiae Thomas (1878) e Myzus persicae. A principal espécie € A. craccivora
(LIMA; SITOLLIN; LIMA, 2005a). Estudo de Lima et al. (1981) revelou que 85% das
plantas sadias expostas, em casa de vegetacdo a A. craccivora apresentaram
sintomas tipicos de mosaico, demonstrando a eficiéncia deste vetor na transmissao
viral.

A transmissdo do virus pela semente pode ser de significAncia ecoldgica
consideravel para a perpetuagcdo, perenizacdo e disseminagdo do virus, como
consequéncia econbmica para a produgcdo (JOHANSEN; EDWARDS; HAMPTON,
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1994). Exemplo disso é a infeccdo de CABMV em feijao-caupi, pois o patdégeno pode
ser transmitido por meio das sementes infectadas, disseminando virus em regides
em que € comum a prética tradicional dos agricultores de plantar sementes de
producdo propria, sem nenhum critério de selecdo (LIMA; SANTOS; SILVEIRA,
1986; PIO-RIBEIRO; ASSIS FILHO; ANDRADE, 2016).

Os mosaicos de feijao-caupi causados por CABMV sao doengas encontradas
nos Estados Unidos (EUA), Austrdlia, paises europeus, asiaticos, africanos e Oriente
Médio. No Brasil, h& relatos da ocorréncia em feijdo-caupi desde 1979, no estado do
Ceara, estando atualmente distribuido nas principais regides produtoras do pais
(LIMA et al., 1981; PIO-RIBEIRO; ASSIS FILHO; ANDRADE, 2016). A severidade da
doenca depende da interacéo entre variedades da planta hospedeira e estirpe viral,
bem como a época de inicio da infeccéo, além das condicbes ambientais. Ha relatos
de perdas de rendimento que variam de 13 a 100% em diferentes paises (BASHIR,;
AHMAD; GHAFOOR, 2002). Os sintomas sédo bastante variaveis, sendo os mais
comuns: mosaico foliar intenso, distor¢cdo das folhas e reducéo do crescimento das
plantas. Podem ser observados também, em nivel citologico, corpos de inclusdes
cilindricas do tipo cata-vento no citoplasma de células infectadas, as quais sdo
caracteristicas tipicas de infec¢do por potyvirus, possuindo, assim, valor diagnostico
(PIO-RIBEIRO; ASSIS FILHO; ANDRADE, 2016; WYLIE et al., 2017).

No Brasil, o feijdo-caupi é a principal planta hospedeira do CABMV seguido
pelo maracuja (Passiflora edulis Sims f. flavicarpa). Além disso, infecta varias
espécies da familia Fabaceae consideradas hospedeiras intermediarias, incluindo
Cassia hoffmannseggii Mart. ex Benth. (SOUTO; KITAJIMA, 1991, 1992), Canavalia
résea (Sw.) DC. (KITAJIMA et al., 2008), Crotalaria juncea L. (FREITAS et al., 2002)
e Arachis hypogaea L. (PIO-RIBEIRO et al., 2000). A maioria dos isolados também
infecta membros da familia Amaranthaceae, Chenopodiaceae, Cucurbitaceae,
Lamiaceae e Solanaceae (BASHIR; AHMAD; GHAFOOR, 2002).

2.5 Cowpea severe mosaic virus

O mosaico severo do caupi (CPSMV) é causado pelo Cowpea severe mosaic
virus, familia Secoviridae. Atualmente, existe apenas uma subfamilia (Comovirinae)
gue agrupa o0s géneros Comovirus, Fabavirus e Nepovirus, 0s quais estao
intimamente relacionados filogeneticamente (THOMPSON et al., 2017; ICTV, 2018).
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O género Comovirus destaca-se como 0 mais amplamente estudado, embora tenha
um alcance restrito de hospedeiros, pois 11 das 15 espécies sao restritas a apenas
algumas espécies da familia Fabaceae (BRADSHAW et al., 2011; THOMPSON, et
al., 2017; ICTV, 2018). Foi detectada a presenca do CPSMV em 23 espécies
leguminosas causando perdas em culturas de importancia econdmica e social no
Brasil como o feijao comum e o feijdo-caupi (PAZ et al., 1999; ABREU, 2012). H4
registros da presenca desse virus, além do Brasil, na Costa Rica, El Salvador,
Estados Unidos (EUA), Peru, Porto Rico, Suriname, Trinidad e Tobago, Uganda e
Venezuela (PIO-RIBEIRO; ASSIS FILHO; ANDRADE, 2016).

O CPSMV possui genoma dividido em duas moléculas simples de RNA
sentido positivo, denominadas RNA-1 ou RNA-B (“bottom component”) com 5.800
nucleotideos e RNA-2 ou RNA-M (“middle component”) com 3.500 nucleotideos
(Figura 3). Os RNAs gendmicos sdo encapsidados separadamente em duas

particulas diferentes de tamanho similar.

RNA-1 (5.8kb)

32K Hel \Vpgl Pro |  POL

g

RNA-2 (3.3kb)

MP

Ay, 3

frg
Figura 3. Representacdo esquematica do genoma do Cowpea severe mosaic Vvirus
(CPSMV). llustracéo representando o RNA-1 (maior segmento do genoma) e o RNA-
2 (menor segmento do genoma), ambos ligados a proteina VPg na extremidade 5’ e

poliadenilado na extremidade 3’.
Fonte: ViralZone (2018).

O RNA-1 é traduzido em Unica poliproteina que € processada em cinco
dominios: Co-Pro (cofator de proteinase), NTB ou Hel (proteina de ligacdo), Pro
(proteinase), RARp (RNA polimerase dependente de RNA) e uma pequena proteina
(VPg) ligada ao genoma, enquanto o RNA-2 é traduzido em duas poliproteinas
amplamente sobrepostas que sao processadas em trés dominios: MP (proteina do
movimento), CPL e CPS (subunidade maior e subunidade menor da proteina do
capsideo) (THOMPSON et al., 2017). Os RNAs sao similares em sequéncia, mas

nao sao idénticos, cada RNA ¢é encapsulado separadamente em capsideos
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icosaédricos de 28 nm de didmetro. O RNA-1 com funcao de produzir proteinas de
replicacdo viral, enquanto o RNA-2 € responsavel por produzir proteinas do
capsideo e proteinas para o movimento célula a célula e a longa distancia. Os dois
RNAs devem estar presentes para que a infeccao sistémica ocorra (THOMPSON et
al., 2017).

Os critérios de demarcacdo do International Committee on Taxonomy of
Viruses (ICTV) para espécie levam em consideragdo mais de 75% de identidade na
sequéncia de aminoacidos para a proteina do capsideo (CP) (considerando
sequéncias combinadas da CP), mais de 80% de identidade de aminoacidos na
regido conservada de Pro-RdRp, mesmas reacbOes antigénicas, gama de
hospedeiros semelhante e mesma especificidade vetorial. Nem todos os critérios
precisam ser atendidos simultaneamente, mas analisar apenas uma regido do
genoma geralmente nao € suficiente e tanto a regido da Pro-RdRp como a regido da
CP devem ser consideradas. Quando a porcentagem de identidade de sequéncia
em uma ou ambas as sequéncias estdo prOximas ao limite proposto os outros
critérios devem ser considerados (ICTV, 2018).

A transmissdo do CPSMV ocorre de forma circulativa ndo propagativa, na
gual o virus é capaz de atingir a hemolinfa do inseto persistindo no corpo do vetor
por varios dias sem se replicar. A transmissdo ocorre, de fato, quando o inseto se
alimenta em plantas sadias ao introduzir saliva com particulas virais (FERERES;
RACCAH, 2015). Diversas espécies de coledpteros da familia Chrysomelidae séo
responsaveis pela transmissdo, destacando-se Cerotoma arcuata Oliv. (1791) e
Diabrotica speciosa Germar (1824), insetos conhecidos como vaquinhas, sendo C.
arcuata o mais comum em plantacdes de feijdo-caupi no Brasil (SANTOS; FREIRE
FILHO; CARDOSO, 1982).

Experimentalmente foi observada a transmissdo do CPSMV por
Chalcodermus bimaculatus (conhecido como manhoso) Fiedler (1936), importante
praga das vagens do feijao-caupi. Esse virus é de facil transmissdo mecanica (P1O-
RIBEIRO; ASSIS FILHO; ANDRADE, 2016). Varios estudos realizados na América
do Sul, particularmente no Brasil e América Central, indicam que o CPSMV néo é
transmitido por sementes de feijado-caupi, embora estudos mais antigos em Senegal
relatem transmisséo de 3 a 10% (NDIAYE; BASHIR; KELLER, 1993).

Os sintomas provocados pelo CPSMV em plantas de feijdo-caupi

apresentam-se sob a forma de modificagbes na cor (alternéncia de verde normal e
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verde claro) e no habito das plantas, sendo geralmente visiveis em todos os érgaos
aéreos de 3 a 4 dias apos a inoculacdo (LIMA; SITTOLIN; LIMA, 2005a). Quando a
infeccdo ocorre em plantas jovens, observa-se reducdo dréstica de todas as suas
partes, em cultivares suscetiveis provoca nanismo, necrose na extremidade superior
do caule, morte de brotos terminais e queda prematura das folhas (LIN; KITAJIMA,;
RIOS, 1981; SANTOS; FREIRE FILHO; CARDOSO, 1982; LIMA; SITTOLIN; LIMA,
2005a). Infeccdes tardias promovem poucas perdas de rendimento em feijao-caupi,
guando comparadas a infec¢des no inicio do cultivo. Infeccbes tardias produzem
sintomas severos, apenas nos tecidos novos, reduzindo significativamente o seu
desenvolvimento (BOOKER; UMAHARAN; MCDAVID, 2005). Nas folhas, além da
reducdo do tamanho e do mosaico intenso, verificam-se clareamento e necrose das
nervuras, bolhosidade e deformacdo do limbo (LIN; ANJOS; RIOS, 1982; LIMA;
SITTOLIN; LIMA, 2005a). Citologicamente o0 CPSMV induz a formacéo de inclusdes
vacuoladas, distribuidas nas células da epiderme, visiveis ao microscopio Optico
(LIN et al., 1984).

No Brasil, além do feijdo-caupi, diversas espécies vegetais sdo naturalmente
infectadas pelo CPSMV como Glycine max, Phaseolus vulgaris, Macroptilium
lathyroides, Canavalia brasiliensis, C. ensiformis, Psophocarpus tetragonolobus e
Crotalaria juncea. Essas plantas fornecem ao CPSMV os meios de sobrevivéncia de
uma estacao para outra e constituem um reservatorio natural do virus (BRIOSO et
al., 1994; BERTACINI et al., 1998; LIMA et al., 2005b).

Em feijdo-fava, Costa (1983) observou sintomas de lesdes clordticas, clorose
internerval sistémica, mosaico e manchas necroticas, e necrose de nervuras em
todas as plantas de feijao-fava inoculadas mecanicamente com extrato vegetal de
plantas com CPSMV. O mesmo autor, em 1991, encontrou particulas virais
morfologicamente semelhantes a de CPSMV ao analisar folhas de feijao-fava com
sintomas de mosaico dourado e folhas de feijdo-fava provenientes de sementes
originadas de plantas com os mesmos sintomas. O que nos leva a supor que o

CPSMV infecte naturalmente essa leguminosa.

2.6 Cowpea mild mottle virus

O Cowpea mild mottle virus (CPMMV) é uma espécie do género Carlavirus,

familia Betaflexiviridae. Restrito a regifes tropicais e subtropicais, esse virus foi



© 00 N o O B~ W DN P

e =
N P O

13

14
15
16
17
18

19
20
21
22
23
24
25
26

24

relatado em diferentes regides geogréaficas incluindo Africa, Asia, Oriente Médio,
América do Sul e América do Norte (IWAKI, 1982; COSTA; GASPAR; VEJA, 1983;
TAVASOLI; SHAHRAEEN; GHORBANI, 2009; CHANG et al., 2013; ROSARIO et al.,
2014).

O genoma é caracterizado por uma Unica molécula de RNA de fita simples
sentido positivo de 8.127 a 8.198 nucleotideos (excluindo a cauda poli (A) do
terminal 3') (MENZEL; WINTER; VETTEN, 2010; ZANARDO et al., 2014). Os virions
séo filamentosos levemente flexionados, medindo aproximadamente 650 nm de
comprimento e 12 a 15 nm de diametro (MENZEL; WINTER; VETEN, 2010; ADAMS
et al., 2012). Apresenta seis ORFs e uma pequena UTR nos terminais 5 e 3’ (Figura
4).

" RdRp [ TGB1 | sy RBE . astihy 3
,l, o | CP |

5,| RdRp | ——w 3"
Genomic RNA . e
. TGB1 1683

Putative —
Subgenomic RNAs r AL TTTTY
° ’

Figura 4. Representacdo esquematica do genoma do Cowpea mild mottle virus
(CPMMV). llustracédo representando o genoma contendo seis ORFs. A ORF 1 é
traduzida a partir de RNA genbmico e as demais ORFs a partir de RNAs
subgendmicos. A extremidade 5’ é limitada e a extremidade 3’ € poliadenilada.
Fonte: ViralZone (2018).

O produto da traducdo da ORF 1 € um RNA dependente de RNA polimerase
(RdRp). As ORFs 2, 3 e 4 codificam proteinas do bloco triplo de genes (TGB1, TGB2
e TGB3, respectivamente) responsaveis pelo movimento célula a célula e a longa
distancia. A ORF 5 codifica a proteina do capsideo (CP) e a ORF 6 codifica uma
proteina capaz de ligar &acidos nucleicos (MARTELLI, et al., 2007; MENZEL,
WINTER; VETEN, 2010; ADAMS et al., 2012; ZANARDO et al., 2014). As ORFs,

com excecgdo da ORF 1, sdo traduzidas a partir de RNAs subgenémicos que podem
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ser encontrados em tecidos infectados. Acredita-se que a RdRp seja a Unica
proteina codificada pelo virus envolvida na replicacéo (ICTV, 2018).

Para a demarcacdo de espécie considera-se identidade de nucleotideos
superior a 72% e identidade de aminoacidos superior a 80% entre 0s genes que
codificam a CP ou os genes que codificam a RdRp (ICTV, 2018).

O CPMMV é transmitido de forma ndo circulativa e n&o-persistente pela
mosca branca Bemisia tabaci Gennadius (1889) biétipo B, podendo ser adquirido e
transmitido por periodos curtos, pelo menos até 5 minutos de alimentacdo apés a
aquisicdo do virus. A eficiéncia de transmissdo aumenta proporcionalmente com o
maior tempo de aquisicdo e inoculacdo (MARUBAYASHI; YUKI; WUTKE, 2010).
Embora sejam principalmente insetos tropicais, as moscas brancas sao encontradas
em todas as partes mais quentes do mundo e varias delas também sao pragas em
casas de vegetacdo em regides temperadas. Além de danos diretos as culturas
causados pela alimentacdo, as moscas brancas também excretam acgUcares que
favorecem a proliferacdo de fungos (fumagina), e estes interferem na fotossintese
reduzindo a produtividade das culturas hospedeiras (NAVAS-CASTILLO; FIALLO-
OLIVE; SANCHEZ-CAMPOS, 2011). O CPMMV tem se tornado endémico em
muitas regides, devido principalmente a alta populacdo de mosca branca que
promove rapida disseminacdo e ao elevado numero de plantas hospedeiras
(WENDLAND et al., 2016).

A transmissdo de CPMMYV por semente depende do isolado. No Brasil ndo foi
observado a transmissdo por sementes em feijdo-caupi, feijdo-comum e soja.
Enquanto na Venezuela e em Uganda foi relatado taxa de transmissao de 40% em
sementes de feijdo-aspargo (Vigna unguiculata subsp. sesquipedalis) e 20,3% em
feijdo-caupi, respectivamente (COSTA; GASPAR; VEJA, 1983; ALMEIDA et al.,
2003; AMAYO et al., 2012; BRITO et al., 2012).

Diversos sintomas sao provocados por CPMMV, que variam de acordo com o
gendtipo do hospedeiro e o isolado viral. Em feijdo-comum foi observado mosaico
angular ou manchas angulares, limitadas pelas nervuras secundarias ou terciarias,
deformacédo e curvatura foliar, manchas cloréticas e menor desenvolvimento das
plantas (COSTA; GASPAR; VEJA, 1983; BRITO et al., 2012; LAMAS et al., 2017).
Algumas espécies suscetiveis, apds infectadas, podem apresentar sintomas leves,
como clareamento, ou permanecerem assintomaticas (MARTELLI, et al., 2007;
WENDLAND et al., 2016). O CPMMV também causa inclusfes intracelulares
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incomuns agrupadas na forma de feixes, caracteristicas de infecgédo por carlavirus
(BADGE et al., 1996; ALMEIDA et al., 2003).

Esse virus foi identificado no Brasil em 1979 em feijdo-comum, cultivar Jalo,
nos estados do Parana e Séo Paulo (COSTA; GASPAR; VEJA, 1983). Ap6s 20 anos
foi relatado em soja nos estados da Bahia, Goias, Mato Grosso, Maranhao e Parana
(ALMEIDA et al., 2003). Também foi encontrado no estado de Pernambuco em
feijdo-comum e plantas ndo cultivadas pertencentes a vérias familias botanicas,
incluindo Fabaceae, Nyctaginaceae, Cleomaceae e Asteraceae (LAMAS et al.,
2017). As principais espécies hospedeiras sdo da familia Fabaceae, mas alguns
isolados do virus podem infectar experimentalmente espécies de outras familias,

como Chenopodiaceae e Solanaceae (WENDLAND et al., 2016).

3. MATERIAL E METODOS

3.1 Coleta de material vegetal

Amostras foliares de feijdo-fava com sintomas de mosaico, deformacao foliar
e bolhosidade foram coletadas durante a estacéao de cultivo (maio a junho) dos anos
de 2017 e 2018. As coletas foram realizadas seguindo um padréo diagonal ao longo
da plantacéo, totalizando 55 amostras (cada amostra consistiu de folhas de uma
planta). As folhas foram armazenadas imediatamente em sacos plasticos.

A area de amostragem abrangeu os estados do Piaui e Ceara. No estado do
Piaui, nove amostras foram coletadas no municipio de Varzea Grande do Piaui,
sendo cinco na localidade Macauba (S 06° 33’ 48,1” e O 42° 18’ 00,1”) e quatro na
localidade Angico Branco (S 06° 33’ 38,4” O 42° 10’ 18,4”); nove amostras foram
coletadas no municipio de Tanque do Piaui, sendo uma na localidade Coité (S 06°
35 24,37 O 42° 18’ 46,9”) e oito na localidade Boqueirdo (S 06° 38 07,7 O 42° 10’
03,3”); 12 amostras foram coletadas no municipio de Barra da Alcantara, na
localidade Ferreiro (S 06° 36’ 33,5 O 42° 09’ 14,7”) e 13 amostras foram coletadas
na area experimental do Centro de Ciéncias Agrarias da Universidade Federal do
Piaui, Teresina, local onde sdo mantidas e analisadas agronomicamente acessos de
feijdo-fava pertencentes ao Banco Ativo de Germoplasma da UFPI. No estado do
Ceard foram coletadas 12 amostras no municipio de Tiangud, na localidade Pé do
Morro (S 03° 41’ 14,69” O 41° 1’ 4, 19”).
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3.2 Extracao de RNA

O RNA total do tecido foliar de plantas com sintomas de mosaico foi extraido
com o reagente Trizol® (Life Technologies) seguindo as recomendacdes do
fabricante. Os ‘pellets’ foram lavados com etanol 75%, secos ao ar por 20 min e
ressuspendidos em 50 yL de agua destilada ultrapura livre de nucleases. Para
verificar a integridade dos RNAs, as amostras foram analisadas por eletroforese em
gel de agarose a 1 % em tampédo TBE (Tris-Borato-EDTA) 0,5x, corados com
brometo de etidio e visualizadas sob luz UV no transiluminador UVB (Loccus do

Brasil, Sdo Paulo, Brasil). O RNA foi armazenado a -20 °C.

3.3 Teste diagnostico

As amostras foram submetidas a reacdo de RT-PCR com oligonucleotideos
especificos para CMV e CPMMV e oligonucleotideos degenerados para potyvirus e
comovirus (Tabela 1). Para o CMV foram utilizados os oligonucleotideos especificos
para a ORF 3b do RNA 3, incluindo a regido de codificacdo da proteina do capsideo
(KIM et al., 2014). Para o CPMMV foram usados oligonucleotideos especificos para
a regiao de codificacdo da proteina RdRp (LAMAS et al., 2017). Para os potyvirus
foram usados os oligonucleotideos ClFord e CIRev desenhados a partir da regido
codificadora da protease de incluséo cilindrica (Cl) dos potyvirus (HA et al., 2008);
enquanto para os comovirus foram utilizados os oligonucleotideos ComovirusF e
ComovirusR que correspondem as sequéncias de aminoacidos conservados
AWSTQV e RGPN/GFEN, presentes nas subunidades do capsideo de espécies
deste género (BRIOSO et al., 1996).

Para a sintese do DNA complementar (cDNA) foi utilizado a enzima Go
Script® Transcriptase reversa (Promega, Madison, WI, USA) de acordo com as
recomendacdes do fabricante. Para a reacdo em cadeia da polimerase (PCR) foi
utilizada a enzima Go Taq® Hot Start Polimerase (Promega, Madison, WI, USA)
seguindo as recomendacdes do fabricante.

O programa de amplificacdo para o CMV consistiu de aguecimento inicial a 92
°C por 3 min, seguido de 35 ciclos de desnaturacdo a 95 °C por 1 min, seguido de
anelamento a 60 °C por 1 min e extensdo a 72 °C durante 1,5 min, além de extenséo
final a 72 °C durante 7 min (KIM et al., 2014).



© 00 N o O B~ W DN P

[ e S TN N S S T
~N~ o ol W N kO

N e
O © ™

21
22

28

Para o CPMMV, o programa de amplificacdo foi executado com aquecimento
inicial a 94 °C por 3 min, seguido por 35 ciclos de desnaturagéo a 94 °C durante 30
seg, emparelhamento a 60 °C por 30 seg, extensdo a 72 °C durante 45 seg e
extenséo final a 72 °C por 10 min (LAMAS et al., 2017).

Para os potyvirus foi utilizado o programa de amplificacdo com aquecimento
inicial a 94 °C por 3 min, seguido de 40 ciclos de desnaturagéo a 94 °C por 30 segq,
anelamento a 40 °C por 30 seg, extensao a 72 °C por 1 min, e extenséo final a 72 °C
por 5 min (HA et al., 2008).

A amplificagdo para os comovirus foi realizada com um programa de
aquecimento inicial a 94 °C durante 3 min, seguido por 40 ciclos de desnaturacao a
94 °C por 1 min, emparelhamento 55 °C por 1 min, extensdo a 72 °C por 4 min e
uma extensao final a 72 °C durante 10 min (BRIOSO et al., 1996).

As reacOes ocorreram em termociclador Ampli Therm termal cyclers
(Axygen®). Os produtos de PCR foram analisados como descrito no item 3.2. Os
fragmentos amplificados foram purificados e sequenciados em ambas as direcdes

(foward e reverse) pela empresa Macrogen (Macrogen, Inc., Seul, Coréia do Sul).

Tabela 1 Oligonucleotideos usados para a amplificacdo do Cucumber mosaic virus
(CMV), potyvirus, comovirus e Cowpea mild mottle virus (CPMMV) em amostras de
feijdo-fava coletadas nos estados do Piaui e Ceara, 2017 e 2018

Oligonucleotideo Orientacéo Sequéncia (5' - 3")
CMVF Forward TGGTCGTCCAACTATTAACCAC
CMVR Reverse TACTGATAAACCAGTACCGGTGA
ClFor Forward GGIVVIGTIGGIWSIGGIAARTCIAC
CIRev Reverse ACICCRTTYTCDATDATRTTIGTIGC
COMOVIRUSF Forward GCA TGG TCC ACW CAG GT
COMOVIRUSR Reverse YTCRAAWCC VYT RTT KGG MCC ACA
CPMMV-4000F Forward AACTTGGCCTTAGTGAACTCTACA
CPMMV-4500R Reverse ATTAGCTCTGTGCCTGGGGT
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3.4 Andlise filogenética

Os eletroferogramas gerados foram analisados por meio do programa
Chromas v. 2.6.5. As sequéncias editadas foram comparadas com sequéncias
depositadas no GenBank por meio da ferramenta BLASTN
(http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi). Alinhamentos multiplos das sequéncias foram
gerados utilizando-se o algoritmo MUSCLE implementado pelo programa MEGA
v.8.0 (KUMAR et al., 2018). Os alinhamentos foram corrigidos manualmente e
analisados com o programa MEGA v.8.0 utilizando o método de maxima
verossimilhanca. As sequéncias nucleotidicas foram traduzidas em sequéncias de
aminoacidos pelo Expert Protein Analysis System - ExXPASy
(https://www.expasy.org/). Comparacdes entre as sequéncias obtidas e demais
sequéncias de isolados referéncia foram feitas com DNAMAN verséo 4.0 (Lynnon
Biosoft), usando a opcao alinhamento duplo com os seguintes parametros: K-tuple =
2, Gap penalty = 7, Gap open = 10, Gap extension = 5.

3.5 Caracterizacédo sintomatologica

As amostras foliares de feijao-fava preservadas a -80 °C e positivamente
confirmadas por RT-PCR e sequenciamento para infeccdo por apenas uma espécie
de virus, foram inoculadas mecanicamente via extrato vegetal tamponado (tampéo
fosfato de potassio 0,01 M pH 7,5) e silicio de carboneto.

Doze plantas de feijao-fava (seis da var. branquinha e seis da var. Boca-de-
moca), seis plantas de feijdo-caupi e seis plantas de feijao-comum, foram utilizadas
para cada isolado visando observar o quadro sintomatoldgico induzido por cada
espécie de virus. O feijdo-caupi linhagem TE97-309G-3 (suscetivel ao CMV),
variedade Pampo (suscetivel ao CABMV) e variedade Imponente (suscetivel ao
CPSMV), e o feijdao-comum variedade carioca (suscetivel ao CPMMV) foram
utilizados como controle.

A inoculacao ocorreu 20 dias ap0s a emergéncia. As plantas foram cultivadas
em vasos de 2,8 L, em substrato de solo, casca de arroz carbonizada e terra vegetal
(proporcdo de 1:1:1), e mantidas em gaiolas com tela antiafideo durante todo o

periodo do experimento. Apos a inoculacdo foi observado o periodo de incubacao
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dos virus e registrado o surgimento e desenvolvimento dos sintomas. Duas plantas

de cada variedade foram utilizadas como testemunhas.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Caracterizacao molecular

O primeiro relato de deteccdo de CMV, CABMV, CPSMV e CPMMV, em
feijdo-fava, utilizando técnicas moleculares de identificacdo nos traz a certeza da
ocorréncia destes virus nos estados do Piaui e Ceara. Deste modo, 55 amostras de
feijdo-fava, coletadas em cinco municipios, analisadas por RT-PCR e sequenciadas
(com excecdo de CPMMV) apresentaram incidéncias de 21,81% para o CMV,
47,27% para o CABMV, 1,81% para o CPSMV e 52,72% para o CPMMV. As
infeccbes duplas foram observadas entre CMV e CABMV (3,63%), CMV e CPMMV
(16,36%), CABMV e CPMMV (12,72%) e infeccbes multiplas entre CMV e CABMV e
CPMMYV (1,81%) (Tabela 2). Percentuais semelhantes de infeccéo simples por CMV,
CABMV e CPSMV, em feijao-caupi, foram relatadas por Santos et al. (1999), no
estado do Ceara, porém, este mesmo estudo relata percentuais elevados de
infeccdo mista com CMV e CABMYV variando de 15 a 93%.

Maiores incidéncias de CPSMV foram relatadas em feijao-caupi no estado da
Paraiba e também em Uganda, ambos com taxas superiores a 40% (FREITAS et al.,
2012; ORAWU; OBUO; OMADI, 2015). A baixa incidéncia 1,81% de CPSMV em
feijdo-fava observada neste trabalho deve-se, provavelmente, ao fato do feijdo-fava
nao ser hospedeiro preferencial do inseto vetor. Reforco a essa hipotese € a nao
observacdo de vaquinhas em campos de cultivo de feijdo-fava durante as coletas
realizadas.

Para o CPMMV também foram observadas incidéncias mais elevadas
variando de 80 a 100% em feijao-comum no estado de Pernambuco, e 35,7 a 89,3%
em feijdo-caupi em Uganda (ORAWU; OBUO; OMADI, 2015; LAMAS et al., 2017).
No entanto, na Venezuela, o CPMMV apresentou incidéncia de 40% em feijao-
aspargo (BRITO et al., 2012). As diferencas nos percentuais de ocorréncia de um
virus podem ser explicadas pela associacdo ao nivel de in6culo, a idade da planta,
as condicdes climaticas e a espécie do hospedeiro (WISLER et al., 1998). A

dindmica populacional dos vetores influencia diretamente o0s percentuais de
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incidéncia de doencgas virais, por ser uma das principais vias de transmissao. As
condicdes climaticas interferem no nivel populacional dos vetores, onde observa-se
maior infestacdo em plantios no verdo (agosto a novembro), principalmente
favorecida pela baixa precipitacdo e temperaturas elevadas. E infestacOes reduzidas
no inverno (dezembro a julho) devido as condi¢Bes climéticas desfavoraveis ao

desenvolvimento da praga (SILVA et al., 2017).

Tabela 2 Local da coleta e prevaléncia de Cucumber mosaic virus (CMV), Cowpea
aphid-borne mosaic virus (CABMV), Cowpea severe mosaic virus (CPSMV) e
Cowpea mild mottle virus (CPMMV) em feijdo-fava nos estados do Piaui e Ceara nos
anos de 2017 e 2018

Amostra Municipio/Localidade CmvVv CABMV CPSMV CPMMV
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+
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+ + + +
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Tabela 2, continua

36 - - -
37 +
38 + - -
39 +
40 - - -
41 + - -

42 -
43 -
44 -
45 -
46 -
47 . , . -
48 Tiangua - CE/Pé do Morro i i i i
49 -
50 -
51 - - - +
52 -
53 -

54 . - - - -
55 Teresina - PI/CCA i i . ]

Amostras positivas/ total de amostras 12/55 26/55 1/55 29/55

(-) amostras negativas; (+) amostras positivas

Infeccbes por um Unico virus e infecgcbes multiplas com CMV, CABMV e
CPMMV também foram detectadas em amostras de folhas e sementes de feijao-
caupi, em Uganda, e semelhante ao encontrado neste trabalho as infeccdes virais
Unicas foram mais comuns, seguidas de infec¢cdes duplas e triplas (AMAYO et al.,
2012).

As interacfes entre virus-hospedeiro ainda ndo sdo completamente
conhecidas, sabe-se que existem relacdes sinérgicas e antagbnicas entre os virus
gue infectam o mesmo hospedeiro (AKHTAR; ROOSSINCK, 2017). E que em
infeccbes mudaltiplas com virus que infectam o mesmo nicho biolégico existe
competicdo por recursos celulares necessarios a replicacao viral, podendo acarretar
em inibichio da replicacdo de um dos virus envolvidos ou de ambos,
concomitantemente (SYLLER, 2012). Contudo, é notdrio que o estabelecimento de
coinfeccdes requer maiores interacdes virus-virus e, entre estes, e o hospedeiro
guando comparadas as infec¢des simples.

Normalmente plantas com infecgcfes mistas apresentam sintomas mais

severos quando comparados as infecgbes simples, culminando em redugfes
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significativas no crescimento e produtividade (LIMA; SITOLLIN; LIMA, 2005a). Esse
fenbmeno é explicado pela acdo da proteina supressora de silenciamento génico
poés-transcricional de um virus, que reforca a replicacdo de um segundo virus
(PRUSS et al., 1997).

Os fragmentos de DNA amplificados dos 12 isolados de CMV correspondem a
ORF 3b do RNA 3 que codifica a proteina do capsideo e resultaram em um amplicon
de 320 pb (Figura 4).

M
750—™ o~

500_>4w~‘ ““naﬁ’.“

. 8

250 —»

Figura 4. Padrao eletroforético em gel de agarose (1,0%) de fragmentos de DNA de
seis isolados de Cucumber mosaic virus (CMV), amplificados por RT-PCR a partir de
RNA total extraido de plantas de feijao-fava. M, marcador de comprimento (1 kb
DNA ladder, em pb); +, controle positivo (feijao-vagem infectado com CMV); -,
controle negativo (feijdo-fava sadio); 1-6, amostras de feijao-fava com sintomas de
mosaico coletados nos estados do Piaui e Ceara.

A comparacao das sequéncias de nucleotideos (nt) de 11 isolados de CMV
com sequéncias depositadas no GenBank pelo algoritmo BLASTn revelou
identidades entre 80 e 99%, enquanto a comparacdo das sequéncias dos isolados
entre si revelou identidades que variaram de 96 a 100% (Tabela 3). Comparacdes
com os isolados referéncia pertencentes aos Subgrupos | e |l revelaram identidades
de 94 a 99% para nucleotideos e 96 a 100% para aminoacidos (aa) com isolados do
Subgrupo | (Tabela 3). Quando comparados com isolados do Subgrupo I
apresentaram identidades de 80 a 81% de nt e 84 a 85% de aa (Tabela 3). A
identidade de aminoacidos (aa) entre os 11 isolados foi de 100%, evidenciando
inexisténcia de variabilidade genética do fragmento do gene CP. O gene CP destes
isolados apresentou forte conservacdo das sequéncias nucleotidicas e as pequenas
variacbes observadas ndo resultaram em alteracdo de aminoacidos. A baixa
variabilidade genética de isolados de CMV e as estreitas relagbes evolutivas entre

isolados de uma populagédo parece ser comum para este patogeno (LIN et al., 2004;
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NOURI et al., 2014). Sugerindo que o efeito fundador pode ter um papel no molde da
estrutura genética do patdgeno.

A andlise filogenética revelou o agrupamento dos 11 isolados de CMV com
isolados referéncia do Subgrupo IA (Figura 5). A separacéo entre os Subgrupos | e Il
ficou evidente, uma vez que foram formados dois grupos monofiléticos com valores

de “bootstrap” de 93 e 91%, respectivamente.

Tabela 3 Percentual de identidade entre sequéncias de nucleotideos (diagonal
acima) e aminoécidos (diagonal abaixo) da ORF 3b do RNA 3 de isolados de
Cucumber mosaic virus (CMV) coletados no Piaui e Ceara, 2017 e 2018

CMV _CMV ___CMV___CMV
1 2 24 31 32 3B M ¥ 3B/ 3 4 Lo Rb M o
1 - 100 100 96 99 99 99 99 99 99 97 97 %6 95 81
2 100 - 100 96 99 99 99 99 99 99 97 97 96 95 81
24 100 100 - 97 99 99 99 99 99 99 99 95 99 95 81
31 100 100 100 -- 97 97 97 97 97 97 97 96 97 94 81
32 100 100 100 100 - 100 98 100 100 98 100 99 98 95 80
33 100 100 100 100 100 - 98 100 100 98 100 99 98 95 80
34 100 100 100 100 100 100 -- 98 98 98 98 98 98 96 80
37 100 100 100 100 100 100 100 -- 100 98 100 99 98 95 80
38 100 100 100 100 100 100 100 100 - 98 100 99 98 95 80
39 100 100 100 100 100 100 100 100 100 -- 98 98 98 94 81
41 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 - 99 98 94 81
(;'\rf;/ 98 98 98 97 100 100 98 100 100 98 100 - 97 93 71
cMV
MV 98 98 100 98 98 98 98 98 98 98 98 99 - 91 69
(I:\l'\f'g/ 9% 96 96 96 96 96 96 96 96 96 96 98 98 - 71
cgv 85 85 85 84 B85 84 84 84 84 B84 84 78 77 77 ~

Os isolados de CMV 32, 33, 37, 38 e 41 oriundos do municipio de Teresina
agruparam no mesmo ramo, evidenciando correlacdo entre origem geografica e
sequéncias nucleotidicas. O mesmo principio foi observado no grupo contendo o0s
isolados 1, 2 e 24, coletados em municipios vizinhos no sul do estado do Piaui. E
comum entre populacdes de CMV a correlacdo entre regido geogréfica e divisdo
filogenética (Figura 5). A tendéncia de isolados que possuem a mesma origem
geografica compartilharem o mesmo ancestral comum e, portanto, agruparem nos
mesmos ramos evolutivos foi observado com isolados de CMV das regibes Nordeste
e Sudeste do Brasil (EIRAS et al., 2004; DUARTE et al., 2013).
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No entanto, os isolados de CMV 31, 34 e 39, também originérios de Teresina,

ndo agruparam com os demais isolados de mesma origem geogréfica (Figura 5).

Esses isolados, portanto, podem ter sido introduzidos de outras regides a partir,

provavelmente, de sementes contaminadas, uma vez que esse virus é capaz de ser

transmitido por sementes de outras hospedeiras como o feijao-caupi (ABDULLAHI et

al., 2001).
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Figura 5. Arvore filogenética baseada na sequéncia nucleotidica da ORF 3b de
isolados de Cucumber mosaic virus (CMV). A arvore foi construida usando o método
da méaxima verossimilhanca. O comprimento dos ramos é indicado por escala na
base da arvore, e os valores de bootstrap (1000 repeti¢des) sédo indicados acima dos
internédios. Peanut stunt virus (PSV) foi usado como outgroup.
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Os produtos das amplificacbes das 26 amostras com oligonucleotideos
degenerados para 0 género Potyvirus apresentaram tamanho esperado de 700 pb

(Figura 6), comprovando que estas amostras estavam infectadas com espécie deste

género.
M + - s 2 3 4 5 6 7 8 O i M
100 —
750 —» o e = e+ G S
500 —

Figura 6. Padréo eletroforético em gel de agarose (1,0%) de fragmentos de DNA de
nove isolados de potyvirus, amplificados por RT-PCR a partir de RNA total extraido
de plantas de feijao-fava. M, marcador de comprimento (1 kb DNA ladder, em pb); +,
controle positivo (maracuja infectado com Cowpea aphid-borne mosaic virus); -,
controle negativo (feijao-fava sadio); 1-9, amostras de feijdo-fava coletadas nos
estados do Piaui e Ceara.

Das 19 amostras sequenciadas, trés exibiram baixa qualidade de sequéncias,
16 amostras foram utilizadas para as comparacdes de nucleotideos e aminoacido, e
para a elaboracdo da arvore filogenética. As 16 amostras apresentaram elevada
identidade com sequéncias de isolados de CABMV disponiveis no GenBank,
variando de 90 a 95% de nt e 96 a 97% de aa entre os isolados 1, 21, 23, 24, 29, 42,
43, 44, 46, 47, 50 e 52, e o isolado CABMV MG-Avr (HQ880243.1) que infecta
maracuja; e 90 a 93% de identidade de nt e 96 a 97% de aa entre os isolados 8, 14,
25 e 53 e o isolado CABMV SJBV/PR (KC777398) também obtido em maracuja
(Tabela 4). Esses valores sé@o superiores ao limite de 74% descrito para demarcacao
de espécie para os potyvirus utilizando a regido de codificacdo ClI (ADAMS;
ANTONIW; FAUQUET; 2005), confirmando o CABMV como Uunico potyvirus
infectando as amostras analisadas de feijao-fava.

Quando comparados entre si o0s isolados obtidos neste estudo também
apresentaram moderada identidade de sequéncia de nt, variando de 81 a 100% e
identidade de aa de 92 a 100% demonstrando que o gene Cl é moderadamente
conservado (Tabela 4). A baixa variabilidade genética do gene CI foi previamente
constatada para isolados brasileiros de CABMV obtidos de feijao-caupi (ABREU,

2012). Estudo realizado com a sequéncia completa do gene da CP de isolados de


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/HQ880243.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=VJJKN462014

QwWwoo~N oo O A WO DN P

-

11
12
13
14

37

CABMV oriundos de maracujazeiros geograficamente proximos, também revelou

baixa variabilidade genética entre os isolados (NICOLINI et al., 2012). A elevada

similaridade de sequéncias entre os isolados de CABMV obtidos de feijao-fava € um

fato importante para o desenvolvimento de estratégias de manejo, como resisténcia

derivada do patégeno.

Tabela 4 Identidade (%) entre sequéncias de nucleotideos (diagonal acima) e
aminoacidos (diagonal abaixo) do gene CI de isolados de Cowpea aphid-borne
mosaic virus (CABMV) obtidos de feijao-fava nos estados do Piaui e Ceard, nos
anos de 2017 e 2018

MG-

1 8 14 21 23 24 25 20 42 43 44 46 47 50 52 53 .o SIBVIPR
L 83 83 96 97 97 83 94 93 91 91 94 94 91 94 84 93 83
g 94 - 99 8l 8 82 93 83 83 83 83 84 84 82 84 91 8 01
14 94 100 - 81 82 82 92 83 82 83 83 84 83 82 84 92 83 01
,, 99 93 92 - 99 99 82 94 93 90 90 95 94 90 94 83 93 83
,3 100 94 94 99 ~ 100 83 95 93 90 90 95 95 91 95 84 93 84
4 99 95 94 98 99 - 84 95 94 90 90 95 95 9L 95 84 94 84
s 94 99 99 92 93 94 - 83 82 82 82 83 83 81 83 9L 83 90
,o 99 95 94 99 99 98 97 - 93 91 91 95 95 91 95 84 92 84
4, 98 93 92 97 98 97 96 97 -~ 90 93 93 93 Ol 93 84 95 83
43 97 94 93 96 97 97 96 96 96 - 100 9L 91 97 91 84 90 84
44 97 94 93 96 97 97 99 96 96 100 - OL 91 97 91 84 90 84
46 99 94 93 96 99 99 99 99 97 96 96 - 99 90 99 84 93 84
4; 100 94 94 99 100 99 99 99 98 97 97 99 - 90 98 84 93 83
s 96 94 93 95 96 O7 96 96 96 97 97 96 96 - 90 84 Ol 84
s, 99 94 93 99 99 98 99 99 97 96 96 99 99 96 - 84 93 83
c3 94 98 97 93 94 94 95 O5 94 95 95 94 94 95 94 - 85 93
Mo 97 95 94 96 97 97 94 o7 97 96 96 97 97 96 97 95 - 84
Sfa??w 92 97 97 91 92 92 96 92 91 93 93 91 92 93 91 97 93 -

Para determinar o relacionamento evolutivo dos isolados de CABMV deste

estudo, uma arvore filogenética foi construida com isolados de CABMV depositados

no GenBank que apresentaram maior identidade de nucleotideos por BLASTn
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(Figura 7). Os isolados deste estudo agruparam com isolados brasileiros MG-AVr,
BR1, Alvinlandia-SP, Ferndao-SP e SJBV-PR), indiano (RR3) e africano (Z), com

boostrap de 100%.
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Figura 7. Arvore filogenética obtida a partir do alinhamento de sequéncias
nucleotidicas do gene Cl de isolados de Cowpea aphid-borne mosaic virus
(CABMV). A arvore foi construida usando o método da méaxima verossimilhanga. O
comprimento dos ramos € indicado por escala na base da arvore, e os valores de
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bootstrap (1000 repeticbes) sdo indicados acima dos internddios. Ryegrass mosaic
virus (RMV) foi usado como outgroup.

Curiosamente, houve a formacédo de dois agrupamentos: o primeiro (com
boostrap de 99%) foi formado com os isolados 1, 21, 23, 24, 29, 42, 43, 44, 46, 47,
50 e 52 deste estudo, juntamente com os isolados MG-AVr, BR1 e RR3. O segundo
grupo (com boostrap de 99%) foi formado com os isolados 8, 14, 25 e 53,
juntamente com os isolados Alvinlandia-SP, Ferndo-SP e SJBV-PR (Figura 7). Ou
seja, ndo houve correlacao entre origem geogréfica, nem por hospedeiro, uma vez
gue os isolados MG-AVr, Alvinlandia-SP, Ferndo-SP e SJBV-PR foram obtidos de
maracuja, o isolado BR1 de amendoim, enquanto o isolado RR3 foi obtido de feijao-
caupi.

A falta de correlacdo de origem geografica de isolados brasileiros de CABMV
foi observada por Abreu (2012) e Rodrigues et al. (2015). Ao mesmo tempo outros
autores tém encontrado correlacdo positiva de origem geografica (NASCIMENTO et
al., 2004; BARROS et al., 2011) o que demonstra a necessidade de estudos mais
aprofundados analisando mais regidées do genoma, considerando maior nimero de
isolados e hospedeiros, afim de se compreender de forma mais clara a relacao
evolutiva entre eles.

Apenas a amostra 55 foi diagnosticada com infeccdo de comovirus, como
revelado pela amplificacdo de um fragmento de 536 pb, correspondente a regido
conservada do gene codificante da subunidade maior (AWSTQV) e subunidade
menor (RGPN/GFEN) da proteina capsidial (BRIOSO et al., 1996) (Figura 8).

L - 1 + M
750—> A _— e
500—> : s e

250—

Figura 8. Padréo eletroforético em gel de agarose (1,0%) de fragmentos de DNA de
um isolado de comovirus, amplificado por RT-PCR a partir de RNA total extraido de
plantas de feijdo-fava. M, marcador de comprimento (1 kb DNA ladder, em pb); +,
controle positivo (feijdo-caupi infectado com Cowpea severe mosaic virus); -,
controle negativo (feijao-fava sadio); 1, amostra de feijdo-fava coletada no municipio
de Teresina.
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O fragmento apresentou 92% de identidade de nt e 88% de aa com CPSMV
PY2 (KF793280), obtido de feijdo-caupi no Paraguai. Um dos critérios de
demarcacao de espécie para 0s comovirus é possuir mais de 75% de identidade na
sequéncia de aminoacidos para a proteina do capsideo (considerando sequéncias
combinadas da CP) (ICTV, 2018). Esse resultado comprova a ocorréncia natural do
CPSMV em feijdo-fava. E o primeiro relato da ocorréncia do CPSMV infectando
naturalmente o feijdo-fava. Costa et al. (1991) encontrou um comovirus em plantula
originada de semente infectada, na regido de Jatai, Goias. Entretanto, na época ndo
foi possivel identificar a espécie viral.

Os fragmentos de DNA amplificados dos 29 isolados de CPMMV
apresentaram amplicons de 500 pb e correspondem a regidao de codificacdo da
proteina RdRp, demonstrando que o feijdo-fava estava infectado com este virus
(Figura 9).

M + - 1 2 3 4 5 6 7 8 L EE M
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Figura 9. Padréo eletroforético em gel de agarose (1,0%) de fragmentos de DNA de
nove isolados de Cowpea mild mottle virus (CPMMV), amplificado por RT-PCR a
partir de RNA total extraido de plantas de feijao-fava. M, marcador de comprimento
(1 kb DNA ladder, em pb); +, controle positivo (feijado-comum infectado com
CPMMV); -, controle negativo (feijdo-fava sadio); 1-9, amostras de feijao-fava com
sintomas de mosaico coletados nos estados do Piaui e Ceara.

E a primeira vez que o CPMMV ¢é encontrado infectando naturalmente o
feijdo-fava no mundo. Este virus é considerado reemergente e também foi relatado
com elevadas taxas de incidéncia em feijdo-comum (80 a 100%) e em ampla gama
de hospedeiros ndo cultivados no Nordeste do Brasil (LAMAS et al., 2017). A
elevada incidéncia de CPMMV também em cultivos de feijdo-fava reforcam a
importancia do manejo desse patégeno.

De 55 amostras de feijdo-fava coletadas nesta pesquisa, 52 estavam
infectadas com os virus CMV, CABMV, CPSMV e CPMMV em infec¢cbes simples e

mistas. No entanto, 3 amostras ndo apresentaram infec¢des por nenhum dos quatro
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virus estudados. Acredita-se que, possivelmente um quinto virus esteja presente.
Amostras foliares dessas plantas serdo analisadas por microscopia eletronica de
transmissao (MET) visando nortear os préoximos passos na diagnose da espécie

viral.

4.2 Caracterizacao sintomatolégica

A inoculagdo mecéanica com o isolado CMV oriundo de feijao-fava ocasionou
sintomas sistémicos de mosaico leve em folhas jovens aos 20 dias apés a
inoculacdo (Figura 10A); aos 40 dias foi observado mosaico em folhas jovens e em
algumas folhas velhas (Figura 10B). Nao foi constatado outro sintoma em feijao-fava
inoculado com CMV. O CMV é conhecido por induzir sintomas de mosaico leve em
outras hospedeiras, como o feijao-caupi (OLIVEIRA et al., 2012) e Eucharis

grandiflora Plach. (espécie ornamental) (DUARTE et al., 2013).

Figura 10. Sintomas de mosaico provocados por Cowpea mosaic virus (CMV) em
folhas de plantas de feijdo-fava (Phaseolus lunatus L.). Sintoma de mosaico leve em
folhas aos 20 (A) e 40 (B) dias apds a inoculacgéo.

O isolado de CABMV inoculado mecanicamente em feijao-fava causou
sintomas sistémicos em todas as plantas inoculadas, os quais foram visiveis a partir
de 8 dias apds a primeira inoculagdo com mosaico leve em folhas jovens (Figura
11A); aos 20 dias as folhas jovens apresentaram mosaico, bolhosidade e
deformacéo do limbo e as folhas velhas apresentaram mosaico leve (Figura 11B-D);

aos 35 dias apos a inoculagéo as folhas jovens apresentaram intensa bolhosidade e
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deformacgédo do limbo e as folhas velhas apresentaram mosaico e pontos necroticos
(Figura 11E); aos 60 dias foi possivel observar mosaico, bolhosidade e intensa
deformacéo do limbo tanto em folhas jovens quanto em folhas velhas, pontos
necréticos em folhas velhas e subdesenvolvimento da planta (Figura 11F-H). Os
mesmos sintomas frequentemente sdo observados em cultivares de feijao-caupi
inoculados mecanicamente com esse patdgeno (LIMA et al., 1981; OLIVEIRA et al.,
2012).

Figura 11. Cowpea aphid-borne mosaic virus (CABMV) em feijao-fava (Phaseolus
lunatus L.). (A) sintoma de mosaico leve; (B) sintoma de mosaico; (C e D) sintoma
de mosaico, bolhosidade e deformacdo do limbo; (E) sintoma de mosaico,
bolhosidade, deformagédo do limbo e pontos necréticos; (F) sintoma de mosaico e
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deformacéo do limbo; (G) sintoma de mosaico e subdesenvolvimento da planta; (H)
intensa bolhosidade.

Sintomas locais foram observados em feijdo-fava apds 4 dias da inoculacao
mecanica com o isolado de CPSMV (Figura 12).

Figura 12. Cowpea severe mosaic virus (CPSMV) em feijao-fava (Phaseolus lunatus
L.). (A) Lesdes cloréticas em folhas inoculadas; (B-D) sintoma de mosaico,
bolhosidade e deformacdo do limbo; (E) sintoma de necrose na extremidade
superior do caule e pontos necréticos; (F) sintoma de mosaico, bolhosidade e morte
de brotos terminais; (G) sintoma de mosaico e pontos necréticos; (H) sintoma de
nanismo.

Em todas as plantas inoculadas, foi possivel observar lesbes cloréticas
(Figura 12A); aos 7 dias, as folhas inoculadas e n&o inoculadas apresentaram

mosaico, bolhosidade e deformacdo do limbo (Figura 12B-D); apds 11 dias da
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primeira inoculagéo as plantas apresentaram necrose na extremidade superior do
caule e pontos necroéticos em folhas jovens (Figura 12E); aos 17 dias foi observado
morte de brotos terminais, pontos necréticos e queda prematura das folhas (Figura
12G e F); aos 35 dias foi nitido a constatacdo de nanismo em plantas infectadas
com o CPSMV (Figura 12H). Sintomas semelhantes foram relatados por Lin, Kitajima
e Rios (1981); Coelho et al. (1992) e Oliveira et al. (2012) em feijdo-caupi inoculados
mecanicamente com o CPSMV.

O isolado de CPMMV induziu sintomas sistémicos de mosaico leve em folhas
jovens de feijao-fava a partir de 8 dias ap6s a primeira inoculagdo mecéanica (Figura
13A); aos 20 dias foi observado mosaico amarelo em folhas jovens e velhas,
bolhosidade e curvatura do limbo em folhas jovens (Figura 13B-E). Em infeccao de
CPMMV em feijao-caupi nos Estados Unidos (EUA) e em feijao-comum no Nordeste

do Brasil também foram relatados sintomas de mosaico, bolhosidade e curvatura do
limbo (ROSARIO et al., 2014; LAMAS et al., 2017).
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Figura 13. Cowpea mild mottle virus (CPMMV) em feijao-fava (Phaseolus lunatus L.).
(A) sintoma de mosaico leve; (B) sintoma de mosaico; (C-D) sintoma de mosaico,
bolhosidade deformacao do limbo; (E) sintoma de mosaico amarelo e bolhosidade.

De forma geral as quatro espécies de virus causaram sintomas em poucos
dias apos a primeira inoculacédo, além de induzirem mosaico, deformacgdo do limbo
foliar, bolhosidade e, no caso de CPSMV, nanismo (Tabela 5). Assim, ndo é possivel
distinguir o agente causal do mosaico em plantas de feijao-fava com base na

sintomatologia, uma vez que esses virus causam sintomas semelhantes.

Tabela 5 Reacdo de feijao-fava a inoculacdo mecanica com os isolados de
Cucumber mosaic virus (CMV), Cowpea aphid-borne mosaic virus (CABMV),
Cowpea severe mosaic virus (CPSMV) e Cowpea mild mottle virus (CPMMV)

SINTOMAS?

FAVA LOCAL SISTEMICO
CMV CABMV CPSMV CPMMV CMV CABMV CPSMV CPMMV

M, B, DL,
Branquinha - LN LN, N - ML, ML, M, B, MBT, QPF, ML, M, B, CL

M DL, SU
NA

M, B, DL

Boca de ML, ML, M, B, — !
Moca - LN LN, N - M DL, SU MBT,\,IEPF, ML, M, B, CL

aB = polhosidade; CL = curvatura do limbo; DL = deformacéo do limbo; LN = les&o necrética; MBT =
morte dos brotos terminais; ML = mosaico leve; M = mosaico; N = necrose; NA = nanismo; SU =
subdesenvolvimento; QPF = queda prematura de folhas.

5. CONCLUSOES

O feijdo-fava é hospedeiro natural de: CMV, CABMV, CPSMV e CPMMV.

Os isolados de CMV encontrados pertencem ao Subgrupo IA.

N&o foram encontrados outros potyvirus e comovirus infectando naturalmente
o feijdo-fava, a excecdo de CABMV e CPSMV.

Os isolados de CMV, CABMV, CPSMV e CPMMV inoculados em feijao-fava
induziram sintomas de mosaico leve e mosaico; CABMV, CPSMV e CPMMV
causaram sintomas de bolhosidade e deformacdo do limbo; e apenas o CPSMV

provocou lesdes necréticas e nanismo.
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6. CONSIDERACOES

Este € o primeiro estudo de identificagdo molecular de virus ocorrendo
naturalmente em feijdo-fava no Brasil. Os estudos anteriores de identificagdo de
virus de RNA causadores de mosaico em feijdo-fava no Brasil foram feitos por
microscopia e caracteristicas biolégicas (para CMV e CPSMV), métodos estes
incapazes de identificar o agente causal de forma precisa. O CABMYV foi identificado
anteriormente por ELISA com antissoro especifico, método menos sensivel que a
RT-PCR, mas capaz de alcancar diagnostico conclusivo. Nenhum estudo havia
identificado o CPSMV e CPMMYV nessa hospedeira no mundo. Assim, consideramos
este estudo como o primeiro a diagnosticar de forma segura CMV, CPSMV e
CPMMYV infectando naturalmente o feijao-fava no Brasil.

Estes resultados servirdo de base para estudos sobre o relacionamento dos
vetores/virus e o feijdo-fava, identificacdo e desenvolvimento de variedades
resistentes, e avaliacdo de transmisséo desses patdgenos por sementes, 0 que dara
subsidio para o desenvolvimento de estratégias de manejo de CMV, CABMV,
CPSMV e CPMMV em feijao-fava no Brasil, tais como controle cultural por meio de

variedades resistentes e identificacdo de critérios de selecdo de sementes.
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