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RESUMO

O cultivo do caupi (Vigna unguiculata) representa uma importante alternativa no
suprimento das necessidades protéicas de pequenos agricultores na regidao Nordeste do Brasil.
Neste trabalho foi determinado o efeito do mosaico severo, (Cowpea severe mosaic virus -
CPSMV), sobre a producéo e teor de clorofila de plantas de caupi, cv. “Sempre Verde” em
condi¢cdes de inoculagcbes controladas e avaliacdo do emprego do indutor de resisténcia
Acibenzolar-S-metil (ASM) como uma opc¢édo para reduzir as perdas da cultura ocasionadas
pela doenca. Para andlise das perdas foram conduzidos dois experimentos em distintas épocas.
Nesses experimentos as plantas foram submetidas a inoculagcdes em duas épocas diferentes,
sendo a primeira aos 14 ou 19 dias e a segunda aos 29 ou 34 dias apos o plantio (DAP). O
efeito da doenca sobre o teor de clorofila foi avaliado comparando-se a concentracdo de
clorofila em folhas de plantas inoculadas com folhas de plantas ndo inoculadas, empregando-
se um medidor portétil (SPAD). Para avaliar o potencial do ASM como alternativa para a
reducdo da severidade do mosaico severo avaliou-se 0 nimero de vagens por planta e o peso
de grdos de plantas tratadas e ndo tratadas (sementes e/ou parte aérea) com ASM. As perdas
no rendimento variaram de 42 a 91 %, sendo que quanto mais precoce as inoculagdes mais
dréasticas foram as perdas, sugerindo que medidas de controle, como a reducdo da populagéo
dos vetores devem ser concentradas nas fases iniciais da cultura. A reducdo na produtividade
de plantas de caupi pode ser explicada em parte, pela diminuicdo do numero de plantas por
parcela, pois muitas plantas inoculadas aos 14 ou 19 DAP morreram em decorréncia da
infeccéo e pela redugéo da concentragéo de clorofila que foi observada nas plantas inoculadas.
O tratamento de plantas de caupi com ASM, (semente e/ou parte aérea), ndo promoveu

reducdo da severidade da doenca nem o aumento da produtividade das plantas.

Palavras chave: feijdo caupi, fotossintese, Cowpea severe mosaic virus
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ABSTRACT

The culture of caupi (Vigna unguiculata) represents an important alternative in the
suppliment of the proteins necessities of small agriculturists in the Northeast region of Brazil.
In this work the effect of the severe mosaic, (Cowpea severe mosaic virus - CPSMV), was
determined, on the production and content of chlorophyll of plants of caupi, cv. “Sempre
verde” in conditions of controlled inoculations and evaluation of the job of the inductor of
Acibenzolar-S-metil resistance (ASM) as an option to reduce the losses of the culture caused
by the illness. For analysis of the losses two experiments at distinct times had been lead. In
these experiments the plants had been submitted the inoculations at two different times, being
first to the 14 or 19 days and second to the 29 or 34 days after plantation (DAP). The effect of
the illness on the content of chlorophyll was evaluated comparing it concentration of chl
orophyllin leves of plants inoculated with leves of plants not inoculated, using a portable
measurer (SPAD). To evaluate the potential of the ASM as alternative for the reduction of the
severity of the severe mosaic one evaluated the number of string beans for plant and the
weight of grains of plants dealt and not treated (seeds and/or aerial part) with ASM. The
losses in the income had varied of 42 91 %, being that the more precocious the inoculations
most drastic had been the losses, suggesting that measured of control, as the reduction of the
population of the vectors must be concentrated in the initial phases of the culture. The
reduction in the productivity of plants of caupi can be explained in part, for the reduction of
the number of plants for parcel, therefore many plants inoculated to the 14 or 19 DAP had
died in result of the infection and for the reduction of the concentration of chlorophyll that it
was observed in the inoculated plants. The treatment of plants of caupi with ASM, (seed
and/or aerial part), did not promote reduction of the severity of the illness nor the increase of

the productivity of the plants.

Additional Keywords: beans caupi, photosyntheses , Cowpea severe mosaic virus



CAPITULO 1 - INTRODUGCAO GERAL

O feijdo caupi, (Vigna unguiculata (L.) Walp.) desempenha importante papel
econdmico-social nas regides Norte e Nordeste do Brasil. No nordeste, onde se concentra
maior producdo nacional, o caupi é preferido pela populacdo em detrimento do feijado comum
(MAY et al. 1988). Esta cultura gera 2,4 milhdes de empregos diretos e abastece a mesa de
27,5 milhdes de nordestinos (Benevenutti, 1996). Seu cultivo é praticado, principalmente por
pequenos produtores, que normalmente consomem toda a sua produgédo. Nestas situacdes o
caupi constitui a principal fonte protéica da dieta das popula¢des rurais. O consumo desta
leguminosa é considerado pela FAO, como uma das melhores opc¢des para 0 aumento da
oferta de proteinas, em funcgdo do baixo custo de producdo (Simon, 2002).

No Nordeste brasileiro, a produtividade média do caupi estd em torno de 356 Kg/ha,
apenas um quarto da produtividade observada em campos experimentais (BENEVENUTTI,
1996). A baixa produtividade é consequéncia de varios fatores, merecendo destaque a baixa
tecnologia empregada no cultivo e a falta de aplicacdo de medidas adequadas para o controle
de pragas e doencas.

As doencas ocasionadas por virus despontam como as mais importantes para a cultura do
caupi (LIMA & NELSON, 1974), sendo o mosaico severo do caupi, causado pelo Cowpea
severe mosaic virus (CPSMV), responsavel por perdas expressivas (FREIRE-FILHO et al,
1992). O CPSMV pertence ao género Comovirus, da familia Comoviridae. Em condices
naturais, o virus € transmitido de maneira circulativa ndo propagativa por algumas espécies de
coleopteros da familia Chrysomelidae, merecendo destaque a espécie Diabrotica speciosa,
conhecida popularmente como vaquinha, (COSTA et al, 1978).

Vérios fatores influenciam na magnitude das perdas no rendimento ocasionadas pelo
mosaico severo na cultura do caupi, principalmente a cultivar, a estirpe viral e a época em que a
infeccdo ocorre, sendo que normalmente infecgdes mais precoces promovem redugdes mais
dréasticas na produtividade (BOOKER et al., 2005). Podendo essa diminuicdo estd associada
com a reducgdo da éarea foliar e do teor de clorofila, conforme relatado por (JADAO et. al.,
2004), para interacGes envolvendo o Lettucce mosaic virus (LMV) e a alface.

A utilizacdo de variedades resistentes tem sido apontada como a melhor opcdo para o
manejo do mosaico severo do caupi, e algumas variedades com elevados niveis de resisténcia ja
estdo disponiveis (ASSUNCAO et al., 2005). Outra alternativa promissora é o emprego de

indutores de resisténcia, como o Acibenzolar-S-Metil, que vem sendo utilizando com sucesso



em algumas interacdes envolvendo virus, como o Tobacco mosaic virus (TMV) e o fumo.
(KESSMANN et al, 1994).

Apesar da cultivar ‘Sempre Verde’ ser uma das mais plantadas no Nordeste, ndo existem
trabalhos avaliando o impacto do mosaico severo sobre a producdo desta cultivar em
condicBes de campo, bem como sobre a influéncia da doenca no teor de clorofila. Também
ainda ndo foi avaliada a eficiéncia do ASM como indutor de resisténcia ao CPSMV em
plantas de caupi.

Diante do exposto, o presente trabalho teve como objetivos avaliar o efeito do mosaico
severo sobre a producdo e sobre o teor de clorofila de plantas de caupi e verificar a

possibilidade da utilizacdo do Acibenzolar-S-metil como indutor de resisténcia ao CPSMV.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Importancia da cultura do caupi

O feijdo Vigna unguiculata é produzido em todo mundo, ocupando uma area cultivada
de cerca de 12,5 milhGes de ha, destacando-se como principais paises produtores, a Nigeéria, 0
Niger e o Brasil (QUIN, 1997).

No Brasil, o caupi, também conhecido como feijdo-de-corda, feijdo caupi ou feijao
macassar, desempenha importante papel econémico-social na agricultura das regides Norte e
Nordeste. No Nordeste, maior produtor brasileiro, esta leguminosa assume importancia ainda
maior, sendo preferido pela populacdo em detrimento do feijdo comum (Phaseolus vulgaris).
Estima-se que 73% do feijdo consumido nesta regido correspondam ao feijdo caupi (MAY et
al., 1988), contudo esse nimero é superior a 95 % em alguns estados como o Maranhdo, o
Ceara, o Piaui e 0 Rio Grande do Norte. Os maiores produtores nacionais de caupi sdo 0s
estados do Ceara (159.471 t), Piaui (58.786 t), Bahia (50.249 t) e Maranhdo (35.213 t), os
quais também apresentam as maiores areas plantadas (Levantamento Sistematico da Producao
Agricola, 1993-2001) citado pela EMBRAPA 2003, nivelando-se ao milho e a mandioca,
sendo superada apenas pela cana de agucar, (BENEVENUTTI, 1996).



2.2 Doengas do Caupi

A baixa produtividade do feijdo caupi reflete na forma de -cultivo, feita
predominantemente por pequenos agricultores numa exploracéo de subsisténcia, bem como, a

falta de aplicacédo de tecnologias adequadas, como o controle de pragas e doengas.

Dentre as principais doengas foliares do caupi podem ser citadas a ferrugem, a
cercosporiose e a sarna causadas, respectivamente, pelos fungos Uromyces appendiculatus
(Pers.), Mycosphaerella cruenta Latham (Pseudocercospora cruenta (Sacc.) Deigtom e
Cercospora canescens Ellis & Martin, Elsinoe phaseoli jenk e o crestamento bacteriano,
causado pela bactéria Xanthomonas campestris pv. vignicola (Burkholder) Dye, (PIO-
RIBEIRO & ASSIS-FILHO, 1997).

Contudo, as doengas provocadas por virus, pela frequéncia e severidade com que
ocorrem, despontam como as mais importantes para a cultura do caupi (LIMA & NELSON,
1974). Dentre as viroses, 0 mosaico severo do caupi, tem sido apontado como um fator
limitante da producdo em varios estados brasileiros (QUINDERE & BARRETO, 1988;
FREIRE-FILHO et al., 1992).

2.3 O mosaico severo do caupi

O mosaico severo do caupi é causado pelo Cowpea severe mosaic virus (CPSMV),
classificado no género Comovirus, familia Comoviridae (REGENMORTEL et al, 2000). Seu
genoma € codificado por duas moléculas de RNA de fita simples de sentido positivo,
denominadas RNA 1 e RNA 2. O RNA 1, com aproximadamente 6000 nucleotideos, codifica
possivelmente para cinco proteinas: uma helicase (58 KDa), uma RNA polimerase
dependente de RNA (87 KDa), a proteina VPg que liga-se a extremidade 5’ do RNA, uma
proteinase de 24 KDa e um cofator (37 KDa) para a proteinase (CHEN & BRUENING,
1992a). O RNA 2, com cerca de 3700 nucleotideos, codifica provavelmente para a proteina de
movimento célula a célula e para as duas subunidades que formam a capa protéica (CHEN &
BRUENING, 1992h).

Os isolados de CPSMV que ocorrem no Brasil praticamente ndo tém sido estudados
em nivel molecular, sendo o conhecimento sobre a variabilidade do virus limitado e restrito a

propriedades bioldgicas, principalmente a resposta de certos gendtipos de caupi a infecgo.



Em condic¢des naturais 0 CPSMV € transmitido por insetos conhecidos vulgarmente
como vaquinhas, pertencentes a familia Chrysomelidae (COSTA et al, 1978; BRIOSO et al.,
1994). Nas condicdes do Nordeste Brasileiro as principais espécies vetoras pertencem aos
géneros Diabrotica e Cerotoma (COSTA et al, 1978). O virus encontra-se disseminado em
praticamente todas as regides produtoras do Brasil (COSTA et al., 1978; LIMA & SANTOS,
1988; PAZ et al, 1999).

Os sintomas causados pela doenca do mosaico severo sdo morfolégicos como deformacdes
do tipo bolhosidade, onde bolhas sdo formadas quando porc6es do tecido com crescimento
normal sdo cercadas por por¢des com reducdo acentuada de crescimento; o tecido normal
torna-se abaulado com aspecto de bolha e mosaico, que consiste em uma mistura de areas
com matizes de verde, clorotico e, ou, amarelo, distribuido irregularmente pela superficie da
folha, geralmente com bordos nitidos delimitando cada area”. (ZERBINI, 2002).

A numerosa gama de hospedeiros do CPSMV contribui para a ampla distribuicéo
geografica do virus e para as dificuldades encontradas no manejo da doenca (BRIOSO et al.,
1994; PAZ et al, 1999). O CPSMV infecta naturalmente varias espécies cultivadas e silvestres
da familia Fabaceae. Dentre as hospedeiras cultivadas mais conhecidas estdo a soja (Glycine
max (L.) Merril), fava (Phaseolus lunatus L.), feijoeiro (P. vulgaris L.), crotaléria (Crotalaria
spp.), (LIMA et al., 2005) entre outras.

2.4 Controle do mosaico severo do caupi

Medidas de controle do mosaico severo do caupi geralmente envolvem a aplicacao de
inseticidas visando reducdo das populacGes dos insetos vetores e conseqlientemente da
incidéncia doenca (COSTA et al, 1978). Tal medida tem se apresentado ineficaz no periodo
chuvoso, quando a planta cresce mais intensamente. O alto custo destes inseticidas também
tem desencorajado a adocdo desta medida pelos agricultores. Em decorréncia destas e de
outras razdes, a resisténcia genética tem sido apontada como a medida mais indicada para o
controle do CPSMV (SANTOS et al, 1987; VALE & LIMA, 1995; UMAHARAN et al,.1996;
PAZ et al, 1999).

Alguns trabalhos tém relatado fontes de resisténcia ao CPSMV no germoplasma de
caupi (FULTON & ALLEN, 1982; SANTOS et al, 1987; VALE & LIMA, 1995;
UMAHARAN et al.1996, PAZ et al, 1999). Em alguns casos a resisténcia foi incorporada em
cultivares comerciais, como por exemplo, a cultivar BR-10 (SANTOS et al, 1987). No

entanto, os programas de melhoramento para resisténcia ao CPSMV nédo tém sido um



processo continuo, ou seja, a resisténcia ndo € incorporada nas cultivares lancadas mais
recentemente de caupi. Isto ocorre devido ao fato dos genes identificados nem sempre
apresentam um amplo espectro de acdo, ja que, sua efetividade depende do isolado viral
considerado. (ASSUNCAO et. al, 2005)

A base genética da resisténcia ao CPSMV em caupi foi investigada em alguns casos.
A maioria dos estudos tem alcancado os mesmos resultados, isto &, a resisténcia € controlada
por um anico gene recessivo (JIMENEZ et al, 1989; VALE & LIMA, 1995; COELHO et al,
1998). Entretanto, esses trabalhos ndo haviam determinado se esses genes eram ou ndo alelos
do mesmo loco.

Recentemente ASSUNCAO et al. (2005) trabalhando com alguns genotipos resistentes
de caupi demonstraram que as variedades CNC-0434 e Macaibo apresentavam o mesmo gene
de resisténcia e que esse gene era distinto do gene apresentado pela linhagem L 254.008. A
elucidacao deste fato pode ter importante repercussdo no melhoramento genético da cultura,
pois genes distintos podem ser combinados em uma mesma cultivar, sendo que essa cultivar
hipotética provavelmente apresentard uma resisténcia mais duradoura e de espectro mais
amplo. Em uma outra situag&o, a resisténcia ao CPSMV foi atribuida a trés genes recessivos
nédo ligados (UMAHARAM et al, 1996).

Uma alternativa promissora para 0 manejo de viroses pode ser o emprego de indutores
de resisténcia, como o Acibenzolar-S-metil. Essa molécula, um éster S-metil do acidobenzo-
(1,2,3)-tiadiazole-7-carbotidico (ASM) tem sido considerada um dos mais potentes ativadores
abidticos da resisténcia sistémica adquirida — SAR (KESSMANN et al., 1994),
proporcionando bons resultados em muitos patossistemas como por exemplo cacaueiro X
Verticillium dahliae (CAVALCANTI et al., 2004), meloeiro x Dydimella bryoniae (RIZZO et
al., 2003), bananeira x Fusarium oxysporum f.sp. cubense (QUERINO et al., 2005), tomateiro
X mancha bacteriana — ( Xanthomonas vesicatoria pv tomato ) (SILVA et al., 2000). A
inducdo da SAR resulta na restricdo do crescimento de fitopatdgenos e na inibicdo ou
diminuicao dos sintomas da doenca devido a ativacdo dos mecanismos de defesa da planta.

O ASM ndo possui atividade antimicrobiana direta e supde-se que desempenhe um
papel semelhante ao do acido salicilico na via de transducdo do sinal que leva a SAR
(YAMAGUCHI, 1998). Apos a aplicacdo, o0 ASM € prontamente absorvido e translocado
pela planta, gerando um sinal sistémico que desencadeia a expressdo de genes de defesa da
planta.

No caso de viroses como exemplos bem sucedidos do emprego do ASM podem ser
citados os trabalhos de FRIEDRICH et al., (1996) e LAWTON et al., (1996), os quais



avaliaram o efeito desse indutor na protecéo de plantas de fumo e arabidopsis contra infeccdes
do Tobacco mosaic virus (TMV).

Outro indutor de resisténcia é o benzotiadiazol acibenzolar-S-methyl (BTH),
pertencentente ao grupo quimico benzotiadiazole é considerado um ativador quimico da
resisténcia de plantas a doencas. Apos aplicado, o BTH é absorvido e translocado pela planta,
gerando um sinal sisttmico que desencadeia a expressdo dos genes de defesa, ou seja o
fendmeno da resisténcia sistémica adquirida (SAR) (STICHER et al., 1997; WEI et al., 1991;
WHITE et al., 1979; YAMAGUCHI, 1998). A aquisi¢do de resisténcia através de BTH deve-
se principalmente ao acimulo nas células de PR-proteinas como as proteinases, quitinases e
peroxidases. Tais proteinas apresentam a capacidade de degradar as paredes celulares de

fungos e bactérias, impedindo o processo infeccioso (MADAMANCHI et al., 1991).

2.5 Efeito das viroses de plantas sobre a fotossintese

Em varias interacBes virus-planta hospedeira as perdas de rendimento podem ser
atribuidas, pelo menos em parte, a reducédo da eficiéncia fotossintética da planta. Por sua vez,
essa reducdo é consequiéncia da degradacdo das moléculas de clorofila ocasionadas pelos
sintomas de mosaico e necrose (JADAO et al., 2004), comuns nas infeccdes do CPSMV em
plantas de caupi.

SHIMIZU et al. (2007) demonstraram que a infeccdo de plantas de arroz pelo Rice
dwarf virus gerou a represséo de genes relacionados com os cloroplastos o que conduziu aos
sintomas de mosaico e mosqueado ocasionados pelo virus. Estudando o efeito da infecgdo do
LMV e LeMov sobre plantas de alface, JADAO et al. (2004) constataram que a severidade
dos isolados podia ser atribuida ao seu dano sobre o aparato fotossintético das plantas. Além
do efeito sobre a fotossintese as infecgdes virais podem resultar em alteracGes na respiracgao,
no metabolismo hormonal e no fluxo de seiva, entre outros (LEITE & PASCHOLATI, 1995).

Durante muito tempo os estudos sobre o efeito das infec¢Bes virais na fotossintese
foram pouco explorados em consequéncia das dificuldades de se quantificar direta ou
indiretamente a fotossintese. Recentemente, o uso de medidores portateis de clorofila, como o
SPAD-502 (Konica Minolta), vem crescendo, pois é um método pratico, confiavel e
principalmente ndo destrutivo. O SPAD permite realizar “in situ’ a quantificacdo do teor
clorofila total pela medicdo de densidades Opticas nas folhas, sendo realizado através da
emissdo de dois comprimentos de ondas sobre o mesofilo foliar. Desta forma, um grande

numero de amostras pode ser analisado em um curto espaco de tempo no campo.
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RESUMO

O cultivo do caupi (Vigna unguiculata) representa uma importante alternativa no
suprimento das necessidades protéicas de pequenos agricultores na regido Nordeste do Brasil.
Neste trabalho foi determinado o efeito do mosaico severo, (Cowpea severe mosaic virus -
CPSMV), sobre a producéo e teor de clorofila de plantas de caupi, cv. ‘Sempre Verde’ em
condi¢des de inoculacbes controladas e avaliacdo do emprego do indutor de resisténcia
Acibenzolar-S-metil (ASM) como uma opc¢édo para reduzir as perdas da cultura ocasionadas

pela doenca. Para andlise das perdas foram conduzidos dois experimentos em distintas épocas.
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Alagoas, Brasil.

2. Departamento de Botanica, Centro de Ciéncias Bioldgicas, Universidade Federal de Alagoas,
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Nesses experimentos as plantas foram submetidas a inoculagdes em duas épocas diferentes,
sendo a primeira aos 14 ou 19 dias e a segunda aos 29 ou 34 dias apos o plantio (DAP). O
efeito da doenca sobre o teor de clorofila foi avaliado comparando-se a concentracdo de.
clorofila em folhas de plantas inoculadas com folhas de plantas ndo inoculadas, empregando-
se um medidor portétil (SPAD). Para avaliar o potencial do ASM como alternativa para a
reducdo da severidade do mosaico severo avaliou-se 0 nimero de vagens por planta e o0 peso
de grdos de plantas tratadas e ndo tratadas (sementes e/ou parte aérea) com ASM. As perdas
no rendimento variaram de 42 a 91 %, sendo que quanto mais precoce as inoculagdes mais
dréasticas foram as perdas, sugerindo que medidas de controle, como a reducdo da populacéo
dos vetores devem ser concentradas nas fases iniciais da cultura. A reducdo na produtividade
de plantas de caupi pode ser explicada em parte, pela diminuicdo do numero de plantas por
parcela, pois muitas plantas inoculadas aos 14 ou 19 DAP morreram em decorréncia da
infeccéo e pela redugéo da concentragéo de clorofila que foi observada nas plantas inoculadas.
O tratamento de plantas de caupi com ASM, (semente e/ou parte aérea), ndo promoveu

reducdo da severidade da doenca nem o aumento da produtividade das plantas.

Palavras chave: feijao de caupi, fotossintese, Cowpea severe mosaic virus

ABSTRACT

The culture of caupi (Vigna unguiculata) represents an important alternative in the suppliment
of the protéicas necessities of small agriculturists in the Northeast region of Brazil. In this
work the effect of the severe mosaic, (Cowpea severe mosaic virus - CPSMV), was
determined, on the production and text of clorofila of plants of caupi, cv. “Sempre verde” in
conditions of controlled inoculations and evaluation of the job of the inductor of Acibenzolar-
S-metil resistance (ASM) as an option to reduce the losses of the culture caused by the illness.
For analysis of the losses two experiments at distinct times had been lead. In these
experiments the plants had been submitted the inoculations at two different times, being first
to the 14 or 19 days and second to the 29 or 34 days after plantation (DAP). The effect of the
illness on the text of clorofila was evaluated comparing it concentration of clorofila in leves
of plants inoculated with leves of plants not inoculated, using a portable measurer (SPAD). To

evaluate the potential of the ASM as alternative for the reduction of the severity of the severe
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mosaic one evaluated the number of string beans for plant and the weight of grains of plants
dealt and not treated (seeds and/or aerial part) with ASM. The losses in the income had varied
of 42 91 %, being that the more precocious the inoculations most drastic had been the losses,
suggesting that measured of control, as the reduction of the population of the vectors must be
concentrated in the initial phases of the culture. The reduction in the productivity of plants of
caupi can be explained in part, for the reduction of the number of plants for parcel, therefore
many plants inoculated to the 14 or 19 DAP had died in result of the infection and for the
reduction of the concentration of clorofila that it was observed in the inoculated plants. The
treatment of plants of caupi with ASM, (seed and/or aerial part), did not promote reduction of

the severity of the illness nor the increase of the productivity of the plants.

Additional Keywords: beans caupi, photosyntheses , Cowpea severe mosaic virus

INTRODUCAO

O feijdo caupi, (Vigna unguiculata (L.) Walp.) desempenha importante papel
econdmico-social nas regides Norte e Nordeste do Brasil. No nordeste, onde se concentra
maior producdo nacional, o caupi é preferido pela populacdo em detrimento do feijado comum
(MAY et al. 1988). Esta cultura gera 2,4 milhdes de empregos diretos e abastece a mesa de
27,5 milhdes de nordestinos (Benevenutti, 1996). Seu cultivo é praticado, principalmente por
pequenos produtores, que normalmente consomem toda a sua produgédo. Nestas situacdes o
caupi constitui a principal fonte protéica da dieta das populacdes rurais. O consumo desta
leguminosa é considerado pela FAO, como uma das melhores opc¢des para 0 aumento da
oferta de proteinas, em funcgdo do baixo custo de producédo (Simon, 2002).

No Nordeste brasileiro, a produtividade média do caupi estd em torno de 356 Kg/ha,
apenas um quarto da produtividade observada em campos experimentais (BENEVENUTTI,
1996). A baixa produtividade é consequéncia de varios fatores, merecendo destagque a baixa
tecnologia empregada no cultivo e a falta de aplicacdo de medidas adequadas para o controle
de pragas e doencas.

As doencas ocasionadas por virus despontam como as mais importantes para a cultura do

caupi (LIMA & NELSON, 1974), sendo o mosaico severo do caupi, causado pelo Cowpea
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severe mosaic virus (CPSMV), responsavel por perdas expressivas (FREIRE-FILHO et al,
1992). O CPSMV pertence ao género Comovirus, da familia Comoviridae. Em condi¢cfes
naturais, o virus € transmitido de maneira circulativa ndo propagativa por algumas espécies de
coledpteros da familia Chrysomelidae, merecendo destaque a espécie Diabrotica speciosa,
conhecida popularmente como vaquinha, (COSTA et al, 1978).

Vaérios fatores influenciam na magnitude das perdas no rendimento ocasionadas pelo
mosaico severo na cultura do caupi, principalmente a cultivar, a estirpe viral e a época em que a
infeccdo ocorre, sendo que normalmente infecgdes mais precoces promovem redugdes mais
drasticas na produtividade (BOOKER et al., 2005). Podendo essa diminuicdo esta associada
com a reducdo da area foliar e do teor de clorofila, conforme relatado por (JADAO et. al.,
2004), para interacGes envolvendo o Lettucce mosaic virus (LMV) e a alface.

A utilizagéo de variedades resistentes tem sido apontada como a melhor opgdo para o
manejo do mosaico severo do caupi, e algumas variedades com elevados niveis de resisténcia ja
estdo disponiveis (ASSUNCAO et al., 2005). Outra alternativa promissora ¢ o emprego de
indutores de resisténcia, como o Acibenzolar-S-Metil, que vem sendo utilizando com sucesso
em algumas interagdes envolvendo virus, como o Tobacco mosaic virus (TMV) e o fumo.
(KESSMANN et al, 1994).

Apesar da cultivar ‘Sempre Verde’ ser uma das mais plantadas no Nordeste, ndo existem
trabalhos avaliando o impacto do mosaico severo sobre a producdo desta cultivar em
condigdes de campo, bem como sobre a influéncia da doenga no teor de clorofila. Também
ainda ndo foi avaliada a eficiéncia do ASM como indutor de resisténcia ao CPSMV em
plantas de caupi.

Diante do exposto, o presente trabalho teve como objetivos avaliar o efeito do mosaico
severo sobre a producdo e sobre o teor de clorofila de plantas de caupi e verificar a
possibilidade da utilizacdo do Acibenzolar-S-metil como indutor de resisténcia ao CPSMV.
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MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram conduzidos no Laboratorio de Fitopatologia e em uma area
experimental do Centro de Ciéncias Agréarias da Universidade Federal de Alagoas
(CECA/UFAL), municipio de Rio Largo, AL.

Coleta, manutencéo e identificacao do isolado do Cowpea severe mosaic virus

O isolado de CPSMV utilizado nesse estudo foi coletado a partir de plantas de caupi
apresentando sintomas de bolhosidade e de mosaico severo (Figura 1), cultivadas no
CECA/UFAL, em agosto de 2005. Inicialmente o isolado foi inoculado em um hospedeiro de
leséo local (Chenopodium quinoa) para purificacdo biologica. Em seguida foi multiplicado na
cultivar de caupi ‘Sempre Verde’, mediante inoculacdes via extrato foliar tamponado (tampao
fosfato, 0,1 M, pH 7,0, contendo 1% de bissulfito de sédio). Posteriormente, folhas de caupi
inoculadas com o isolado purificado foram enviadas ao Laboratério de Fitovirologia da
Universidade Federal do Ceara (UFC) para confirmacdo da espécie viral. Essa confirmacédo
foi obtida com o teste sorolégico de dupla difusdo em agar (ALMEIDA & LIMA, 2001),

utilizando-se um antissoro especifico para esse virus.

Figura 1. Sintomas do mosaico severo em plantas de caupi inoculadas com o Cowpea severe
mosaic virus (CPSMV).
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Analise das perdas ocasionadas pelo Cowpea severe mosaic virus no rendimento da

cultura do caupi

Visando avaliar o efeito da infeccdo pelo CPSMV sobre a producdo de plantas de
caupi foram realizados experimentos em condicGes de campo. O plantio foi realizado com
sementes de Caupi cv. ‘Sempre Verde’, que € uma cultivar altamente suscetivel ao CPSMV,
em 21 manilhas de concreto com 1 m de diametro e 0,5 m de profundidade, contendo um
substrato com uma mistura de solo e bagaco de cana na propor¢do 1:1. Em cada manilha,
foram feitos trés sulcos nos quais foram semeadas 17 sementes no total. Duas semanas apés a
semeadura procedeu-se um desbaste deixando oito plantas por parcela.

Para avaliar o efeito da época de infeccdo sobre a producdo, as inoculacdes foram
realizadas em dois periodos distintos, ou seja, aos 14 e aos 29 dias ap6s plantio. As plantas de
um terco das parcelas ndo foram inoculadas e consistiram no tratamento controle. O
experimento seguiu o delineamento inteiramente casualizado com trés tratamentos, (plantas
inoculadas aos 14 dias ap0s o plantio, plantas inoculadas aos 29 dias apds o plantio e plantas
ndo inoculadas) e sete repeticOes. As inoculagbes foram realizadas conforme protocolo
descrito por PAZ et al. (1999). De cada planta foram inoculadas as duas folhas mais jovens
(considerando-se aquelas completamente desenvolvidas). Antes da inoculacédo as folhas foram
pulverizadas com o abrasivo carborundum, para provocar ferimentos nos tecidos e permitir a
entrada das particulas virais nas células hospedeiras.

ObservagOes periodicas foram feitas para acompanhar o desenvolvimento dos
sintomas até a colheita, que se realizou quando as vagens atingiram a maturacdo, o que
ocorreu entre 80 e 90 dias ap0s o plantio. Foram anotados o nimero de plantas com sintomas
e 0 nimero de plantas mortas em decorréncia do mosaico severo. A produgdo de grdos de
cada parcela foi determinada mediante a colheita das vagens maturas, e pesagem dos graos
secos, em uma balanca analitica. As médias de producdo de cada tratamento foram

comparadas atraves do teste de Tukey a 5 % de probabilidade.

Para investigar o efeito do mosaico severo sobre a producdo em plantas de caupi foi
realizado uma repeticdo do experimento anterior, porém com algumas modificacBes. Esse
segundo experimento teve inicio no dia 28/09/2006, onde a temperatura ambiente era mais
elevada. Em cada manilha foram plantadas cerca de 10 sementes e depois, no dia 17/10/20086,

foi feito o desbaste deixando apenas cinco plantas em cada.



20

Neste segundo experimento as inoculacGes foram realizados aos 19 e 34 dias apds o
plantio (Foram realizadas mais tardiamente, porque as sementes demoraram mais a germinar).
As plantas de um terco das parcelas ndao foram inoculadas e consistiram no tratamento
controle. As inoculagbes foram realizadas nas duas folhas mais jovens de cada planta,
seguindo as recomendacgOes de PAZ et al, (1999). O experimento seguiu o0 delineamento
inteiramente casualizado com trés tratamentos, (plantas inoculadas aos 19 dias ap0s o plantio,
plantas inoculadas aos 34 dias apds o plantio e plantas ndo inoculadas) e sete repeticdes. As

avaliacOes foram efetuadas conforme detalhado no paragrafo anterior.

Efeito do mosaico severo na fotossintese de plantas de caupi

Para investigar o efeito do mosaico severo sobre a fotossintese de plantas de caupi
previamente inoculadas com o CPSMYV, foram realizados, medicGes dos teores de clorofila
em 20 plantas do segundo experimento de analise de perdas.

As medicdes foram realizadas em dez plantas ndo inoculadas e em dez plantas
inoculadas aos 34 dias apds plantio. Para cada planta foram tomadas cinco medicdes
realizadas em pontos proximos a regidao central do foliolo escolhidos aleatoriamente. O teor
de clorofila do foliolo central da segunda folha composta foi avaliado aos 61 dias apos a

semeadura, utilizando-se o equipamento SPAD.

Efeito do Acibenzolar-S-metil na incidéncia do mosaico severo do caupi

A viabilidade da utilizacdo do acibenzolar-S-metil (ASM) (Syngenta) para reduzir a
severidade do mosaico severo do caupi foi avaliada. Em manilhas de concreto contendo um
substrato constituido de uma mistura de solo e bagaco de coco na propor¢édo de 1:1. Em cada
manilha foram mantidas trés plantas de caupi da cultivar sempre verde apds o desbaste. Trés
tratamentos foram realizados: 1) ASM aplicado as sementes e pulverizado na parte aérea, 2)
ASM pulverizado na parte aérea e 3) plantas pulverizadas com &gua (testemunha).

No tratamento 1 as sementes foram imersas numa solucdo aquosa de ASM na
concentracdo de 0,5¢g/L durante o periodo de 20 horas, sendo as sementes dos outros
tratamentos imersas em agua destilada pelo mesmo periodo. No tratamento 2, uma solugéo
aquosa de ASM (0,5¢/L) foi pulverizada sobre plantas com 19 dias apds o plantio, e também

nas plantas que tiveram as sementes tratadas com o ASM, por meio da utilizacdo de um
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pulverizador costal. Para evitar a deriva do produto as parcelas pulverizadas foram envolvidas
por uma lamina de polietileno durante a pulverizacéo.

Ao todo 30 manilhas foram utilizadas, sendo dez manilhas destinadas a cada
tratamento. O experimento seguiu o delineamento inteiramente casualizado. Todas as plantas
foram inoculadas com o CPSMV aos 22 dias apds a semeadura, empregando-se 0s
procedimentos descritos anteriormente. O percentual de germinacdo de sementes tratadas e de
sementes ndo tratadas com ASM também foi avaliado com o objetivo de mensurar um
possivel efeito fitotdxico desse produto. Para isso a germinacdo nas parcelas que receberam
sementes tratadas com ASM foi comparada com a germinacdo nas parcelas ndo tratadas,
sendo a germinacéo determinado aos 20 dias apos o plantio.

O efeito do indutor na incidéncia da doenca foi avaliado por meio da determinacdo do
namero de plantas sintomaticas e assintomaticas, bem como mediante comparacdo da
producéo de plantas tratadas e ndo tratadas. Os parametros de produtividade avaliados foram

0 numero de vagens por parcela e o peso de gréos por parcela, 90 dias apos o plantio.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Analise das perdas ocasionadas pelo mosaico severo

Todas as plantas inoculadas com o CPSMV comecaram a exibir os sintomas
caracteristicos da doenca a partir do quinto dia ap6s a inoculagdo (Figura 2). Algumas plantas,
principalmente aquelas inoculadas mais precocemente (aos 14 dias ap6s o plantio), morreram
em decorréncia da infec¢éo, reduzindo o estande das parcelas (Tabela 1). A producédo de graos
da parcela e a producdo média das plantas também foram significativamente reduzidas em
decorréncia da incidéncia do mosaico severo, sendo essa redugdo mais dréstica quando as

plantas foram inoculadas aos 14 dias ap6s o plantio, conforme observado na Tabela 1.
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Figura 2. Manilhas contendo plantas de caupi, A-infectadas com o Cowpea severe mosaic
virus (CPSMV) e B-sadias.

Tabela 1. Efeito da época da inoculacdo do Cowpea severe mosaic virus, sobre o estande e a
produtividade de plantas de caupi (primeiro experimento).

Tratamento N° de plantas/ Producéo/planta Producéo da
parcela (9) parcela (g)
Inoculacdo aos 14 3.8a 1,61a 6,10 a
DAP*
Inoculagdo aos 29 6,4 Db 2,61a 16,69 b
DAP*
Plantas ndo 80D 9,11 b 72,86 ¢
inoculadas
(Testemunha)

*DAP - Dias ap6s o plantio.
Meédias seguidas pela mesma letra nas colunas ndo diferem entre si pelo teste de Tuckey ao nivel de 5% de
probabilidade.

No segundo experimento, verificou-se uma significativa reducdo da producdo entre
plantas ndo inoculadas e plantas inoculadas aos 19 dias ap6s plantio (Tabela 2). No entanto,
ndo foram observadas diferencas na producdo entre plantas ndo inoculadas e entre plantas
inoculadas aos 34 dias ap6s o plantio (Tabela 2). Diferentemente do primeiro experimento, a
inoculacdo ndo reduziu o estande das parcelas. Outra diferenca observada é que os sintomas

demoraram mais a se manifestar e, visualmente, foram mais brandos.
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Tabela 2. Efeito da época da inoculacdo do Cowpea severe mosaic virus sobre o estande e a

produtividade de plantas de caupi (segundo experimento).

Tratamento N° de plantas/ Producéo/planta Producéo da
parcela (9) parcela (g)
Inoculacdo aos 19 4,8 2,32 a 11,17 a
DAP*
Inoculagdo aos 34 4.8 480D 23,05b
DAP*
Plantas néo 4,8 4,01b 19,24 b
inoculadas
(Testemunha)

*DAP - Dias ap6s o plantio.
Médias seguidas pela mesma letra nas colunas ndo diferem entre si pelo teste de Tuckey ao nivel de 5% de
probabilidade.

Considerando-se os dados do primeiro experimento, as perdas foram muito
expressivas (91,6 % para plantas inoculadas aos 14 DAP e 77 % para plantas inoculadas aos
29 DAP) (Tabela 1). Para o segundo experimento as perdas foram menos severas, alcancando
cerca de 42 % para plantas inoculadas aos 19 DAP, ndo existindo diferencas significativas
entre plantas inoculadas aos 34 DAP e plantas ndo inoculadas.

Trabalhos conduzidos por RIOS et. al. (1982) e RIOS (1984) indicaram que em
condicdes naturais, plantas infectadas até os 20 dias ap6s a germinagdo apresentaram perdas
de até 80% na produgdo de grdos, podendo estas perdas serem reduzidas a 40% quando a
infecc@o acontece em plantas com 30 dias de cultivo. Na Costa Rica, sob condi¢des naturais
de infeccdo em campo, houve perdas de 84,8%, 82,1% e 55,6% na producdo de grdos, quando
a infeccdo ocorreu, respectivamente, antes, durante e depois da floracdo (VALVERDE et. at,
1982). Em casa-de-vegetacdo os danos na producdo podem reduzir a produtividade em até
81% a depender da época de infeccdo (GONCALVES & LIMA, 1982).

Esses resultados véem corroborar com estudos anteriores que demonstraram que as
perdas ocasionadas pelo CPSMV sdo muito influenciadas pelo estadio de desenvolvimento
das plantas no momento da inoculagdo, existindo uma tendéncia de plantas inoculadas mais

precocemente terem sua produtividade reduzida mais drasticamente. Além disso, outros
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fatores influenciam a intensidade das perdas, principalmente a variedade, a estirpe viral, e as
condi¢des ambientais (RIOS et al., 1982; RIOS, 1984; BOOKER et al., 2005).

No segundo experimento o numero de plantas nas parcelas inoculadas ndo foi
reduzido, ou seja, todas as plantas sobreviveram até o fim do experimento, provavelmente
porque a primeira inoculacdo s6 se deu aos 19 dias ap6s o plantio. Outra possibilidade é que
tenha ocorrido uma atenuacdo da agressividade do isolado, uma vez que os sintomas
observados foram mais brandos e que comecaram a surgir um pouco mais tarde que nas
plantas inoculadas no primeiro experimento.

A atenuacdo de isolados virais € comum para VAarios grupos, apds sucessivas
inoculacbes mecanicas. Nesse contexto, podem ser citados os exemplos de interacdes
envolvendo membros do género Tospovirus e tomateiro (REZENDE et al., 1991).

De um modo geral, sucessivas inoculagfes mecénicas tendem a fazer com que o
isolado perca fatores associados a sua aquisicdo/transmissao pelo vetor, por exemplo, a
proteina da capa ou glicoproteinas (no caso de virus que apresentam envelope) (ZERBINI et
al., 2002). Ocorre que em algumas situacfes os fatores envolvidos na aquisi¢ao/transmissdo
também contribuem para a expressdo dos sintomas na planta hospedeira e assim o isolado se
torna menos agressivo, embora a atenuagédo dos sintomas ainda ndo tenha sido relatada para o
CPSMV.

Constatou-se também uma marcante variacdo na producdo das plantas ndo inoculadas
do primeiro e do segundo experimento (Tabelas 1 e 2). Essa diferenca pode ser atribuida a
alguns fatores, como a época do ano em que o0s experimentos foram realizados e o nimero de

plantas nas parcelas, que variou de oito no primeiro para cinco no segundo.

Efeito do mosaico severo sobre a concentracgado de clorofila em folhas de caupi

Conforme observado na Tabela 3 a concentracdo de clorofila foi significativamente
menor em folhas de plantas infectadas pelo CPSMV que em folhas de plantas sadias (Tabela
3). Esses dados sugerem que a reducdo na produtividade das plantas inoculadas pode ser

conseqiiéncia do dano ocasionado pelo virus na area foliar (JADAO et al, 2004)
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Tabela 3. Teor de clorofila em folhas de plantas de caupi inoculadas ou ndo com o Cowpea

severe mosaic virus.

Tratamento Concentracéao de clorofila (unidade SPAD)
Plantas inoculadas 34 DAP* 43,83 a
Testemunha 59,94 b

*DAP - Dias ap6s o plantio.

Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tuckey ao nivel de 5% de probabilidade.

A reducdo do teor de clorofila das plantas pode estar algumas vezes relacionada a
agressividade do isolado, uma vez que com o surgimento de sintomas como mosaico e
necrose foliar, a atividade fotossintética é reduzida, devido a grande destruicdo de moléculas
de clorofila nos locais com sintomas (LEITE & PASCHOLATI, 1995).

N&o foram encontrados trabalhos prévios sobre o efeito do mosaico severo na
fotossintese de plantas de caupi, no entanto, JADAO et al. (2004), verificaram uma reducéo
significativa da concentracdo de clorofila em folhas de alface inoculadas com diferentes
patétipos do Lettucce mosaic virus (LMV) e com o Lettucce motle virus (LeMoV). Os autores
verificaram ainda que a reducdo no teor de clorofila estava relacionada com o agressividade
do isolado, sendo os isolados mais agressivos aqueles que promoviam reducdo mais drastica

da concentracéo de clorofila.

Efeito do Acibenzolar-S-Metil sobre a severidade do mosaico severo

A aplicacdo do ASM, tanto nas sementes quanto na parte aérea de plantas de caupi,
aparentemente ndo reduziu a severidade dos sintomas do mosaico severo nem proporcionou
ganhos de producéao, conforme observado na Tabela 4. Além disso, a aplicacdo desse produto
as sementes, na concentracdo de 0,5 g/L, reduziu significativamente a germinacédo (Tabela 4)
e provocou, pelo menos na fase inicial da cultura, um subdesenvolvimento das plantas,
sugerindo que, na concentragdo utilizada, o produto apresentou-se fitotoxico ao caupi. Tais
resultados divergem daqueles obtidos por ATHAYDE-SOBRINHO et al. (2005) que néo
observaram efeito fitotoxico do ASM sobre plantas de caupi cv. Rouxinol. Essa diferenca
pode ser decorrente da dosagem utilizada, das condi¢cGes ambientais e/ou das variedades
utilizadas nesses experimentos. Por outro lado, a fitotoxidez de alguns indutores de resisténcia
tem sido relatada (METRAUX et al, 1991; LOPEZ-LOPEZ et al., 1995).
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Tabela 4. Efeito da aplicacdo do Acibenzolar-S-Metil (ASM) sobre a germinacdo e a

producéo de plantas de caupi inoculadas com o Cowpea severe mosaic virus.

Tratamento Germinacao Producéo da Numero de N° de
(%) parcela (g) vagem/planta plantas

sintomaticas

ASM nas sementes e 53Db 24,8 a 11,3a 10
na parte aérea

ASM na parte aérea 71a 189 a 9,6a 10

Plantas ndo tratadas 83 a 251a 12,1a 10

Médias seguidas pela mesma letra nas colunas ndo diferem entre si pelo teste de Tuckey ao nivel de 5% de

probabilidade.

Apesar de ASM ndo ter promovido um aumento na produtividade do caupi inoculado
com o CPSMV esse composto tem sido considerado um dos mais efetivos indutores de
resisténcia vegetal, sendo o primeiro produto comercial de uma nova geracéo de protetores de
plantas (KUNZ et al., 1997).

No caso do caupi pode-se citar como exemplos bem sucedidos do emprego do ASM, o
trabalho de LATUNDE-DADA & LUCAS (2001) que relataram o aumento da resisténcia
contra 0 fungo Colletotrichum destructivum sendo esse fato associado ao rapido e efetivo
aumento na atividade de duas enzimas-chave na via dos fenilpropandides (fenilalanina
amonia-liase — PAL e chalcona isomerase — CHI) que levou a um acelerado acumulo de
substancias do grupo dos flavondides, kievitonas e faseolidina. ATHAYDE-SOBRINHO et
al. (2001) também verificaram um incremento na atividade das enzimas PAL e CHI em
plantas de caupi oriundas de sementes tratadas com ASM e desafiadas para com
Macrophomina phaseolina, contudo, 0s autores ndo descreveram se o tratamento reduziu a
severidade da doenca.

O uso de indutores de resisténcia no controle de viroses € menos explorado que seu
uso para controlar fungos e bactérias, contudo alguns trabalhos podem ser citados, como o
conduzido por WHITE et al. (1979) que verificaram que plantas de fumo tornavam-se mais
resistentes ao Tobacco mosaic virus (TMV) tratadas com homdlogos do ASM, como o &cido
acetilsalicilico (aspirina), acido benzdico ou acido salicilico. Resultados semelhantes foram
obtidos por FRIEDRICH et al, (1996) para 0 mesmo patossistema, utilizando o ASM.
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CONCLUSOES

Foi demonstrado que o CPSMV pode comprometer seriamente a producdo de plantas
de caupi, cv. Sempre verde sendo esse efeito mais drastico quando a infeccdo ocorre mais
precocemente, razéo pela qual o controle preventivo dos vetores deve ser praticado nas fases
iniciais da cultura.

As perdas de rendimento podem em parte ser explicadas pelo efeito do virus na
reducdo do teor de clorofila e consequentemente, da fotossintese e ainda pela redugdo do
estande de plantas.

A utilizacdo do ASM nédo promoveu a reducdo das perdas ocasionadas pela doenca e

ainda ocasionou uma marcante reducao na germinacao de sementes de caupi.
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