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1- RESUMO

G problema da transmissdo mecanica do virus do mosaico dourado
do feijoeiro {VMDF) no Brasil foi abordado sob varios aspectos, tanto em
relacao as plantas-testes doadoras e receptoras do indculo, como em rela
cdo ao virus.

0 inoculo empregado na realizacdo dos testes, sofreu variacoes
quanto a: a) origem - inoculo coletado em Campinas, SP e regiao, bem
como de outras regioes do Estado de S3o Paulo e Parani ; b) idade - as
folhas infetadas que serviram como fonte de inoculo foram empregadas em
varios estagios, desde aqueles na fase inicial de crescimento, até as
que ja haviam atingido aproximadamente seu tamanho maximo de expansao ;
c) epoca de coleta apds infeccdo da planta - o indeulo foi coletado tan
to na epoca em que apareceram os primeiros sintomas da doenca (cerca de
20 dias apos inoculagdo com mosca branca virulifera), como em fases mais
adiantadas, quando a planta ja estava em inicio de florescimento ; d)

concentragao - a quantidade de folha (em gramas) por volume de solugdo



extratora {(em ml) foi variavel, para se consegquir diversas concentragoes
do virus em soluclo. -

| &é extracao e preparacao do inoculo foram empregadas muitas
das substancias quimicas normalmente usadas na transmissdo mecinica dos
fitovirus, e muitas outras com propriedades de inibir a acao de nuclea -
ses e proteases, visando preservar a integridade e consequentemente a in
fetividade da particula varial. Foi tentado tamb@m o uso de outras subs
tancias como o glutaraldeido, na solucdo extratora, e o co, solido para
congelamento de folhas que foram posteriormente trituradas para extracao
do inoculo,

Em outros testes foi feita a extracdo do virus em duas solu-
¢oes de diferentes pHs e posteriormente duas inoculagoes seguidas sobre
as mesmas folhas para verificacao de possivel diferenca de  estabilida-
de em componentes do virus. Outro virus do mesmo grupo morfoldgico, o
do mosaico dourado do tomateiro, foi empregado em mistura com o indculo
em tentativas de se descobrir possivel efeito sinergico deste, sobre a
transmfsséo mecanica do virus do mosaico dourado do feijoeiro.

Alem da metodologia usual de inoculacio que & a de friccdo com
carberundum na face superior da folha, foram empregados tambem outros
metodos: o de fricgdo com carborundum na face inferior da folha e 0 de
picadas de alfinete.

As plantas-teste doadoras e receptoras do inocule empregadas va
riaram quanto & idade, variedade e mesmo especie de Phaseolus. As condi
¢oes ambientais de laboratdrio e estufa, em relacdo a luz, temperatura e

umidade, tambem foram variadas.



Os metodos de transmissdo mecdnica utilizados com sucesso pelos
outros investigadores para transmitir o virus do mosaido dourado do fei -
joeiro de Porto Rico ,ﬁCelambia » ET1 Salvador, foram meticulosamente repe
tidos, tanto com algumas variedades por eles empregadas, como com diver -
sas outras variedades.

Entretanto, apesar de se ter trabalhado por um periodo de mais
de dois anos, empregando o major numero de variaveis possiveis nos testes
realizados, nao se conseguiu nenhum resultado positivo de transmissio me-
canica do virus do mosaico dourado do feijoeiro.

Tentativas de indugao de mutantes transmissiveis mecanicamente
a partir do complexo normal do virus do mosaico dourado do feijoeiro atra
ves do uso de substancias quimicas, apresentaram resultados negativos.

Todas as tentativas feitas até o presente para transmitir o vi-
rus do mosaico dourado do feijoeiro no Brasil por metodos mecidnicos  tem
falhado. Isso e considerado como evidencia de que & um virus diferente
daquele existente em outros paTses onde ocorre doencas semelhantes. Pro-
vavelmente possui caracteristicas que o tornam nais instavel ‘im vitre, ©
que ndo tem permitido sua transmiss3c mecanica até o momento.

0 problema da ndo traﬁsmissibi%idade do virus n3o e considerado
definitivo. E possivel que variacOes de técnica n3o tentadas ou o isola-
mento de um variante ou mutante do complexo, de maior estabilidade, pos-

sa vir a permitir sua transmiss@o mecanica com relativa facilidade.



2 - INTRODUCAQ

0 mosaico dourado do feijoeiro (Phaseolus vulgaris L.) foi
encontrado primeiramente no Brasil em 19671 no Estado de S3o Paulo, tendo
sido descrito alguns anos depois como uma doenca de menor importancia
(COSTA, 1965). Em anos mais recentes, entretanto, o mosaico dourado  ja
passou a ser considerado uma das principais doencas em culturas de feijdo
da seca feitas em certas areas do sul do Brasil (COSTA, 1975), Atualmen-
te, sabe-se que ocorre praticamente em todas as principais areas onde se
cultiva o feijao no pa¥s: Minas Gerais, S3o Paulo e tambem na regiaoc ao
longo do Vale do Rio Sdo Francisco, nas proximidades de Petrolina (Pernam
buco).

Uma molestia do mesmo grupo e que provoca em plantas de fei-
joeiro por ela afetadas uma sintomatologia extremamente semelhante a do
mosaico dourado existente no Brasil, ocorre tambem em varias outras par-
tes da America Latina, como: E1 Salvador , Jamaica , Costa Rica , Guate-

mala , Nicaragua , Porto Rico , etc. {GAMEZ, 1977).



O vetor do virus do Brasil e dos outros paises acima citados,
a mosca branca Bemisia tabact Genn.,-é uma especie polifaga que ocupa um
papel de destaque cemo‘inseto vetor de varias doencas causadas por virus
e possui ampla distribuicao geografica, abrangendo principalmente as  a-
reas tropicais (COSTA, 1976).

Nos ultimos anos, com a expansao da cultura de soja no Brasil,
tem ocorrido um grande aumento populacional da mosca branca em S3o Paulo,
Parana e outras localidades do pais, tornando bastante intenso o ataque
do mosaico dourado em feijoais comerciais de suas areas produtoras (COSTA,
1975). Pesquisas efetuadas em condigoes de campo por investigadores tan-
to do Brasil como de outros paises (PIERRE, 1974 ; ALMEIDA et ali<, 1979;
MENTEN et ali<, 1979) demonstraram que fejjoeiros infetados pelos  virus
do mosaico dourado nos primeiros 30 dias apos sua germinacao podem sofrer
uma diminuigao de mais de 70% em sua producio e, se atacados em uma fase
mais tardia, uma diminuigdo de mais de 40%. Portanto, o mosaico dourado
tem se tornado uma doenga particularmente importante para o Brasil, onde
o consumo de feijdo e de 70 gramas ao dia, o gue o0 coloca entre os princi
pais consumidores desse produto (MEDINA, 1972).

A grande semelhanca entre os sintomas apresentados pelo fei -
joeire infetado pelo virus do mosaico dourado no Brasil e nos outros pai-
ses da America Latina, levou os primeiros investigadores que trabalharam
com essa doencga a acreditar que os agentes causais fossem proximamente re
lacionados e tivessem propriedades bem semelhantes ou mesmo iguais. En-
tretanto, nos outros paises tem-se conseguido transmitir mecanicamente e

mesmo purificar o virus do mosaico dourado do feijoeiro com relativa faci



Tidade (MEINERS et ali?, 1973 ; GALVEZ e CASTANO, 1976 : GOODMAN ez ql<<
1976 ; BIRD et aliZ, 1977) o que néertem acontecido no Brasil com relacdo
a2 transmiss3o mecanica (COSTA, 1965 ; FLORES e SILBERSCHMIDT, 1966 ; COS-
TA, 1976 e outros dados n3o publicados) nem com a purificagdo desse vi-
rus (MATYIS et aliz, 1975 ; SILVA, dados ndo publicados).

No presente trabalho, s3o relatados os resultados de  testes
nos quais foi investigado o efeito de inumeras substancias quimicas, bem
como o efeito de alguns tratamentos fistcos sobre a infetividade do indcu
To durante as varias fases das tentativas de transmiss3o mecinica do vi-

rus do mosaico dourado o feijoeiro.



3 - REVISAO DE LITERATURA

Desde que foram iniciados os primeiros estudos com o virus do
mosaico dourado do feijoeiro no Brasil, sua fransmissao mec3nica nio tem
sido conseguida (COSTA, 1965 ; FLORES e SILBERSCHMIDT, 1966 ; COSTA, 1976
e outros dados nao publicades). 0Os testes que tem sido feitos com a puri
ficagao desse virus, tambem n3o tem dado bons resultados (MATYIS et ali<
1975 5 SILVA, dados nao publicados). Nos outros paises onde ocorre doen-
¢a semelhante causada por um virus do mesmo grupo, na maioria dos casos a
transmiss@o mecanica desse agente causal so foi consequida depois de ven-
cidas algumas dificuldades iniciais, havendo mesmo agueles que, a exemplo
do gque tem acontecido no Brasil, ndo puderam ser transmitidos pelos meto-
dos mecanicos utilizados.

Em Porto Rico, quando esse patbgeno comecou a ser estudado ,
foi considerado por BIRD et giZZ (1972) como ndo transmissivel mecanica -
mente quando o inoculo foi extraido na presenca de agua. Continuando

seus estudos, BIRD et aliZ (1975), em uma fase posterior, conseguiram al-



guma transmissac mecanica utilizando adjuvantes na solucao extratora. FE,
finalmente conseguiram 100% de transéisséo mecanica empregando como solu-
cao extratora tampdo fosfato 0,1 M, pH 7,0 (BIRD et alii, 1977).

Alguns pesquisadores como GAMEZ, em Costa Rica {comunicacao
verbal}, PIERRE (1974}, na Jamaica e WILLIAMS (1976), na Nigéria,ndo con
seguiram a transmissdo mecanica do VMDF. Outros conseguiram essa trans -
missdo com relativa facilidade como MEINERS et gqlii (1973), que transmiti
ram mecanicamente o VMDF de E1 Salvador, empregando como solucio extrato-
ra tampao fosfato 0,1 M , pH 6,8. Porém ndo conseguiram purifica-lo em
suas tentativas iniciais, nao tendo logrado reproduzir nenhuma infeccdo
quando utilizou como inoculo o precipitado obtide por ultracentrifugacao
ou as fracoes resultantes da centrifugacdo em gradiente de sacarose.

GALVEZ e CASTARC (1976), trabalhando tamb&m com VMDF de El
Salvador, conseguiram transmiti-lo mecanicamente empregando tampdo fosfa-
to 0,1 M, pH 7,0 contendo g-mercaptoetanol a 1% como solucdo extratora.
Conseguiram tambem purificZ-lo empregando o precedimento convencional,
GOODMAN et alii (1976) quando estudaram o virus do mosaico dourado do fei
Jjoeiro existente em Porto Rico, conseguiram transmiti-lo mecanicamente u-
sando tampao fosfato 0,1 M , pH 7.8 contendo 0,1 M de EDTA e 0,001 M de
cisteina como solugao extratora, purificando-o com relativa facilidade.
GOODMAN (1977) foi ainda mais longe quando fez a analise do acido nuclei-

co viral, constatando tratar-se de DNA de fita simples.



i - MATERIAL E METODOS

0 inoculo utilizado na maioria dos testes efetuados foi  ex-
traido de plantas de feijoeiro infetadas com o virus do mosaico  dourado
por meio de seu vetor, a mosca branca Bemigia tabact. Essas plantas
foram mantidas em estufas para que servissem como fonte de indculo.
Eventualmente, foram utilizadas plantas naturalmente infetadas em cam-
po procedentes de culturas de feijao situadas tanto na regidc de Campi-
nas, como em outras regices do Estado de S3o Paulo e Parani. No &ecorrer
dos inumeros testes realizados, foram empregadas diversas variedades de
Phaseolus vulgaris e tres outras especies do genero: P, lunatus L. , P.
acutifolius A. Gray e P. longepedunculatus Mart. como plantas-teste doa-
doras.

As folhas infetadas da planta-teste doadora foram escolhidas
com cuidado no sentido de se se?ecionér aquelas que exihiam sintomas mais
marcantes, de preferencia as folhas mais jovens. Tais folhas foram cole-

tadas aproximadamente 20 dias apos terem sido inoculadas com a mosca bran
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ca virulifera. Alem destas, em alguns testes foram usadas folhas madias
ou velhas, de tal modo que se empregdu inoculo de varias idades no deco -
rer do trabalho. |

Como plantas-teste receptoras do indculo foram usadas tambem
diversas variedades de Phaseolus vulgaris e as tres ocutras especies ja ci
tadas anteriormente. As plantas-teste. receptoras do indculo foram obti-
das por plantio de sementes em vasos de aluminio de 15 cm de diZmetro por
16 cm de altura. Cada vaso continha duas plantas que no momento da inocu
lacao possuiam somente as duas folhas primarias com aproximadamente  2/3
do seu tamanho maximo de expansio. Em alguns casos, porem, foram usadas
tambem plantas num estdgic mais avancado de crescimento, quando ja apre-
sentavam suas primeiras irifoliadas.

Na fase de extracio do inoculo, as folhas infetadas, apGs fe-
rem sido coletadas da planta-teste doadora, foram trituradas com o auxy -
lio de um pistilo em um almofariz contendo 2 sotucao extratora empregada
para cada experimento. Nos testes em que foi usado gelo seco (CO2 soli -
do) empregou-se o seguinte procedimento: as folhas infetadas foram colo-
cadas em um almofariz e sobre elas espalhou-se CO, em forma de neve carbo
nica. Depois de congeladas as folhas foram trituradas e reduzidas a po.
e esse po resultante foi transferido para um segundo almofariz contendo a
solucao extratora.

Os tampoes empregados no preparo das solucGes extratoras fo-
ram Hepes (acido N-2-hidroxietilpiperazina-N-2-etanosulfonico) e fosfa-
to em concentragGes e pHs variados. Em alguns casos, foi investigado o
efeito comparativo destes tampées com dois outros: sacarose tamponada e

NaC1-EDTA. Na ocasi@o em que as solucOes extratoras foram preparadas os
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adjuvantes (aditivos quimicos) foram adicionados 3s solucoes tamponantes,
em propor¢cao adequada para obtencdo das concentracbes finais indicadas

nas tabelas, sempre antes do acerto final do pH. Somente no caso da solu

++ +++)

¢cao preparada com alguns cations (Mg++ » In e Fe » nos testes reali
zados com o objetivo de inibir nucleases, a concentracao final destes de-
ve ter sido menor que a indicada na tabela (0,02 M), pois houve precipita
cao de sais indicando ter ocorrido reacoes entre os componentes da mistu-
ra.

0 metodo de inoculacdo mais empregade durante a realizacgao
dos varios testes foi o de fricc3o com carborundum: polvilhou-se uma fi-
na camada de carborundum (carbeto de silicio) de malha 320, na superficie
da folha a ser inoculada e friccieonou-se sobre ela a solucio extratora
contende o inoculo, com o auxilio do dedo m&dio. Um outro metodo de ino-
culagac empregado foi o de picadas de alfinete. Nesse caso foram merguy -
Thados pequencs alfinetes entomologicos de nimero 0 (zero), fixados em um
suporte de madeira, na solucdo contendo o indculo e em seguida foram fei-
tas varias picadas no peciolo, nervuras e 1imbo foliar da planta-teste re
ceptora.

As inoculagCes foram feitas em condicoes de Taboratorio, cuja
temperatura ambiente media variou de 20 a 309C. As que foram feitas a
49C contaram com material previamente resfriado e durante toda a extracao
e inoculagdo o almofariz contendo a solucdo extratora e posteriormente o
inoculo foi mantido em recipiente contendo gelo moido.

Depois de inoculadas, as plantas-teste foram levadas para es-

tufa apropriada, onde a temperatura ambiente média variou de 20 a 359C ao

Tongo do ano.



12.

5 - RESULTADOS EXPERIMENTAIS

5.1 - TENTATIVAS DE TRANSMISSAO MECANICA DO VIRUS DO MO-
SAICO DOURADO DO FEIJOEIRO COM O INOCULO EXTRAIDO
SOB DIFERENTES CONDIGOES

Nesta serie de experimentos foram investigadas virias hipote-
ses, atraves de experimentos nos quais foi tentada a transmissdo mecanica
do VMDF empregando diferentes metodos de extracdo e inoculacio, alem das

variacoes de inoculo e plantas-teste doadora e receptoras do virus.

5.1.,1 - NA PRESENGA DE DIFERENTES COMBINAGOES DE SOLU-
GOES TAMPOES COM DIFERENTES PHS, CONTENDO VA-
RIOS ADITIVOS QUIMICOS COMUMENTE USADOS NA
TRANSMISSAO MECANICA DOS FITOVIRUS

Na primeira fase o inoculo foi extraido em solucdes que va-

riaram em sua composicao quanto a tipo de tampdo, concentracdo, pH e adi-
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tivos quimicos empregados, em tentativas de preservar a infetividade do
virus durante os processos de extragdo e inoculacdo mecdnica, tanto por
inibicao de reagoes indesejaveis que normalmente ocorrem como por ativa -
¢ao de outras reagdes necessarias para infeccdo e estabelecimento da par-
ticula viral. Esta fase foi subdividida segundo as metodologias de inocu

lagao.

5.1.1.1 - Inoculagdao por friccao com carborundum na
face superior da folha
As solugoes extratoras empregadas nestes experimentos  foram
preparadas com dois tipos de solucdo tamponantes em duas concentracles e
com pHs em faixa acida, neutra e bdsica. 0s aditivos quimicos constaram

de: a) ativadores de indculo (alguns Jons metdlidos (Mg'™ , Fe™tt e

cath)

e tambem cafeina) ; b} quelantes (EDTA e dietilditiocarbamato de
sodio) 3 «¢) redutores, inibidores da fenoloxidase e capazes tambem de
se combinar com quinonas (cloridrato de cisteina, tioglicolato de sbdio);
etc,

Foram realizados 87 testes, nos guais 870 plantas receberam
o inoculo pelo metodo de friccdo com carborundum na face superior da fo-
Tha. O0Os resultados desses testes se encontram na Tabela 1 , sendo que,

nao foi observado nenhum caso positivo de transmisszo mecanica do  virus

do mosaico dourado do fejioeiro.
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TABELA 1 - Resultados obtidos em testes de transmiss3o mec3nica do vi-
rus do mosaico dourado de feijoeiro utilizando diferentes
solugbes extratoras preparadas com os aditivos quimicos co-
mumente usados na transmissdo mecanica dos fitovirus

Numero de testes {NO TJ, de plantas fnoculedas (1IN0} e infetadas (INF)
pH da utilizande inocule extralde ma presenca dos tampfes nas concentracBes

<olu- e pHs indicados

Aditivos quimicos e respecti- . ;
cEo Tampap fosfato Tamp2o hepes
vas concentracbes extra 7 . : .
= 0,1 K 0,00 M 0,1 4 0,01 M
tora - X T 3 T T ¥ ] T

NOT INO INF NG T IND INF WD T IND INF N¢ T ING INF

] 1 1 3 E 1 1 ] 3 [} 1 4 t 3

FeCT3 0,1 M & ? z20 a 2 20 1 2 20 G 2 20 0
idem 8 4 20 [1] 2 20 1] 4 20 0 2 20 G
CaC§2 g0 K 5 2 z0 b} F4 20 0 H 20 0 2 20 0
Idem 8 2 20 o F4 20 0 2 20 ¢4 2 20 0
Mistura de tiodigTicol 0,001 M e
dietilditiocarbamato de  sodio 5 2 20 ] 4 20 G 2 20 0 4 20 0
0,01 M
idem 8 2 20 1] 2 20 O Z 2 2] 4 20 G
Mistura de MgCl, 0,07 M e cistei
na 0,601 M 2 - ? 2 2 9 2 2 o - - - . . .
idem 5 - - . - - . 1 1 6 1 w5
Idem 8 1 14 0 1 10 G i 10 0 - - -
HMistura de Mgll, 0,01 M e clori-
drato de cisteiha 0,001 M 7 2 0 - " - - - - - - -
Mistura de EOTA 0,01 M e clori -
drato de cisteina 0,001 M 8 1 10 ¢ - - " 1 10 o - - -
Mistura de EDTA .01 M e cistei-
na G,001 M 8 H Hij o - - - 1 10 g - - -
Mistura de Mg(l, 0,00 M e pemer 7 a 8 o . - - - - - - - -
captoetanol a }i
Idem 8 - - - - - - 4 40 ] - - -
Mistura de tioglicolade de sbdio
0,01 ¥, EDTA 0,01 M e cafeina 2 8 2 20 0 - - - 2 20 0 - - -
1%

" Histura de MgCl, 0,01 ¥, clori-
drato de cisteifia 0,001 M e ca- 7 1 0w o - . - - .. - - -
feina a 1%
Idem 6 - - - - - - H 1¢ 0 - - -
Mistura de tioglicolato de sbdio 8 2 % b . . . - - . - " .

0,01 M e cafeina a 1%

Idem & - - - - - - 2 20 2 - - -




5.1.1.2 - Inoculacao por meio de diferentes tecnicas:
fricgdo com carborundum na face superior da
folha, inoculacdo por friccdo com carborun-
dum na face inferior da folha e por picadas
de alfinete
Apcs as primeiras tehtativas de transmissdo mecanica do virus
do mosaico dourado do feijoeiro, sem obtencdo de resultados positivos,mes
mo utilizando diversos aditivos quimicos que normalmente sdo empregados
COm sucesso na transmissdc mecanica da maioria dos fitovirus, tentou-se
variar a metodologia de inoculacdo, supondo que a empregada ate entdo vi
nha sendo inadequada para o patdgeno, com o qual se estava trabalhando.
Foram realizados 25 testes, nos quais um total de 250 plantas
foram inoculadas. A metodologia empregada para aplicacdo do indculo nas
10 plantas que foram utilizadas em cada teste seguiu o seguinte esquema:
nas quatro primeiras o inoculo foi aplicado pelo metodo de friccao com
carborundum na Tace superior da folha ; nas quatro seguintes por fricgdo
com carborundum na face inferior da folha, e, nas duas ultimas, por pica-
das de alfinete, conforme técnica descrita énteriormente.
Os resultados est3o expressos na Tabela 2 , ndo tendo apareci

do nenhuma planta infetada entre as que foram inoculadas.
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TABELA 2 - Resultados obtidos em testes de transmissao mecanica do vi
| rus do mosaico dourado do feijoeiro variando a metodologia
de inoculagao e usando diferentes solugbes extratoras

Nimero de testes (N T), de plantas jnoculedas {IND} e infetadas [INF}

utilizando inoculo extraido na presenca dos aditivos quizicos dissolvi
dos em solucles tamples de diferentes pHs nas concentracbes abaixe

¥ T T
0,1 & 0,01 M
Aditives e res- Tarnd . l Friccio com care ' ) Fricelo com car- j
pectivas concen 1ampao B Borundum ra face Picadas soryndum na face Picadag
. - da folha de ail- ds folhs de al-
tragoes Ne T T v - finete MO T 3 : -+ finete
Superior Inferior Superior Infarigr
3 T ¥ T ¥ RS £ T T ¥ T T i ol
IRD IHF IHO INF IND InF ING IHF IND INF IND INF
13 2 L3 i 1 1 1 H E 1 1 1 1 T 1 *
Mistura de suifi
to de sodio 0,18 fosfato 5 2 g o g G 4 0 2 8 4] 8 0 4 0
e EOTA B,01 M
idem fosfato B 1 4 ] 4 0 2 ] 1 4 0 4 0 2 o
Mistura de cis-
teinz 0,001 M e fosfate 5 F4 g8 ¢l 8 ] 4 o] 1 4 G 4 G 2 ]
EGTA 6,001 M
Idem fosfate 8 2 8 0 2 G 4 0 2 ] 0 8 g 4 0
Mistyra_de sulfj
to de sedio 0,1M  Hepes 5 2 8 ] 8 0 4 o 1 4 o 4 0 2 Y
e EDTA 0,01 ¥
Tdem 2 2 8 1] 8 0 4 ¢ 1 4 ¢ 4 0 4 o
*
Mistura de cis-
teina 0,001 M e Hepes 5 2 8 o 8 c 4 4] 1 4 ¢ 4 ¢ b4 4
EDTA 8,01 M
Idem Hepes B 2 B 4] B ] & 4 1 4 0 4 0 2 0
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5,1.2 - UsaANDO INIBIDORES DE NUC! EASES

Como os resultados negativos nos testes de transmissdo macani
ca do virus do mosaico dourado do feijoeiro visham sugerindo uma  grande
instabilic de "in vitro" desse patogeno, foi tentado o uso de subst3ncias
quimicas que pudessem de alguma maneira preservar a integridade da parti-
cula viral, e conseguentemente, suaz infetividade. Forem ent3o usadas
substancias inibidoras de nucleases objetivando impedir o ataque das di-
versas nucleases que normalmente s3o 1iberadas no momente da trituracdo
das folhas para extracdo do incculo, ao acido nucleico viral. Essa pode-
ria ser uma forma d- mar er a sua infetividade.

Nestes exper mentos foram feitos dois tipos de tentativas de
se preservar o acido nucleico viral atraves do uso de inibidores de  nu-
cleases: Tazendo-se a extracdo do indculo por trituracido das folhas dire
tamente em solucoes contendo tais inibidores, e submetendo-se as folhas

infetadas a um tratamento pravio com essas solucoes.

5.1.2.1 - Extragao do inoculo na presenca de inibido-
res de nucleases
As substancias inibidoras de nucleases usadas foram: polivi-
milsulfato , dietilpirocarbonato , bentonite , g-mercapteetanol , alguns

T , InT e Mg++) » anions (fluoreto e citrato) e cloreto de

cations (Fe

potassio.
Nos testes realizados o inoculo foi extraido em solucdes tam-

ponantes contendo inibidores de nucleases e em seguida inoculado por fric

¢do com carborundum, As 527 plantas inoculadas no decorrer dos 41 testes



realizados, pertenciam as seguintes variedades de feijoeiro: Preto » Ca-
rioca , Moruna , Aroana , Bico-de-Ouro , Piratd , Rosinha {G-2 e G-2/69),
Jalo , Roxinho Precoce , Wisconsin HBR: 40 , Aeté 1/37 e 1/40.

Os resultados expressos na Tabela 3 , foram todos negativos.,

5.1.2.2 - Extragao do inoculo a partir de folhas in-
fetadas pre-tratadas por imersido do pecio-
1o em solugoes contendo inibidores de nu-
cleases
Nessa Tase que representa uma continuacdoc dos experimentos
anteriores, foi realizado um tratamento previo das folhas de feijoeiro in
fetadas com mosaico dourado (fonte do inoculo) com a finalidads de se con
seguir mafor eficiencia na acio dos inibidores de nucleases. No referido
tratamento, as solugdes contendo os mesmos inibidores de nucleases do tes
te anterior foram introduzidas nos teéidos das folhas que serviram como
fonte de inoculo, via xilema, pela sequinte técnica: as trifoliadas infe
tadas, cuidadosamente destacadas da planta doadora de inoculo para que
nao houvesse danificacdo do peciolo, foram imediatamente mergulhadas na
solucao contendo os inibidores de nucleases ; em seguida a ponta inferior
do peciolo foj cortada abaixo da superficie da solucao, para impedir a en
trada de ar no xilema e consequentemente, permitir o fluxo normal para oS
tecidos foliares. O tempo em que essas trifoliadas permaneceram com o pe
ciolo mergulhado na solucio-teste, variou de 24 a 30 horas. Depois desse
periodo de tratamento as folhas foram trituradas em almofariz na presenca
da mesma solucac-teste e o0 inoculo foi aplicado na planta-teste receptora

pelo metodo de friccldo com carborundum.
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TABELA 3 - Resultados dos testes de transmisszo mecanica do virus do
mosaico dourado do feijoeiro com o inoculo extraido na
presenca de inibidores de nucleases

1 ¥
Numero de plantas inoculadas
(INO) e infetadas (INF) empre-
Numero gando indculo extraido em tam-
de pao fosfato 0,05 M, pH 8,5 ,
contendo os inibidores de nu-
testes cleases

Inibidores de nucleases e
respectivas concentracoes

INO INF

1 1 1
Mistura de inibidores de nu-
cleases 26 260 . 0
Mistura de cations: Zn' '
Mgtt , e Fettt 0,02 M 3 50 0
Mistura de anions: citrato
e fluoreto 0,02 M 3 49 0
p-Mercaptoetanol 0,005 M 3 50 0
KC1 0,1 M 3 48 0
Mistura de bentonite - 2 g/1, 3 50 0
PVS -~ 10 mg/1 e DEP - 1 mg/1
Obs.: - Na mistura de inibidores de nucleases foram usados todos os

inibidores de nucleases e respectivas concentracdes descri-
tas na Tabela acima.

PVS
DEP

polivinilsulfato ;

Hi

dietilpirocarbonato.
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Foram realizados treze testes, tendo sido inoculadas 130 plan
tas. Os resultados, representados na Tabela 4 , nio mostraram nenhuma

planta infetada entre as que foram inoculadas.

5,1.3 - UsANDO SUBSTANCIAS QUE PODERIAM IMPEDIR A AGAO
DAS PROTEASES SOBRE A CAPA PROTEICA VIRAL

Considerando que a instabilidade "in vitro" do virus do mosai
co dourado do feijoeiro pudesse ser devida & susceptibilidade da sua capa
proteica ao ataque das proteases que sao liberadas no momeﬁéo da tritura-
cao das folhas para extracao do inoculo, foi tentado o uso de substZncias
que poderiam impedir a acdo dessas enzimas atraves dos seguintes mecanis-
mos: por inibicado ou inativacio das mesmas ; por saturaczo do sistema e
competicdo pelos seus sitios ativos com conseguente inducdo de  inibicdo

competitiva.

5.1.3.1 - Empregando substancias quimicas descritas
como inibidoras ou inativadoras de protea
ses
A exemplo do que foi feito em testes anteriores nos quais fo-
ram usadas substancias inibidoras de nucleases, nesta serie de testes ten
tou-se preservar a capa proteica viral tanto por extraczo do inoculo na
presenca de inibidores de proteases como por extracdo a partir de folhas

gue haviam sido previamente tratadas com esses inibidores.
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TABELA 4 - Resultados dos testes de transmissao mecanica do virus do
mosaico dourado do feijoeiro nos quais o inoculo foi ex-
traido de folhas pre-tratadas por imers3o do peciolo  em
solugdo contendo inibidores de nucleases

[} i T
Numero de plantas inoculadas
~ (INO) e infetadas (INF) empre-
Numero gando inoculo extraido em tam-
de pao fosfato 0,05 M , pH 8,5 ,
contendo os inibidores de nu-
testes cleases

Inibidores de nucleases e
respectivas concentracbes

] T 1
INO INF
t L] i H
Mistura de cations: zn''
et g, T e 2 e
Mistura de anions: citrato
e fluoreto 0,02 M 2 20 0
g-Mercaptoetanol 0,05 M 3 30 0
KC1 0,1 M p 20 ‘ 0
Mistura de bentonite - 2 g/1 , 3 30 0
PVS - 10 mg/1 e DEP -~ 1 mg/]
Mistura de todos os inibido- 3 30 0
res de nucleases acima
Obs.: - Na mistura de inibidores de nucleases fofam usadas as mes-

mas concentracoes descritas acima para cada inibidor.
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5.1.3.1.1 - Extracao do inoculo na presenca de inibji-
"dores ou inativadores de proteases
" As substdncias usadas durante 55 testes realizados, foram:
heparina , Tluoreto de sodio e bissulfito de sodio, tidas como inibidoras
de proteases e acide i6dico, um inativador dessas enzimas.

Nesses testes o inbGculo foi extraido em solugao tampdo conten
do as referidas substancias e em seguida inoculado pelo metodo de fricgdo
com carborundum ja descrito.

Foram realizados 31 testes com um total de 310 plantas inocu-
ladas. 0s resultados est3o representados na Tabela 5 , e novamente n3o
se pode observar nenhum resultado positivo na transmissio mecanica do vi-

rus do mosaico dourado do feijoeiro.

5.1.3.1.2 - Extracga@o do inocule a partir de folhas in-
fetadas pre-tratadas por imersdo do pecio-
1o em solugoes contendo inibidores de pro-
teases '

Continuando os experimentos realizados com o objetivo de impe
dir a acao das proteases sobre o VMDF durante o processo de transmissdo
mecanica, foram usadas as mesmas substincias com propriedade de inibir ou
inativar proteases empregadas anteriormente, com a di?erenga de que as
trifoliadas infetadas que serviram como fonte do indculo, sofreram um tra
tamento previo no qual as referidas substincias foram introduzidas nos te

cidos foliares via xilema, conforme técnica ja descrita.
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TABELA 5 - Resultados obtidos em testes de transmissao mecanica do vi
rus do mosaico dourado do feijoeiro extraindo-se o inoculo
na presenga de substancias descritas como inibidoras ou i-
nativadoras de proteases |

Inibidores de proteases e res- Nimero " Nimero de plantas inoculadas
pectivas concentracgbes, dilui- ée (INO) e infetadas (INF)

dos em tampao fosfato OC,1 M, testeg : :
pH 7,0 ING INF

1 ¥ ) H i
Ecido iodico 0,005 M 8 a0 0
Fluoreto de sodio 0,01 M 5 50 0
Bissulfito de scdio 0,05 M 7 70 0
Heparina a 1% 5 50 0
Mistura de todos os inibido- 6 60 0

res de proteases acima

Obs.: - Na mistura de inibidores de proteases foram usadas as mesmas
concentracoes descritas acima para cada inibidor.
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Nessa fase dos experimentos foram realizados treze testes,nos
quais 130 plantas receberam o inoculo pelo métods de fricgdo com carborun

dum. Os resultados, discriminados na Tabela 6 , foram todos negativos.

5.1.3.2 - Empregando macromoleculas proteicas numa
tentativa de saturacdo do sistema e indu-
¢ao de inibicao competitiva das proteases

Estes experimentos foram subdivididos em duas fases, de acor-

do com a composicgéo da sclucio extratora.

5.1.3.2.1 - Extracio do indculo na presenca de casei
na, soro aibumina bovina e hemoglobina ,
diluidas em tampdo fosfato
Nas primeiras tentativas com o uso de macromoléculas protei -
cas foram utilizadas as seguintes substdncias: hemoglobina humana {cedi-
da por Laboratorio de Analises Cl17nicas de Campinas; concentracao: 90g%);
soro albumina bovina (comercial) e Caseina (Merck). Essa§ tres proteinas
foram diluidas em tampiao fosfato para tres concentragoes finais. O métg
do de jnoculagao usado tambeém foi o de friccado com carborundum.
Nesta fase foram realizados 34 testes, nos quais foram inocu-
Tadas 327 plantas. O0s resultados, discriminados na Tabela 7, ndo mostra-

ram rienhuma planta infetada entre as que foram inoculadas.
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TABELA 6 - Resultados obtidos em testes de transmissdoc mecinica do vi-
rus do mosaico dourado do feijoeiro utilizando indculo ex-
traido de folhas pre-tratadas por imersdo do peciolo em so- -
Tugao contendo inibidores ou inativadores de proteases

Inibidores de proteases e res- Nimero de plantas inoculadas

pectivas concentragoes, dilui- NH?:PO {INO) e infetadas {INF)
dos em tampao posfato 0,1 M, + . 7

Y estes

P INO INF

1 i ]

Ecido ifodico 0,005 M 3 30 0
Fluorets de sodio 0,01 M 2 20 0
Bissulfito de sodio 0,05 M 3 30 0
Heparina a 1% 2 20 0
Mistura de todos os inibido- 3 30 0

res de proteases acima

Obs.: - Na mistura de inibidores de proteases foram usadas as mesmas
concentragoes descritas acima para cada inibidor.
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TRBELA 7 - Resultados obtidos em testes de transmiss8o mecanica do vi
rus do mosaico dourado do feijoeiro extraindo-se o inoculo
na presenca de hemoglobina humana, caseina e soro albumina
bovina diluidas em tampao fosfato

{ i

Macroproteinas e respectivas Numero de plantas inocula-

k)

Numero | | . s
concentracdes diluidas e de das (INO) e 1?|etadas (INF)T
tampdo fosfato 0,1 M , pH 7 | testes | INO | N
Hemoglobina humana 0,5% 3 28 0
ITdem 1,0% 3 30 0
Idem 1,5% 3 29 0
Soro albumina bovina 0,5% 4 36 o
Idem 1,0% 3 30 0
Idem 1,5% 4 40 0
Caseina 0,5% 4 38 0
Idem 1,0% 3 30 0
Idem 1,5% ) 3 26 0
Mistura de todas as proteinas
acima 4 40 0
Obs.: - Proporcao das proteinas na mistura acima: Hemoglobina - 0,1% ,

soro albumina bovina - 0,1% e caseina 0,1% .
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5.1.3.2.2 - Extracdao do inoculo na presenca de casei-
na combinada ou nao com outro aditivo qui
mico, diluidos em diversos tampoes
Hessa fase seguinte houve uma tentativa de combinar a acdo de
uma proteina com outros aditivos quimicos com a funcdo de redutores,que -
lantes, inibidores de nucleases, etc., a fim de anular efeitos multiplos
que pudessem estar interagindo no sentido de provocar a perda da infetivi
dade da particula viral, Foram inoculadas 603 plantas em 62 testes rea-
1izados. Os resultados estao representados na Tabela 8 , ndo tendo apare
cido nenhum caso de transmissao mecanica do virus do mosaico dourado do

feijoeiro.

5.1, - EXTRAGAO DO INOCULO NA PRESENGA DE SUBSTANCIA
FIXADORA DE TECIDOS

0 glutaraldeido & uma substiancia bastante usada em microsco -
pia eletronica para fixac3o de tecidos, devido 2 sua propriedade de for-
mar pontes de metileno, interligando polipeptideos atraves de seus sitios
atives, tanto inter como intracelularmente. Isso possibilita a manuten -
gao de certas estruturas como os sistemas intracelulares de microtubulos
labeis e muités outras, como particulas elementares ligadas &s membranas
mitocondriais.

Nesses experimentos, foram feitas tentativas de se explorar
essas propriedades do glutaraldeido no sentido ou de preservar a estrutu-

ra da particula viral, ou ainda de manter intactas certas organelas ou
g



TABELA 8 - Resultados obtidos em testes de transmissio mecinica do virus
do mosaico dourado do feijoeiro extraindo-se o ingculo na pre
senca de caseina combinada ou ndo com outro aditivo quimico ,
diluidos em diversos tampoes

¥ ] T

Solucdo extratora contendo caseina 1075 M Numero _de
‘ . Numero  plantas ino-
' ! _ ' ‘T 4 culadas (INO)
_ Concen  Aditivo quimico e res- € e infetacas
Tampao tracao  pectiva concentracao pH testes (INF) ;
I T
(M) , INO  INF
H 1] 1 9 i i
Fosfato 0,01  Mistura de EDTA 0,01 M
e cisteina 0,001 M 5,0 2 20 0
Tdem Idem 8,0 2 20 0
Idem 0,02 Mercaptoetancl 0,005 M 8,5 3 30 0
Idem # ifistura de bentonite
2 afl , PVS - 10 ng/1, 8,5 6 56 0
DEP - 1 mg/1
Tdem . Mistura de cations:
Intt | lg™t e Fetit 8,5 4 40 C
0,02 M
Idem " Mistura de anions: ci-
trato e fluoreto 0,02 M 8,5 2 20 0
Idem ) u KC¥ 0,1 M . 8,5 2 20 0
Idem " Mistura de inibidores 8,5 3 30 0
de nuclieases
Tdem 0,1 Sem aditivo quimice 5,0 3 30 0
Idem 0,01 Idem 5,0 7 68 4
Idem " Idem 8,0 8 76 0
sacarose
tamponada 0,3 Tdem 8,0 3 30 0
NaCl1-EDTA * Idem 8,0 3 29 0
Hepes 0,1 Idem 5,0 3 30 0
Idem " Tdem . 8,0 5 50 C
Idem - 0,00 Idem o 5,07 3 26 0
Idem " Idem 8,0 3 28 0




29.

mesmo vesiculas existentes nas c€lulas das folhas infetadas, que foram
trituradas para extracao do inScuIe.: Assim sendo, se o virus estivesse
localizado dentro de uma dessas organQTaé oulves7cu?as, poderia manter
sua integridade estruturdl e vir a ser infectivo guando fosse inoculado.

0 inoculo, extraido na presenca de solucBes tamponantes de
fosfato 0,1 M, pH 7 , contendo glutaraldeido em cinco concentractes ,
foi inoculado pelo metodo de friccao com carborundum,

Foram feitos 15 testes, tendo sido inoculadas 150 plantas.

Os resultados, representados na Tabela 9 , foram todos negativos.

5.1.5 - EXTRAGAO DO INOCULO A PARTIR DE FOLHAS INFETA-
DAS PRE-CONGELADAS POR MEIO DE C02 SOLIDO

O objetivo principal desses testes foi o de tentar preservar
a integridade da particula viral e portanto sua infetividade, por redu-
cao da temperatura e inibigdao de possiveis reacBes termolabeis gue pode-
riam ocorrer no momento da extragdo, por ocasidao da trituracdo dos teci-
dos foliares e liberagao do suco intracelular. Pelo congelamento da fo-
Tha antes da trituracao, as reagoes que dependessem de temperaturas mais
elevadas que a da folha congelada, serijam automaticamente inibidas. De-
pois de congeladas as folhas infetadas foram transformadas em po, esse
po foi diluido na solucdo extratora, apos 0 que o inoculo foi aplicado
pelo metodo de fric¢do com carborundum.

Os resultados desses testes, se encontram na Tabela 10 , no
qual sz pode observar gue dentre as 320 plantas inoculadas nos 32 expe-
mentos realizados, ndoc houve nenhum resultado positive de transmiss3o me

canica do virus do mosaico dourado do feijceiro.



{0
[
N

TABELA 9 - Resultados obtidos em testes de transmissdo mecanica do vi-
rus do mosaico dourado do feijoeiro fazendo-se a extracao do
inoculo na presenca de substancias fixadoras de tecidos

i I 7
=~ L - Nimero de plantas inoculadas
Concentracao de glutaraldeido Numero ; S
(%) diluido em tampaoc fosfato de (I0) e infetadas (INF)
. ¥ ¥ ¥
8,0 2 20 0
3,0 7 2 20 0
1,0 5 50 0
0,3 3 30 0
0,1 4 3 30 0
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5.1.6 - EMPREGANDO OUATRO DIFERENTES METODOS, TRES DOS
QUAIS FORAM USADOS COM SUCESSO NA TRANSMISSAO
MECANICA DE VIRUS SEME!HANTE POR INVESTIGADO-
RES DE OUTROS PAISES

Como ja se sabe, o virus do mesmo grupoe que ocorre em ouiros
paises da America lLatina, tem sido transmitido mecanicamente com bons re-
sultados, atraves de metodos de extracdo e inoculacdo relativamente sim-
ples. " Nos testes aqui descrito foram feitas tentativas de transmissao me
canica do-v?rus do mosaico dourado do feijoeiro existente nos estados de
Sdo Paulc e Parana - Brasil, empregandc os metodos de extragao e inocula-
cfo usados com sucesso para transmiss@o mecanica do virus semelhantes de
Porto Rico , Colombia e E1 Salvador. Foi usado tambam um quarto metodo,
gue tem sido empregado com bons resultados na transmissdo mecanica de ou-
tros fitevirus na Secfo de Virologia do Instituto Agronomico de Campinas,
o qual foi designado como metodo "4".

Nos quatro metodos empregados, a inoculacao foi feita por
fricgdo com carborundum e a solugac tampdo utilizada em todos eles foi a
de fosfato 0,1 M. 0 que diferenciou um metodo do outro foi o pH e aditi-
vo quimico de cada solucdo extratora como segue: a) MEINERS et alid
(1973) - somente solucdo tampdo com pH 6,8 3 b) GALVEZ e CASTANO (1976)
-p-mercaptoetanol a 1% e pH 7 ; c¢) GOODMAN et qlZ< (1976) - 0,1 M de
EDTA , 0,001 M de cisteina e pH 7,8 ; d) metodo "4" - 0,1 M de sulfito
de sodio e pH 8 .

Paralelamente, foram feitos outros testes seguindo os mesmos
detalhes de metodologia, utilizando os mesmos aditivos quimicos, porem,

mudando as concentracoes das solucGes tampoes de 0,1 para 0,01 M.
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As variedades de feijoeiro empregadas nesses testes foram em
numero de 15: Floresta , Roxoti , Qose?i » Moruna , Roxao lustroso , A-
roana , Carioca , F. R. S. Luiz , Rouxinho Catiara , Manteiga , Red Kid -
ney , tres cultivares de Rosinha (6-2 , G-3 e G-4) e Preto. En adicio
foram usadas tres outras espécies de Phaseolue: P. longepedunculatue, P.
acutifolius e P. lunatus. Em cada teste as plantas de feijoeiro ou ou-
tras que serviriam como receptoras do indculo foram incculadas em dois
tamanhos: a) o que foi designado como tamanho 1 correspondeu a plantas
contendo somente as duas folhas primarias com aproximadamente 2/3 do seu
tamanho definitivo ; b) o tamanho 2 as plantas mais velhas, ou seja ,
aquelas contendo as primeiras trifoliadas.

Foram inoculadas 4.768 plantas nos 120 testes realizados, dis
tribuidos segundo concentragio da solucao tampdo utilizada e tamanho de
planta-teste receptora conforme discriminado na Tabela 11 . Os dados ob-
tidos, expressos na referida Tabela, ndo mostraram nenhum resultado posi-

tiva.
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TABELA 11 - Resultados obtidos em testes de transmiss3o mecanica do vi-

rus do mosaico dourado do feijoeiro, utilizando-se diferen-

tes metodos em diferentes variedades de plantas-teste

Tananho * 100ero de plantas ingculadss (IN0) ¢

das plan- zados com as diversas variedades e

recepto - das

ras 0,1 M ' C 0,01 M
| INO : INF : : INO : INF

MEINERS ] 300 0 300 0
Tdem 2 300 0 300 0
GOODMAN 1 290 0 296 0
Idem 2 300 0 294 0
GALVEZ e CASTARNO T 300 0 298 0
Idem 2 296 0 300 0
Metodo "4" 1 256 0 298 0
Tdem 2 300 0 300 0

{*} O tamanho 1 correspondeu a plantas portandc somente as duas fo-

lhas primarias com aproximadamente 2/3 do seu tamanho definiti-

Vo.

0 tamanho 2 correspondeu a plantas num estagio mais avangado de

crescimento, apresentando ja as primeiras trifoliadas.



5.2 - VERIFICAGAO DE POSSIVEL ESTABILIDADE DIFERENCIAL DE
COMPONENTES DO VIRUS '

Apesar do insucesso nos testes de purificacao do virus do mo-
saico dourado do feijoeiro existente no Brasil, ate o momento, alguns re-
sultados preliminares parecem indicar ser ele constituido por duas parti-
culas formando um dimero (MATYIS et alii, 1975), a exemplo do gue ocorre
com o virus do mesmo grupo em outros paises da America,

Considerando entdo esse virus de morfologia dimera, foi testa
do nesses experimentos a hipotese de terem essas particulas estabilidades
diferentes em relacdo ao pH da solugdo extratora. A abordagem dessa hipo
tese foi feita atraves de experimentos nos quais foram feitas duas extra-
¢Ges em solucbes de diferentes pHs e duas inoculagOes que variaram em me-

todologia e intervalo entre uma e outra.

5.2,1 - DuAs INOCULAGOES SEGUIDAS SOBRE AS MESMAS FO-
LHAS EMPREGANDO O INOCULO EXTRAIDO EM SOLUGOES
DE DIFERENTES PHs

Na execucdo destes testes, o inoculo foi dividido em duas par
tes iguais e triturado em duas solucdes extratoras que diferiam entre si
somente em relacdo ao pH , acido ou basico (pHS5 e pH8). 0 inoculo, ex-
traido em solucdo acida, foi inoculado em primeiro lugar e o outro  logo
em seqguida, sobre as mesmas folhas, 0 método de inoculacdo foi o de fric
cao com carborundum.

Foram realizados 34 testes, nos quais 340 plantas receberam o
inoculo. Os resultados se encontram na Tabela 12 , sendo gue foram todos

negativos.
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5.2.2 - Duas INOCULAGOES SOBRE AS MESMAS FOLHAS COM
INTERVALO DE TRES DIAS ENTRE A PRIMEIRA E A
SEGUNDA INOCULAGAO, USANDO INOCULO EXTRAIDO
EM SOLUGOES DE DIFERENTES PHS E EMPREGAN-
DO DIFERENTES METODOS DE INOCULAGAO

Continuando a verificacdo de possivel diferenca de estabilida
de entre componentes do dimero que constitui a particula viral, foram in-
seridas algumas variaveis: diferentes metodos de inoculacio e intervalo
de tres dias entre a primeira e a segunda inoculagdo. 0 objetivo foi tes
tar se a primeira particula necessitava de um certo periodo para se esta-
belecer na planta antes que a segunda fosse inoculada, alem de procurar
encontrar um metodo de inoculacdo mais adequado.

A exemplo dos testes anteriores, apos a trituracdo do inoculo
am solucde extratora com pH & , foi efetuada a primeira inoculacdo. Nas
dez plantas usadas em cada teste, o inoculo foi aplicade do seguinte mo-
do: nas quatro primeiras plantas por fric¢ac com carborundum na face su-
perior da folha, nas quatro seguintes por friccao com carborundum na face
A inferior da folha e nas duas ultimas, por picadas de alfinete, conforme
tecnica ja descrita anteriormente. Depois essas plantas foram para estu-
fas apropriadas, onde permaneceram por trés dias. Apbs esse periodo rece
beram novamente o inoculo, desta vez extraido em solugao extratora com
pH 8 , gue foi inoculado pelas mesmas teécnicas usadas na primeira inocula
¢ao para cada planta-teste receptora.

Foram inoculadas 200 plantas nos 20 testes realizados. O0s re

sultados, discriminados na Tabela 13, foram todos negativos.
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5.3 - VERIFICAGAO DE POSSIVEL EFEITO SINERGICC DO VIRUS DO
MOSAICO DOURADO DO TOMATEIRO SOBRE A TRANSMISSAO ME-
CANICA DO VIRUS DO MOSAICO DOURADO DO FEIJOEIRO

Nestes testes foi tentado o uso de um virus do mesmo grupo
morfologico do mosaico dourado, portanto tambem constituido por um dime -
ro, ¢ que tem sido transmitido mecanicamente com certa facilidade, para
testar se nao haveria um efeito sinergico guando em conjunto com o vi-
rus do mosaico dourado do feijoeiro, facilitando ou promovendo de alguma
maneira a transmissdo mecanica do mesmo.

A hospedeira do virus do mosaico dourado do tomateiro emprega
da foi a planta de fumo TNN (NZcotiana tabacum L.). Para execugao dos
 testes, foram coletadas quantidades iguais de folhas de fumo e de feijoei
ro infetadas com os virus do mosaico dourade do tomateiro e do mosaice
dourado do feijoeiro respectivamente, e trituradas em almofariz contendo
solucdo extratora na proporgao de 2/5 (gramas de folha /ml de solugdo).
Em cada teste, foram inoculadas oito plantas de feijoeiro e tres plantas
de fumo, perfazendo 128 e 48 plantas respectivamente, nos 16 testes reali
zados.

Nos resultados, discriminados na Tabela 14 , pode-se observar
pelo numero de plantas de fumo infetadas, que o virus do mosaico dourado
do tomateiro, como de costume, apresentou bons resultados de transmissdo
mecanica, 0 que ndo ocorreu com o virus do mosaico dourado do feijoeiro,

cujos resultados foram todos negativos.
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5,4 - TENTATIVAS DE INDUGAO DE MUTANTES TRANSMISSIVEIS ME-
CANICAMENTE ATRAVES DO USO DE SUBSTANCIAS MUTAGENICAS

Apos todos os éxperimentos iniciais visando obter transmissao
do VMDF por metodos mecdnicos sem nenhum indicio de resultado positivo ,
tentou-se induzir mutacao no complexo normal desse virus encontrade aqui
no Brasil, objetivando com isso conseguir uma estirpe resultante do mesmo
que fosse transmissTvel mecanicamente. Quatro foram as substincias empre
gadas nesses testes: hidroxilamina , 5-bromouracil , ester et¥lico do a-
cido metanosulfonico e azida sodica. Essas substancias foram diluTdas em
tampao fosfato com pH na faixa acida (6,2) e neutra (7) para duas concen-
tracoes finais: 1073 e 1076 M.

As tentativas de inducdo de mutantes atraves do uso das subs-
tancias mutagenicas acima citadas foram efetuadas de diferentes modos:
fazendo-se a extracao do inoculo por trituracdo das folhas diretamente na
presenca dos mutagenicos e extraindc-se o indculo de folhas ou plantas in

fetadas previamente tratadas com mutagenicos.

5.4,1 - EXTRAGAC DO INOCULO NA PRESENGA DE SUBSTANCIAS
MUTAGENICAS

Inicialmente foi tentado inducdo de mutaciao somente pela ex-
tracao do inoculo na presenca de mutagenicos. Portanto as folhas infeta-
das foram trituradas na solugdo extratora contendo o mutagénico e o extra

to foliar foi inoculado pelo metodo de fricgdo com carborundum.



Foram efetuados 22 testes, nos quais. foram inoculadas 200
plantas. Nos resultados, expressos na Tabela 15 » Na0 apareceu nenhum mu

tante que fosse transmissivel mecanicamente.

5,4,2 - EXTRAGAO DO INOCULO A PARTIR DE FOLHAS INFETA-
DAS PRE-TRATADAS POR IMERSAO DO PECIOLO EM SO-
LUCAO CONTENDO SUBSTANCIA MUTAGENICA

Continuando as tentativas de indugdo de mutantes transmissi -
veis mecanicamente, nessa segunda fase foi feito um tratamento previo das
folhas que serviram como fonte de incculo. A solugdo contendo mutagenico
foi introduzida nos tecidos foliares via xilema atraves do peciolo, segun
do a mesma técnica ja descrita anteriormente, Depeis de um periodo de 24
a 30 noras em que as folhas Ticaram com peciolo mergulhado na solugdo con
tendo os mutagenicos, elas foram trituradas na presenca da mesma solugao-
teste e 0 extrate foliar foi inoculado por fricgao com carborundum.

Foram efetuados 22 testes, nos quais 220 p1éntas foram inocu-
ladas. 0s resultados, representados na Tabela 16, nao mostraram  nenhum
caso positivo de transmissao mecanica do virus do mosaico dourado do fei-

joeiro.
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TABELA 15 - Resultados dos testes em gque se tentou a jnducdo de mutan-
tes do virus do mosaico dourado do feijoeiro extraindo - se
o inbculo na presenca de substincias mutagénicas

Numero de testes (N9 T), de plantas ino-
culadas (INO) e infetadas (INF) com o i-
Concen noculo extraido em tampac fosfate 0,1 M

Substancias tracio nos pHs indicades, contendo os mutageni-
mutagenicas cos
(M) 6.2 7
IR e ] T T T ] T T
NQLT IND INF NG T iNO INF

Hidroxilamina 1078 2 20 0 3 30 0
Tdem 1073 3 30 0 2 20 0
5-bromouracil 1076 a 20 0 3 30 0
Idem 1073 2 20 0 3 30 0
Ester etilico do aci -c
do metanosulfonico — 10 Z 20 0 3 30 0
Idem 1073 3 30 0 4 20 0
Azida sodica 10°€ 2 20 0 3 30 0
Tdem 1073 3 30 0 3 30 0
Controle (sem subs- o 3 30 0 3 30 0

tancia mutagenica)




TABELA 16 - Resultados dos testes em que se tentou a inducdo de mutan~
tes do virus do mesaico dourado do feijoeiro fazendo-se a
extragdo do inoculo de folhas infetadas pré-tratadas por i
mersao do peciolo em solucdo contendo mutagenico

Numero de testes (N@ T), de plantas ino-
culadas (INO) e infetadas (INF) usando i
Concen  noculo de folhas infetadas pré-tratadas

S ancia
ubstancias por imersio do peciolo em tampio fostato

]

tragao 0,1 ¥ nos
s pHs indicados, contendo as
fatagenicas substancias mutagénicas
(NI) [} ¥ ¥ 7
6,2 7
"NO T INO INF . NOT  INO INF
Hidroxilamina 1076 3 30 0 3 30 0
Idem 1073 2 20 0 3 30 0
5-bromouracii 1076 a 20 0 ? 20 0
Tdem 1073 2 20 0 3 30 0
Ester etilico do acz -
do metanosulfonico 10 ® 2 18 0 3 30 0
Idem 1073 3 30 0 3 30 0
Azida sodica 1076 2 20 0 2 20 0
Idem 1073 3 30 0 3 30 0
Contrele (sem subs- o 3 30 0 3 30 0

tancia mutagenica)
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5.4.3 - EXTRAGAO DO INOCULO A PARTIR DE PLANTAS PRE-
TRATADAS POR IMERSAO DAS RAIZES EM SOLUGOES
CONTENDO MUTAGENICOS

Nesta terceira fase dos experimentos em que se tentou inducdo
de mutagao no complexo normal do virus do mosaico dourado do feijoeiro ,
novamente foi introduzida a soluc@o mutagenica nos tecidos foliares, s0O
que desta vez toda a planta infetada foi tratada por imers3c das rafzes
na referida solucao. Nestes testes as plantas foram especialmente inocu-
ladas com o auxilio da mosca branca para esse fim, e usadas quando apare-
ceram 0s primeiros sintomas de mosaico dourado, ou seja, cerca de 20 dias
apds a inoculacdo. Nessa epoca as plantas foram cuidadosamente arranca -
das dos vasos para que suas raizes n3o fossem danificadas, essas foram 1a
vadas em agua corrente para retirada do excesso de solo aderido em  suas
superficies, e mergulhadas num recipiente contendo & solugdo com mutagéni
co. Apds um periodo de 24 a 72 horas que essas raizes ficaram mergulha -
das na solugao - teste, as folhas mais vigosas e que apresentavam sintomas
mais visiveis foram destacadas da planta e trituradas em almofariz na pre
senga da mesma solucdo contende mutagenico. 0 extrato foliar foi inocula
do por fricgcao com carborundum.

Foram inoculadas 360 plantas nos 36 testes realizados, e o3
resultados se encontram na Tabela 17. Também nessa série de testes nao

houve aparecimento de resultados positivos,
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TABELA 17 - Resultados dos testes em que se tentou a indugao de mutan-
tes do virus do mosaico do feijoeiro fazendo-se a extracdo
do inoculo de p?anfas infetadas pre-tratadas por imersao
das raizes em solucdes contendo substancias mutagenicas

Numero de testes (N¢ T), de plantas ino-
culadas (INO) e infetadas (INF) utilizan
do inoculo de plantas infetadas prée-tra-

Substancia Ceﬂcfﬂ tadas por imersdo das raizes em  tampao
~ tragao  fosfato 0,1 M nos pHs indicados, conten-
mutagenica do substanc1as mutagen1cas
(hi) i L ] ¥
6,2 7
"NO T INO  INF . NOT INO INF
Hidroxilamina 107® 4 40 4] 3 30 0
Idem 1073 4 40 0 3 30 0
5-bromouracil 1078 3 30 0 2 20 0
Idem 1073 4 49 0 3 30 0
Azida sodica 1078 3 30 0 3 30 0
Idem 1073 4 40 0 2 20 0
Ester etilico do aci -¢
do metanosulfonico 10 4 40 0 2 20 0
ldem 1073 5 50 0 5 50 0
Controle {sem subs- L 5 50 0 3 30 0

tancia mutagenica
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6- DISCUSSAO

A transmissdo mecanica do virus do mosaico dourade do feijoei
ro no Brasil e problema cuja solucdo tem sido exaustivamente procurada
por varios investigadores (COSTA, 1965 ; FLORES e SILBERSCHMIDT, 1966 ;
COSTA, 1976 ; COSTA, dados nao publicados), mas que ate o momento nao po-
de ser encontrada. No presente trabalho realizou-se um grande nimero de
experimentos, nos quais a transmissio mecanica do VMDF foi tentada atra-
ves de diferentes maneiras de abordagem, variando: origem do inoculo, me
todos de extracdo e inoculagao, plantas-teste doadoras e receptoras do vi
rus, etc.

As varias amostras de plantas infetadas, empregadas para ex-
tracdo do inoculo, tanto foram coletadas daguelas mantidas em estufas, co
mo de plantas de campo, vindas de diversos locais de Campinas e regido, e
de outras regioes do Estado de S3o Paulo e Parana. Embora tenham sido
testados inoculos de muitas origens, nenhum resultado positivo de trans -

missao mecanica foi conseguido. Portanto, a nido transmissibilidade do
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virus por metodos mecanicos e um fato que se estende a todos os complexos
normais testados e, se realmente existe algum outro que seja transmissY -
vel mecanécémente, ainda nao pode ser encontrado.

A jdeia de que a dificuldade na transmiss3o mecanica do virus
do mosaico dourado do feijoeiro pudesse esiar ligada a baixa ceoncentracao
deste na preparacao inoculada, fez com que o problema fosse abordado sob
dois aspectos: a) utilizacdo de folhas infetadas de diferentes tamanhos,
coletadas de plantas em diferentes estzgios da doenga ; b) variacdo na
quantidade de folhas infetadas para o volume de solugdo extratora emprega
da. No primeiro caso foi dado uma cobertura t3o ampla quanto possivel, u
tilizando para extracZo do indculo folhas infetadas de varias idades, des
de‘aqueEas'bem jovens ate as que ja possuiam aproximadamente seu tamanho
maximo de expansao, coletadas de plantas em varios estagios da doenga, ou
seja,desde as recem infetadas (cerca de 20 dias apos inoculacdo com mosca
branca virulifera) na ocasiao do aparecimento dos primeiros sintomas, ate
aguelas em infcio de florescimento, quando a molestia se encontrava  num
estagio bem mais avangado. No segundo caso, foram empregadas gquantidades
crescentes de folhas infetadas na solugdo extratora, ate um ponto maximo,
no qual se inoculou scmente o p0 resultante das folhas pré-congeladas tri
turadas. Os resultados negativos dos experimentos realizados, consideran
do todos esses parametros, nao deixaram nenhuma duvida quanto ao fato de
nio ter sido a conceniracao o fator limitante na transmissdo mecanica.

Quanto 2 hipotese de as plantas - teste doadoras e receptoras
do inoculo poderem ser responsabilidades pela dificuldade de se conseguir

a transmissdo mecanica do VMDF, e considerada pouco provavel, desde que
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no presente trabalho foram empregadas, tanto para doar como para receber
o virus, plantas de diferentes idades representando diversas variedades
de Phaseolus vulgaris e tres outras especies do genero.

Enfase especial foi dada aos métodos de extracdo, com o auxi-
1io dos quais foram investigadas muitas hipoteses formuladas no decorrer
deste trabalho. Na primeira fase foi feita uma triagem de diversas solu-
goes extratoras, preparadas com tampdes de concentracOes e pHs variados ,
aos quais, haviam ou nao, sido adicionadas substancias consideradas capa-
zes de preservar a infetividade do inoculo, por agirem como guelantes, re
dutoras, ativadoras de inoculo, etc. (MATTHEWS, 1970). Entretanto, ape -
sar de as solucOes extratoras empregadas nesses experimentos serem efici-
entes para a transmiss@o mecanica da maioria dos fitovirus, o uso destas
nao conduziu a nenhum resultado positivo com o virus do mosaico dourado
do feijoeiro, indicando a necessidade de novas investigacOes para o pro-
blema.

Os resultados de experimentos posteriores, estudando a possi-
bilidade de o virus estar sendo degradado por enzimas como nucleaseé, que
sabidamente podem inibir a infetividade viral {LORING, 1942 ; FRANCKI,
1968 ; MATTHEWS, 1970), tambem foram negativos. Nova possibilidade seria
a de que outras enzimas como as proteases, cuja acao tambem @ conhecida
como capaz de diminuir a infetividade viral (BAWDEN e PIRIE, 1932 ; STAN-
LEY, 1934), estivessem provocando a degradacao da capa proteica viral e
expondo seu acido nucleico a acdo de substancias que causariam a sua ina-
tivacao. Entretanto, tanto o uso de inibidores de proteases como o de ma

croproteinas visando impedir a acdo dessas enzimas sobre o virus foram
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totalmente sem efeito, n3o tendo induzido o aparecimento de nenhum  caso
de transmiss3o mecanica do VMDF.

Com o emprego de glutaraldeido, penscu~sé que a'poss?vei many
tengao de alguma estrutura celular come organela ou vesicula, poderia ofe
recer a chance de se preservar dentro delas particulas intactas do virus
que pudessem ser infectivas guando inoculadas. Mas foram frustradas to-
das as esperangas nesse sentido, pois em nenhuma das concentracGes empre-
gadas, o glutaraldeido pode contribuir para a obtengzo de resultados posi
tivos. 0 congelamento da folha infetada com C02 solido antes da tritura-
cado para extragao do inoculo objetivando impedir reacCes termolZbeis, tam
bem com nada contribuiu para mudanca dos resultados ateé entZo obtides.

As investigacoes realizadas na fase em que se empregou 0s me-
%édas que tém sido utilizados para transmissdo mec3nica (esbora nio difi-
ram muite dos de rotina) do virus semelhante existente na Colombia , Por-
to Rico e E1 Salvador (MEINERS et alii, 1973 ; GALVEZ e CASTARD, 1976 ;
GOODMAN et al<Z, 1976) novamente a nada conduziram apesar de terem sido
inoculadas milhares de plantas de feijoeiro de muitas variedades como doa
doras e receptoras de inoculo, inclusive aquelas que foram usadas com su-
cesso naqueles paises, e mesmo de se ter tentado variar essas solucoes ex
tratoras, mostrando possuir o virus do mosaico dourado do feijoeiro exis-
tente no Brasil, caracteristicas peculiares que nio o identificam como o
existente nos outros paises da America Latina.

Uma outra hipotese testada foi a possibilidade de haver dife-
renca de estabilidade em componentes da particula viral. lMas ndo houve

confirmagao dela guando o virus extraide em duas soluctes de diferentes
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pHs foi inoculado duas vezes segui&as sobre as mesmas folhas, ou duas ve-
zes com intervalo entre a primeira e a segunda inoculacdo. Em outros ex-
perimentos onde foi utilizado outro virus do mesmo grupo morfologico, o
virus do mosaico dourado do tomateiro, em mistura com o inoculo, para ave
riguar se nao haveria um efeito sinergico ou complementar entre os  dois
virus, que permitisse a transmissdo mecanica do virus do mosaico dourado
do feijoeiro, tambem ndo se conseguiu resultados positivos.

No decorrer dos experimentos realizados foram empregadas tam-
bem algumas variacoes né metodologia de inoculacao, sem nenhum resultado
positive, de modo que provavelmente a causa da ndo transmissibiiidade do
VMDF por metodos mecanicos nao deve estar ligada a essa metodologia. E,
uma vez que se trabalhou sob condicBes ambientes bem variadas em relacao
3 temperatura, umidade, etc, certemente n3o serdo esses parametrcs os fa-
tores decisivos na resolugao desse problema.

Nio se considera que a transmissdo mecanica do VMDF seja im-
possivel, apesar do numero de resultados negativos existentes. Neste tra
balho foram mostrados os dados preliminares obtides em experimentos  nos
quais se tentou induzir mutantes do complexoc normal desses virus, trans -
missiveis mecanicamente. Esses resultados sao ainda negativos, mas  ou-
tros testes deverdo ser feitos com a mesma finalidade. Acredita-se na
possibilidade de aparecer uma estirpe que seja capaz de manter sua infeti
vidade durante o processo de transmissdao mecanica.

Os numercsos testes realizados, visando a transmissdo mecani-

ca do VMDF no Brasil com resultados negativos, indicam ser esse virus de
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muito baixa estabilidade <n vitro. ) Apoiando essa afirmativa existem os
resultados das tentat?vas de purifiéagﬁo com ele realizadas {MATYIS et
alii, 1975 ; SILVA, dados nao publicados), qﬁe embora estejam sendo fei-
tas repetindo os mesmos métodos usados com sucesso na purificacdo do vi-
rus semelhante existente nos outros paises, ndc tem sido satisfatorios ,
pois as particulas purificadas nao sao infectivas quando inoculadas meca-
nicamente na planta de feijoeiro e a estrutura morfologica visualizada ao
microscopio eletronico nao confirma com precisdo o dimero que deve cons
tituir a particula viral,

Todas essas evidencias experimentais obtidas mostram claramen
te que o virus do mosaico dourado do feijoeiro no Brasil deve ser diferen
te daquele existente nos outros paises da America Latina, que é considera
do como sendo relativamente estavel <Zm vitro {BALVEZ, comunicacao pes -
soal), alem de ser facilimente transmissivel por metodos mecanicos. Nao
seria admissTvel, caso o virus do Brasil fosse identico ao daqueles pai-
ses, que os resultados dos experimentos aqui relatados, nos quais mais
de 10.000 plantas foram inoculadas, inclusive com utilizacdo dos mesmos
metodos empregados com sucesso para transmissao mecanica daquele virus,

fossem todos negativos.
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7 - CONCLUSOES

0 virus do mosaico dourade do feijoeiro nao foi transmissivel
por inoculac3o mecanica atraves de técnicas de rotina. Tambem ndo foi
transmitide quando foram feitas inumeras modificacOes nos diversos fato -
res que poderiam influenciar a estabilidade da preparacao viral ou o pro-
cesso de infeccao.

As evidencias experimentais obtidas indicam que o virus do mo
sajco dourado do feijoeiro existente no Brasil deve possuir caracteristi-
cas peculiares que o tornam bastante instavel <n vitro, provocando a
perda de sua infetividade durante o processo de preparacdo do inoculo pa-
ra transmissao mecanica.

Apesar de o virus do Brasil e o dos outros paises da Amzrica
lLatina terem a mesma morfologia, induzirem os mesmes sintomas em feijoei-
ro, serem transmitidos pela mesma mosca branca vetora e terem o mesmo c{i
culo de hospedeiras, sao diferentes em alguma particularidade que determi

na sua divergencia de comportamento in vitro.
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g - SUMMARY

Bean golden mosaic virus in Brazil has not been transmitted
mechanically by investigators that have tried it. Other related
viruses associated with similar diseases present in  Central America ,
Porto Rico, and Colombia have been transmitted by routine methods of
mechanical dinocculation without great difficulty. This apparent

discrepancy led the writer to start a series of tests aiming at develop

ing a teshnique that would permit mechanical transmission of the
Brazilian virus. Several approaches were tried - (1) Variations in the
source of Trnoculun : {(a) simples collected from several regions in the

State of Sao Paulo and from other parts of Brazil ; (b) inocula collected
from different donor plant species ; (c) inocula collected from recently
infected plants and at various intervals thereafter ; (d) inocula
prepared at different concentrations. (2) Different methods of
extraction and use of various extracting eolutiong: (a) use of virus

activators ; (b) wuse of inhibitors of nucleases and proteases or of
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other substances employed to preserve the integrity of the viral particles;
{c} extraction of the inoculum in dif%@rent solutions and combination at
inoculation time or through two successive inoculation )(d) extration
after freezing the samples. (3) Different methods of inoculations:

(a) rubbing on both sides of the leaves ; (b) pin pricks on Jeaves and
stems ; (c} vrepeated inoculation of same Teaves with same or different
preparations. (4) Use of different tests plants to receive the inoculum:
a) different species of Phaseolus or other susceptible species ; (b) differ
ent varieties of beans, including those used successfully by other
investigaters ; (c) inocula applied to plants of different ages ; {d}
inoculation on primary leaves or on the trifoliate ones.

In another series of tests , the three methods used success-
fully by other finvestigators in the transmission of the bean golden mosaic
viruses from other countries were compared with the standard procedure used
at the Secao de Virologia , Instituto Agronomico. The four methods of
preparing the inocula and applying them to the test plants were tried on a
number of bean varieties,

| A1l the variations in techniques as described above were tried
over a period of two years without positive results. Also, attempts were
made to induce mutants from the normal bean golden mosaic virus complex
that would pass mechanically. The results were also negative.

The experimental evidence obtained so for indicate that the
isolates of the Brazilian bean golden mosaic virus that were tried do not

pass mechanically by methods that transmitted the bean golden mosaic viruses



56.

present in other countries. This Tact is considered as evidence that in
spite of the similarity between thé disease found in Brazil and
eisewhege, the causal viruses must be different and the Brazilian
isolates less stable 7n vitro.

The lack mechanical transmission of the Brazilian virus as
experienced so far is not considered final. It is possible that a
variation of technique no tried yet, the finding of a more stable isolate
or of a more adequate test plant will lead to succes obtaining

mechanical transmission of the Brazilian bean golden mosaic virus.
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