e >3 Do
) )/.

2N° Seminario de

Iniciacao Cientifica e

4° Seminario de Pos-graduacac
da Embrapa Amazonia Oriental

2l a 23 de setembro




Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecudria
Embrapa Amazénia Oriental
Ministério da Agricultura, Pecudria e Abastecimento

2N° Seminario de
Iniciacao Cientifica e

4° Seminario de Pés-graduacao
da Embrapa Hmazonia Uriental

an

—

=

\J
2l a 23 de setembro

Embrapa Amazoénia Oriental
Belém, PA
2016



202 Seminario de Iniciagao Cientifica e 42 Semindrio de Pés-graduacgao
da Embrapa Amazonia Oriental
21 a 23 de setembro de 2016, Belém, PA.

DETECCAO DE Cowpea aphid-borne mosaic virus EM FEIJAO-DE-PORCO NO ESTADO DO
PARA

Danillo Coelho Gomes Leite’, Alessandra de Jesus Boari?, Ayane Fernanda Ferreira Quadros?, Izabel
Cristina Alves Batista*

1Graduando do curso de Agronomia da Universidade Federal Rural da Amazénia. E-mail:danillo_coelho@hotmail.com.
Pesquisadora da Embrapa Amazénia Oriental, Laboratdrio de Fitopatologia. E-mail: alessandra.boari@embrapa.br.

2
3 Graduanda do curso de Agronomia da Universidade Federal Rural da Amazénia. E-mail: ayanefernanda@hotmail.com.
4

Graduanda do curso de Agronomia da Universidade Federal Rural da Amazdnia. E-mail: izabel.alvs@hotmail.com.

Resumo: O feijdo-de-porco é uma leguminosa utilizada em recuperacao e recobrimento do solo e
controle de plantas invasoras, por possuir efeito alelopatico sobre outras espécies de plantas. A sua
produtividade pode ser afetada por doencas, entre elas destacam-se as causadas por virus. Em
Altamira-PA, no campo experimental da Embrapa, observou-se plantas de feijao-de-porco
apresentando os sintomas caracteristicos de viroses como o mosaico, nanismo e deformacao foliar.
Assim, o objetivo deste trabalho foi identificar a espécie de virus em amostras de feijdo-de-porco.
Para isso, as amostras foliares foram avaliadas utilizando os testes ELISA e em sequida o de RT-PCR
com primers especificos para CABMV (CABMV-F e CABMV-R). No teste de RT-PCR obteve-se a banda
esperada de 221 pb correspondente a parte do gene da capa proteica do virus CABMV. Este foi o

primeiro relato de CABMV em feijao-de-porco no Estado do Para.

Palavras-chave: CABMV, Canavalia ensiformis, RT-PCR.

Introdugdo

O feijdo-de-porco (Canavalia ensiformis L.) pertence a familia Fabaceae, a cultura tem sido
bastante utilizada em adubacdo verde em regies tropicais e equatoriais. E uma leguminosa anual,
rustica, de hdabito herbaceo de crescimento inicial rdpido, sistema radicular profundo, e bastante
resistente a altas temperaturas e a seca, e se adapta bem a solos acidos, salinos, mal drenados e de

baixa fertilidade (MAIA et al., 2013).


https://pt.wikipedia.org/wiki/Canavalia
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E muito utilizada para o controle de plantas invasoras, por apresentar carater alelopatico e
adubacdo verde no solo. No estado do Pard esta planta é cultivada como uma cultura intercalar em
consorcio de milho e feijdo caupi. Sua eficiéncia como adubo verde é comprovada pela sua boa
producao de biomassa e pela elevada reciclagem de nutrientes. Essa maior quantidade de biomassa
produzida promove um aumento na cobertura do solo e, em contrapartida, também aumenta o teor
de matéria organica com os beneficios por ela proporcionados (MAIA et al., 2013).

Um dos fatores limitantes para a produtividade desta cultura sdo as doencas, principalmente as
causados por virus. As doengas causadas por virus do género Comovirus (Cowpea severe mosaic virus
- CPSMV) e Potyvirus (Cowpea aphid-borne mosaic virus - CABMV) ja foram relatadas no Brasil
causando danos ao feijdo-de-porco (GONZALEZ-SEGNANA et al., 2013; LIMA; SOUZA, 1980). Em um
plantio de hortalicas no municipio de Altamira, Estado do Pard, foram observadas plantas de feijao-
de-porco com sintomas de mosaico, nanismo e deformacdo foliar, caracteristicos de plantas com
CABMV. Assim, o objetivo deste trabalho foi identificar o virus causador da virose que ocorre no

plantio de feijao-de-porco localizado em Altamira no Par3, via teste de RT-PCR.

Material e Métodos

Foram coletadas amostras de folhas de feijdo-de-porco com mosaico e deformacao foliar bem
caracteristicos de doengas causadas por virus, em uma plantio de hortalicas, localizada no municipio
de Altamira, Estado do Parad (Figura 1). As amostras coletadas foram levadas para analise no
Laboratério de Fitopatologia da na Embrapa Amazénia Oriental, para identificacdo do agente causal.
Parte das amostras foram preservadas em ultrafreezer a -80°C, outra parte foi picada, dessecada e

armazenada a -20°C.


http://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0103-84782005000600021
http://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0103-84782005000600021
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Figura 1: Planta de feijdo-de-porco com mosaico, nanismo e deformacdo foliar. Foto: Alessandra J. Boari.

Foi realizado o teste ELISA utilizando os antissoros especificos para CMV e CABMV segundo
protocolo de Mowat e Dawson (1987). Apds este teste foi realizada a extracdo de acido nucleico
utilizando-se o protocolo de Gibbs e Mackenzie (1997). Para a deteccdo de virus da espécie CABMV,
pertencente ao género Potyvirus, foi utilizado o par de primers especificos: CABMV-F (5’
CGCTCAAACCCATTGTAGAA 3’) e CABMV-R (5" TATTGCTTCCCTTGCTCTTTC 3’) que permitem a
amplificacdo parte da capa proteica. Para a sintese do cDNA a partir do acido nucléico total foi
realizada a RT utilizando o primer CAMBV-R. Em seguida, realizou-se a técnica de PCR utilizando 5uL
do cDNA, 6uL do tampao de reagao 5X, 3uL de MgCl, (25mM), 0,5uL de dNTP (10mM), 0,3ulL da Taq
DNA Polimerase, 0,5uL dos primers (CABMV-R e CABMV-F) e 34,7uL de agua ultra-pura. Os
fragmentos de DNA amplificados foram observados e fotografados sob luz UV apds a corrida de

eletroforese em gel de agarose (1%) e coloracdo com GelRed.
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Resultados e Discussao

O teste ELISA acusou a presenca do virus CABMV nas amostras de feijao-de-porco, o que foi
confirmado pelo RT-PCR onde se observou a amplificacdao de fragmentos de DNA de cerca de 221 pb

a partir do par de primers especificos para a espécie CABMV.

A identificacdo do agente causal da doenca é importante para a elaboracdo de um plano de
manejo da doenca. O CABMV possui outras espécies de plantas hospedeiras, que podem constituir

em fonte do virus para culturas de importancia econ6mica como as de maracuja e feijdo-caupi.

Além de infectar o feijao-de-porco, o CABMV também pode infectar as principais variedades de
maracuja conhecidas (Passiflora spp.), amendoim (Arachis hypogaea L.), Canavalia rosea, crotalaria
(Crotalaria juncea L.), soja (Glycine max (L.) Merr.) e diferentes cultivares de feijao (Phaseolus vulgaris
L.) e feijdo-caupi (Vigna unguiculata (L.) Walp.). Podendo também ser transmitido mecanicamente
para plantas indicadoras das familias Amaranthaceae, Solanaceae, Fabaceae e Cucurbitaceae,
causando diferentes sintomas (SILVA, 2012).

Este é o primeiro relato do Cowpea aphid-borne mosaic virus infectando o feijao-de-porco no

Estado do Para.

Conclusdao

As amostras de feijdo-de-porco provenientes do municipio de Altamira, Estado do Par3,

apresentavam-se infectadas pelo Cowpea aphid-borne mosaic virus.
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