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RESUMO 

 

MESQUITA, N. L. S. Caracterização de estirpes de Cowpea aphid-borne 

mosaic virus (CABMV) que infectam maracujazeiros. Vitória da 

Conquista - BA: UESB, 2020. 55p. (Dissertação – Mestrado em Agronomia, 

Área de Concentração em Fitotecnia)1. 

 

O endurecimento dos frutos do maracujazeiro, causado pelo Cowpea aphid-

borne mosaic virus (CABMV), é considerado a principal doença virótica que 

afeta a cultura do maracujazeiro. O presente trabalho foi desenvolvido 

objetivando a caracterização de estirpes de CABMV, obtidos em pomares de 

maracujazeiro da região de Vitória da Conquista e Ituaçu, BA. Para a 

aquisição das estirpes, foram realizadas coletas de plantas sintomáticas e 

assintomáticas em áreas produtoras dessas localidades. A caracterização 

biológica consistiu no estudo da reação de diversas espécies vegetais 

inoculadas mecanicamente com os diferentes isolados. A presença ou 

ausência do CABMV foi confirmada por meio do teste sorológico ELISA, 

do tipo PTA. Para comprovação da etiologia das estirpes, realizou-se o teste 

molecular RT-PCR, com uma amostra de cada estirpe. A seleção visual de 

plantas que exibiam sintomas severos do CABMV a campo permitiu a 

seleção de três estirpes de CABMV, que exibem sintomas típicos de anéis, 

necrose e encarquilhamento, sendo denominados de A, N e E, 

respectivamente. Por meio da seleção de plantas assintomáticas em lavouras 

severamente afetadas pelo CABMV, foram selecionadas duas possíveis 

estirpes fracas, denominadas FI e FII. A estipe FI diferiu biologicamente das 

demais, apresentando mosaico amarelo ao ser inoculada em Nicotiana 

benthamiana, enquanto que, para as demais estirpes, verificou-se necrose 

sistêmica. A avaliação da severidade dos sintomas em acessos de 

maracujazeiro permitiu a classificação das estirpes em três grupos: fraco, 

formado pelas estirpes FI e FII; intermediário, formado pela estirpe A; e 

severo, formado pelas estirpes N e E. 

 

 

Palavras-chave: Endurecimento dos frutos do maracujazeiro, Passiflora 

edulis, Potyvirus. 

 

 

                                                           
1
 Orientador: Quelmo Silva de Novaes, D.Sc., UESB. 

 



ABSTRACT 

 

MESQUITA, N. L. S. Characterization of Cowpea aphid-borne mosaic 

virus (CABMV) strains that infect passion fruit. Vitória da Conquista - 

BA: UESB, 2020. 55p. (Dissertação – Mestrado em Agronomia, Área de 

Concentração em Fitotecnia). 

 

The passion fruit woodiness, caused by Cowpea aphid-borne mosaic 

virus (CABMV), is considered the main viral disease affecting passion 

fruit crop. The present work was developed aiming at characterizing 

CABMV strains, obtained in passion fruit orchards of Vitoria da 

Conquista and Ituaçu, BA. For the acquisition of viral strains, 

symptomatic and asymptomatic plants were collected in producing 

areas at these localities. The biological characterization consisted of 

studying the reaction of several mechanically inoculated plant species 

with the different isolates. Either the presence or absence of CABMV 

was confirmed by the PTA ELISA. To prove the etiology of the 

strains, the RT-PCR molecular test was performed, with a sample of 

each strains. Visual selection of plants that exhibited severe CABMV 

symptoms in the field allowed the selection of three CABMV strains 

exhibiting typical symptoms such as ring, necrosis, and curling of 

leaves, referred to as A, N, and E, respectively. By selecting 

asymptomatic plants in crops severely affected by CABMV, two 

possible weak strains were selected, namely FI and FII. The FI strain 

differed biologically from the others by showing yellow mosaic when 

inoculated in Nicotiana benthamiana, for the other strains there was 

systemic necrosis. The evaluation of the severity of symptoms in 

passion fruit accessions allowed the classification of isolates into three 

groups: weak, formed by strains FI and FII, intermediate, formed by 

strain A, and severe, formed by strains N and E. 

 

Keywords: hardening of the passion fruit, Passiflora edulis, Potyvirus. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

O maracujazeiro pertence ao gênero Passiflora, família 

Passifloraceae, que se constitui de aproximadamente 650 espécies e 20 

gêneros (NUNES; QUEIROZ, 2007). Apesar da grande variedade de 

espécies, poucas são cultivadas em função de suas propriedades alimentícias, 

ornamentais e medicinais. 

O maracujá-amarelo é o mais cultivado e comercializado no Brasil, 

seus frutos são utilizados, principalmente, para a produção de sucos, 

sorvetes, vinhos, licores ou doces (CARVALHO e outros, 2015). Seu cultivo 

tem despertado grande interesse de fruticultores, devido a sua rápida 

produção em relação a outras frutíferas e a sua grande aceitação no mercado 

(COELHO e outros, 2011). 

O Brasil é atualmente o maior produtor mundial de maracujá 

amarelo (ABRAFRUTAS, 2019). Em 2018, a produção brasileira foi de, 

aproximadamente, 602,651 mil toneladas, com produtividade média de 

14,103 t ha
-1

 e área plantada de, aproximadamente, 43,248 mil hectares, e 

um valor de produção estimado em cerca de R$ 1,015 bilhões (IBGE, 2019). 

A região Nordeste vem liderando a produção brasileira de maracujá, seguida 

pelas regiões Sudeste, Sul, Norte e Centro-Oeste (IBGE, 2019). O estado da 

Bahia destaca-se como o maior produtor nacional de maracujá, sendo 

responsável por cerca de 26,7% da produção. Em 2018, a Bahia produziu 

160.902 t de maracujá e gerou cerca de R$ 194,8 milhões (IBGE, 2019).  

No entanto, o rendimento dessa cultura é considerado baixo, 

sobretudo, devido a problemas fitossanitários, como os causados pelo vírus 

do endurecimento dos frutos do maracujazeiro (GONÇALVES e outros, 

2018). 

A doença endurecimento dos frutos é a mais importante virose do 

maracujazeiro em todo o mundo. No Brasil, a doença é causada pelo 

Cowpea aphid-borne mosaic virus (CABMV) (NASCIMENTO e outros, 
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2004; NASCIMENTO e outros, 2006), um vírus pertencente ao gênero 

Potyvirus, família Potyviridae, que tem como hospedeiras espécies de 

Passiflora e de leguminosas, podendo infectar, ainda, espécies das famílias 

Solanaceae, Chenopodiaceae, Amaranthaceae e Cucurbitaceae (VIANA e 

outros, 2003).  

O CABMV é transmitido por várias espécies de pulgões, de forma 

não persistente, não-circulativa (RODRIGUES e outros, 2016), e atualmente 

é encontrado em todas as regiões produtoras de maracujá no país. 

Além de reduzir a vida útil dos pomares de P. edulis de 36 para 18 

meses, maracujazeiros infectados pelo CABMV apresentam sintomas de 

mosaico, com intensidade variável, às vezes, acompanhado de bolhosidade, 

rugosidade e deformação do limbo foliar (CORREA e outros, 2015). As 

plantas afetadas, normalmente, apresentam crescimento reduzido 

(TOMOMITSU e outros, 2014). Os frutos afetados ficam deformados e 

menores, o pericarpo fica com uma espessura irregular e consistência 

endurecida, com grande redução na cavidade da polpa (FISCHER; KIMATI; 

REZENDE, 2005).  

A identificação e caracterização biológica e molecular de estirpes de 

CABMV que causam o endurecimento dos frutos em maracujazeiro são 

importantes para a determinação precisa desse agente etiológico, além disso, 

o estudo da interação patógeno-hospedeiro possibilita avanços na aplicação 

de métodos de controle, sobretudo para programas de melhoramento 

genético, visando obtenção de plantas resistentes ao vírus. 

Diante do exposto e devido à importância socioeconômica da cultura 

do maracujazeiro à região Sudoeste da Bahia, esta pesquisa teve como 

objetivo realizar a caracterização de estirpes do Cowpea aphid-borne mosaic 

virus que infectam o maracujazeiro amarelo na região de Vitória da 

Conquista e Ituaçu, Bahia. 
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2. REFERENCIAL TEÓRICO 

 

2.1 A cultura do maracujazeiro 

 

O gênero Passiflora, trivialmente conhecido como maracujá, é 

destaque na família Passifloraceae devido às inúmeras espécies 

(aproximadamente 520) e à sua importância econômica. A biodiversidade do 

gênero está amplamente representada nas Américas, onde Colômbia e Brasil 

abrigam aproximadamente 170 e 150 espécies, respectivamente 

(CERQUEIRA-SILVA e outros, 2018).  

No Brasil, a espécie com maior expressão comercial é a Passiflora 

edulis Sims, conhecida como maracujazeiro amarelo, que ocupa mais de 

90% dos pomares brasileiros de maracujá. No entanto, outras espécies como 

a P. alata Curtis, P. setacea D. C. e P. cincinnata Mast. também atingem 

escala comercial como frutífera (OLIVEIRA; FALEIRO; JUNQUEIRA 

2017). 

O maracujá amarelo é uma dicotiledônea que apresenta sistema 

radicular pouco profundo, folhas lobadas e verdes com gavinhas, gema 

florífera e gema vegetativa na axila da folha. A flor é hermafrodita com 

estigmas localizados acima das anteras, o fruto tem formato variado, 

podendo ser globoso, ovoide, oblongo e piriforme (DANTAS e outros, 

2006). 

O maracujá possui características medicinais e ornamentais, mas é 

principalmente utilizado na alimentação humana. O consumo é feito in 

natura ou em forma de sucos, doces, geleias, sorvetes e licores. Apresentam 

frutos grandes com polpa ácida de cor alaranjada e aromática (BEZERRA, 

FREDO; MELETTI, 2016). 

O maracujazeiro está entre as fruteiras tropicais mais plantadas no 

Brasil e é de grande importância social e econômica, por ser cultivado 

predominantemente por pequenos produtores, apresentar boa rentabilidade 
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econômica e elevado nível de empregabilidade (MELETTI, 2011; 

COELHO; AZEVÊDO; UMSZA-GUEZ, 2016; FALEIRO e outros, 2016). 

O maracujazeiro é uma planta de clima tropical e subtropical, 

podendo ser cultivado, sob condições ideias, em regiões com temperatura 

média entre 25 e 26 ºC e precipitação pluviométrica entre 1.200 a 1.400 mm, 

bem distribuída ao longo do ano. A altitude do cultivo recomendada é entre 

100 e 1000 m, a umidade relativa do ar deve ser baixa e a luminosidade alta. 

A planta necessita de 11 horas de luz/dia para entrar em floração para 

produção de frutos com ótimo aspecto, sabor e aroma (FRAIFE FILHO e 

outros, 2010). 

O cultivo do maracujá-amarelo ocorre em ciclos de expansão e 

retração, que são ditados ora por regras econômicas ora pela natureza, sendo 

que os principais indicadores desses ciclos são: redução ou ampliação da 

área plantada e da quantidade produzida (BEZERRA; FREDO; MELETTI, 

2016). As fases de retração da cultura geralmente ocorrem devido à grande 

incidência de problemas fitossanitários (MELETTI; KAVATI; 

CAVICHIOLI, 2010). Este é o principal fato que caracteriza o cultivo do 

maracujá-amarelo como uma atividade nômade.  

Dentre as doenças comuns que afetam o maracujá, destacam-se a 

ocorrência generalizada no território nacional ou a dificuldade de controle 

para: antracnose (Glomerella cingulate); anamorfo (Colletotrichum 

gloeosporioides); verrugose (Cladosporium cladosporioides e C. herbarum); 

fusariose (Fusarium oxysporum f. sp. passiflorae); podridão de colo e raízes 

(Fusarium solani); bacteriose (Xanthomonas axonopodis pv. passiflorae); e 

endurecimento dos frutos do maracujazeiro (Cowpea aphid-borne mosaic 

virus) (FISCHER; REZENDE 2008; CERQUEIRA-SILVA e outros, 2018). 

No Brasil, o endurecimento dos frutos é a principal doença virótica 

(YUKI e outros, 2006). Além dos vírus que ocasionam a doença 

endurecimento dos frutos, há relatos de outros vírus ocorrendo em 

maracujazeiro como o Purple granadilla mosaic virus (PGMV) (CHAGAS e 
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outros, 1984), Passion fruit yellow mosaic virus (PYMV) (CRESTANI e 

outros, 1986), Passion fruit vein clearing virus (PVCV) (KITAJIMA e 

outros, 1986), Maracuja mosaic virus (MarMV) (FRIBOURG e outros, 

1987), Passiflora latente virus (PLV) (PARES e outros, 1997), Cucumber 

mosaic virus (CMV) (BARBOSA e outros, 1999), Passion fruit green spot 

virus (PFGSV) (KITAJIMA e outros, 2003), Passion flower little leaf 

mosaic virus (PLLMV) (NOVAES e outros 2003), Passion fruit severe leaf 

distortion virus (PSLDV) (FERREIRA e outros, 2010) e Melochia yellow 

mosaic virus (MelYMV) (SPADOTTI e outros, 2019a). 

 

 

2.2 Endurecimento dos Frutos do Maracujazeiro 

 

A virose do endurecimento dos frutos do maracujazeiro foi descrita 

inicialmente na Austrália, e foi causada pelo Passion fruit woodness virus 

(PWV), no entanto, apresenta vários agentes etiológicos em diferentes 

regiões do globo terrestre, sendo causada pelo East asian passiflora virus 

(EAPV) (IWAI e outros, 2006), no Sudeste do continente asiático; pelo 

Cowpea aphid-borne mosaic virus (CABMV), na África do Sul e no Brasil 

(MLOTSHWA e outros, 2002; NASCIMENTO e outros, 2006); e pelo 

Ugandan Passiflora virus (UPV), em Uganda (OCHWO-SSEMAKULA e 

outros, 2012), todos pertencentes ao gênero Potyvirus, família Potyviridae. 

A doença foi relatada pela primeira vez no Brasil em 1970, 

ocorrendo em plantios comerciais de maracujá doce (P. alata) e de maracujá 

amarelo (P. edulis) em Feira de Santana, estado da Bahia (VIANA e outros, 

2003). Posteriormente, sua ocorrência foi relatada nas demais regiões 

produtoras do país. Em todos os casos, análises baseadas em características 

biológicas e sorológicas identificaram o PWV como agente etiológico da 

doença (BEZERRA e outros, 1995; CHAGAS e outros, 1981; CHAGAS e 

outros, 1992; COSTA, 1996; INOUE e outros, 1995; TRINDADE e outros, 
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1999). No entanto, análises moleculares de diversos isolados previamente 

identificados, como PWV, demonstraram na verdade ser isolados de 

CABMV (BRAZ e outros, 1998; SANTANA e outros, 1999; 

NASCIMENTO e outros, 2004; NASCIMENTO e outros, 2006).  

Plantas infectadas com essa virose apresentam mosaico comum, 

enrugamento, bolhosidade, distorção e redução na área foliar, 

comprometendo a produção (NOVAES; REZENDE, 2005). Os frutos 

afetados se tornam pequenos, deformados e seu pericarpo apresenta-se 

endurecido, por causa da lignificação das paredes internas. Com isso, o 

espaço interno do fruto torna-se menor do que nos frutos sadios, o que reduz 

a quantidade de polpa (VIANA, 2007). 

O controle da doença do endurecimento dos frutos do maracujazeiro 

é dificultado, sobretudo, porque as espécies de Passiflora exploradas 

comercialmente não são resistentes ao vírus ou tolerantes à doença. Além 

disso, o controle químico do inseto vetor não é eficiente, pelo fato do vírus 

ser transmitido de maneira não persistente e as espécies de afídeos vetores 

não colonizarem o maracujazeiro (FISCHER; REZENDE, 2008). 

Vários estudos têm sido desenvolvidos visando o controle do vírus 

do endurecimento dos frutos. Estudos realizados por Alfenas e outros (2005) 

e Trevisan e outros (2006) demonstraram que o uso de plantas transgênicas 

pode ser um método eficiente para o controle dessa virose. Entretanto, 

Alfenas e outros (2005) relataram que as plantas transgênicas foram 

resistentes apenas ao isolado utilizado para a transformação. Já o uso de 

plantas enxertadas (CAVICHIOLI e outros, 2011) e a técnica de 

premunização (NOVAES; REZENDE, 2003, MAIA e outros, 2017) não se 

mostraram adequadas para o controle do endurecimento dos frutos do 

maracujazeiro.  

De acordo com Rodrigues e outros (2014), a dificuldade de impedir 

o estabelecimento do CABMV em pomares, mesmo quando o maracujá é 

cultivado distante das regiões onde o vírus é endêmico, indica a possível 
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existência de fontes importantes de inóculos naturais do CABMV que ainda 

não foram descobertos. 

Como ainda não há controle da doença do endurecimento dos frutos 

do maracujazeiro, devem ser empregadas táticas de manejo, como: produção 

de mudas em viveiros telados; erradicação de pomares antigos; cuidados na 

poda para prevenir a transmissão mecânica do vírus; e controle de espécies 

de Fabaceae, possíveis reservatórios naturais do vírus (FISCHER; 

REZENDE, 2008). Sampaio e outros (2008) ressaltam a importância da 

adoção dessas técnicas para viabilizar economicamente a produção em locais 

com ocorrência de CABMV, e destaca que o plantio tardio das mudas 

contribuiu para a redução das perdas, pois, quanto mais cedo as plantas se 

infectarem, maiores serão as perdas. 

 Experimentos de campo realizados por Spadotti e outros (2019b), 

nos estados da Bahia e São Paulo, demonstraram que o roguing sistemático 

de plantas afetadas pelo CABMV foi significativamente eficiente para o 

controle dessa virose. No entanto, essa prática cultural só pode ser 

recomendada para o controle da doença, caso seja aplicada em escala 

regional por todos os produtores de maracujá. 

 

2.3 Cowpea aphid-borne mosaic virus (CABMV) 

 

As espécies virais causadoras do endurecimento dos frutos do 

maracujazeiro (PWV, CABMV, EAPV e UPV) pertencem ao gênero 

Potyvirus da família Potyviridae (CERQUEIRA-SILVA e outros, 2014).   

Os Potyviridae são encontrados em todo o mundo, infectando mais 

de 2.000 espécies de plantas. Todos os potyvírus formam corpos de 

inclusões cilíndricas no citoplasma de células infectadas, também 

denominadas “cata-ventos”, sendo esta uma característica relevante para a 

identificação de espécies pertencentes à família (BERGER, 2005).  
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Espécies do gênero Potyvirus possuem partícula viral alongada, 

flexuosa, com 680 a 900 nm de comprimento e 11 a 13 nm de largura. Seu 

genoma é composto por uma molécula de fita simples de RNA senso 

positiva, com aproximadamente 10 kb de comprimento, apresentando uma 

proteína denominada VPg ligada ao terminal 5’ e uma cauda poli(A) no 

terminal 3’ (KNELLER; RAKOTONDRAFARA; MILLER, 2006). O 

genoma do CABMV apresenta uma fase de leitura aberta - Open Reading 

Frame (ORF), que codifica para a síntese de uma grande poliproteína, a qual 

é clivada em aproximadamente 10 proteínas (CHUNG e outros, 2008). 

 O critério para demarcação de espécies dos Potyvirus com relação 

ao genoma deve ter identidade da sequência de aminoácidos da capa proteica 

menor que 80%, identidade da sequência de nucleotídeos do genoma 

completo menor que 85% e diferentes sítios de 7 clivagem da poliproteína 

(NICOLINI, 2011). Critérios como gama de hospedeiros, características de 

patogenicidade e citopatológicas, como diferentes tipos de inclusões e 

propriedades sorológicas podem ser usados em nível de gênero, porém, 

atualmente não servem para identificar espécies de Potyvirus, sendo 

necessário sequenciamento completo do genoma ou do gene da capa proteica 

(CHUNG e outros, 2008). 

Isolados de CABMV infectam naturalmente leguminosas como 

Arachis hypogea (PIO-RIBEIRO e outros, 2000), Crotalaria juncea 

(FREITAS e outros, 2002), Vigna unguiculata, Phaseolus vulgaris 

(NASCIMENTO e outros, 2006), Canavalia rosea (KITAJIMA e outros, 

2008) e Cassia hoffmannseggii (NICOLINI e outros, 2012). A transmissão 

natural do CABMV ocorre por meio de afídeos, principalmente pelas 

espécies Mysus persicae Sulz e Aphis gossypii Glover, sendo a relação vírus 

vetor do tipo não persistente, não circulativa, ou seja, tanto a aquisição como 

a inoculação do vírus pelo inseto são rápidas e restritas ao canal alimentar, 

ocorrendo em questão de segundos, durante as picadas de prova (YUKI e 

outros, 2006).  
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A transmissão mecânica do vírus ocorre por meio da enxertia e por 

ferramentas contaminadas, não há transmissão via sementes de 

maracujazeiro (NARITA e outros, 2011). No entanto, para o CABMV do 

Vigna unguiculata (caupi), Bashir e Hampton (1996) e Salem (2010) 

verificaram que é possível a transmissão via semente, embora seja baixa. 

 

 

2.4 Detecção de vírus em plantas 

 

A identificação e caracterização de vírus de plantas podem ser 

realizadas por vários métodos que envolvem suas propriedades 

morfológicas, físicas, biológicas, citológicas, sorológicas e moleculares 

(LIMA e outros, 2013). 

 

 

2.4.1 Gama parcial de hospedeiros  

 

O estudo da gama de hospedeiros é uma técnica biológica para 

caracterização e estudo de viroses em plantas. Consiste na inoculação 

mecânica ou natural de vírus em uma série de espécies e variedades de 

plantas, que apresentam sintomas característicos para determinado vírus, em 

condições controladas de casa de vegetação. O diagnóstico é feito com base 

na comparação dos sintomas observados com aqueles relatados na literatura 

(SILVA, 2017). 

Os vírus das plantas têm faixas de hospedeiros limitadas e 

específicas. Se uma espécie de planta específica for extensivamente 

pesquisada, provavelmente serão encontrados vários vírus que a infectam.  

No entanto, cada vírus irá infectar uma combinação única de espécies de 

plantas e, dessa forma, a gama de hospedeiros tem sido utilizada 

tradicionalmente para identificar vírus (DAWSON; HILF, 1992). 
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 O teste de gama de hospedeiros apresenta custo reduzido, pois basta 

apenas um espaço em casa de vegetação para o cultivo de plantas e material 

para inoculação. Embora auxilie bastante na identificação e na 

caracterização biológica dos vírus, em razão das variações naturais 

resultantes da ação de fatores ligados ao vírus, às plantas e às condições 

climáticas, o estudo de gama de plantas hospedeiras raramente deve ser 

usado como único método para diagnóstico conclusivo. Além do tempo 

longo para a observação dos resultados, o número de espécie de vírus 

aumentou logaritmicamente, impossibilitando sua identificação por esse 

método (DIANESE; MEDEIROS, 2015; LIMA, 2015). 

 

2.4.2 Enzyme Linked Immunosorbent Assay (ELISA)  

 

O ELISA é uma técnica sorológica muito específica e sensível, 

introduzida no estudo e identificação de vírus de plantas na década de 1970 

(CLARK; ADAMS, 1977; VOLLER e outros., 1976). Embora os métodos 

tradicionais (em particular inoculações de plantas hospedeiras e microscopia 

eletrônica) ainda sejam usados para diagnóstico de vírus em laboratórios de 

rotina, a adoção mundial do ELISA, nos anos 1970-80, foi um grande 

avanço e mudou a face do diagnóstico viral (BOONHAM e outros, 2014). 

 A técnica ELISA é baseada no princípio básico no qual os antígenos 

do vírus são reconhecidos por seus anticorpos específicos (IgG) em 

associação com propriedades colorimétricas. O método ELISA é geralmente 

realizado em uma placa de poliestireno de 96 poços, adicionando antígenos e 

anticorpos aos poços em uma sequência estabelecida, envolvendo vários 

estágios. No estágio final, as reações positivas são detectadas, quando um 

substrato incolor, geralmente fosfato de pnitrofenil, sofre uma alteração 

química, resultando em um produto de cor amarela, como resultado da 

exposição à enzima fosfato alcalina ligada ao anticorpo. O grau de mudança 

de cor indica o grau de reatividade, o qual é lido por um aparelho leitor de 

placas de ELISA. É sempre recomendável incluir um antígeno homólogo 
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para o anticorpo específico do vírus e extratos de plantas saudáveis para 

comparar as leituras de absorção e obter uma interpretação correta dos 

resultados (LIMA e outros, 2012). 

O ELISA pode ser chamado de direto ou indireto, dependendo do 

tipo de anticorpo que é acoplado à enzima. O teste de ELISA indireto ou 

placa tratada com antígeno (PTA-ELISA) foi desenvolvido a fim de evitar o 

inconveniente e a dificuldade de conjugar a enzima com as IgGs específicas 

para cada vírus. Por essa razão, o teste ELISA indireto requer anticorpos 

produzidos em dois animais diferentes. Esse teste é menos sensível e menos 

específico que o ELISA direto ou ELISA sanduíche duplo (DAS-ELISA) 

(LIMA, 2015). 

No formato direto, o antígeno alvo é detectado pelo conjugado 

enzimático de anticorpos homólogos (antígenos específicos). No formato 

indireto, anticorpos homólogos não marcados (ABs1) são empregados para 

capturar os antígenos alvo e, em seguida, os complexos antígeno-anticorpo 

são detectados pelos conjugados enzimáticos com outros  anticorpos 

produzidos contra ABs1. Esses segundos anticorpos marcados com enzima 

reagem especificamente com os domínios constantes do antígeno 

(SHCHERBAKOVA, 2007). 

 

2.4.3 Polymerase Chain Reaction (PCR) 

 

Ensaios de reação em cadeia da polimerase (Polymerase Chain 

Reaction - PCR), em diferentes formatos e combinações, têm sido aplicados 

com mais frequência para a detecção, identificação e diferenciação de vírus 

de plantas, devido aos seus níveis mais altos de sensibilidade, confiabilidade, 

reprodutibilidade e rapidez (NARAYANASAMY, 2017). 

A técnica de PCR é usada para amplificar os fragmentos de DNA 

desejados com sequências finais conhecidas, envolvendo basicamente as 

seguintes etapas: a) Extração do DNA que contém o fragmento a ser 
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amplificado; b) Obtenção dos primers específicos para reconhecimento das 

extremidades do fragmento a ser amplificado; c) Amplificação dos 

fragmentos através do uso de um termociclador; d) Eletroforese em gel de 

agarose para detectar os fragmentos de DNA amplificados e estimar seus 

tamanhos em números de bases de DNA; e) Observação do produto 

amplificado, em gel de agarose, após sua coloração, através de um 

transiluminador ultravioleta (LIMA, 2015).  

Vírus de plantas que possuem o seu genoma do tipo RNA são 

encontrados predominantemente, esses genomas de RNA precisam ser 

transcritos, usando transcrição reversa (RT), em DNA complementar 

(cDNA), antes da amplificação por PCR (NARAYANASAMY, 2017). 
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3. MATERIAL E MÉTODOS 

 

O experimento foi conduzido em ambiente protegido com tela 

antiafídica e cobertura plástica, na área experimental da Universidade 

Estadual do Sudoeste da Bahia, Campus de Vitória da Conquista, região 

sudoeste do Estado, localizado a 14º51’ de Latitude Sul e 40º50’ de 

Longitude Oeste, em altitude média de 941m. O clima, conforme 

classificação de Köppen, é do tipo Cwa (tropical de altitude), com 

precipitação média anual de 758 mm, concentrada nos meses de novembro a 

março, temperatura média de 25 °C, com a média máxima e a média mínima 

variando de 26,2 e 16,4 (INMET, 2018).  

As análises moleculares foram realizadas em parceria com o 

laboratório de virologia da Universidade de São Paulo (ESALQ/USP). 

 

3.1 Obtenção e filtragem das estirpes virais 

 

Para a obtenção das estirpes virais, foram selecionadas plantas com 

diferentes sintomas do endurecimento dos frutos em lavouras de Vitória da 

Conquista e Ituaçu, BA. Nas plantas com diferentes sintomatologias (Figura 

1), mosaico leve (ML), mosaico mais bolhas (MB), anéis (A), necrose (N) e 

enquarquilhamento (E), foram retiradas parte de suas folhas e inoculadas 

mecanicamente em hospedeiros de lesão local, Chenopodium amaranticolor 

Coste & Reyn, Chenopodium quinoa L. e Phaseolus vulgaris L. cv. Jalo. 

Todas as plantas inoculadas foram mantidas em casa de vegetação e 

o aparecimento dos sintomas foi acompanhado diariamente.  
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Figura 1 – Expressão de sintomas do Cowpea aphid-borne mosaic virus em 

plantas de maracujazeiro, mosaico leve (A), mosaico e bolhas (B), anéis (C), 

enquarquilhamento (D) e necrose (E). 
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Lesões locais obtidas em Chenopodium amaranticolor, 

Chenopodium quinoa e Phaseolus vulgaris cv. Jalo foram individualmente 

retiradas de suas folhas com o auxílio de vazadores, com diâmetro de 6 mm. 

Dois discos de cada folha foram macerados em almofariz na presença de 

duas gotas de tampão de fosfato de potássio 0,02 M, pH 7,0, para a extração 

do inóculo viral. Cada extrato foi inoculado individualmente nas duas 

primeiras folhas das plantas-teste, sendo as inoculações realizadas em folhas 

previamente polvilhadas com carbureto de silício (carborundum) 400 mesh, 

friccionando-as com o dedo indicador, umedecido no inóculo. Após a 

inoculação, as plantas foram lavadas para retirar o excesso de inóculo e 

abrasivo, e mantidas em ambiente protegido para posteriores avaliações.  

No intuito de selecionar estirpes fracas do CABMV, foram 

realizadas inoculações individuais com o extrato de 45 bolhas retiradas de 

áreas saudáveis de folhas de maracujazeiro com sintomas de mosaico, 

obtidas em áreas de cultivo em Vitória da Conquista, BA. Os extratos de 20 

bolhas foram inoculados, respectivamente, em 20 mudas de Passiflora 

edulis, outros 20 foram inoculados em 20 plantas Canavalia ensiformis, e 

cinco foram inoculados em plantas Chenopodium amaranticolor. As plantas 

foram avaliadas quanto à expressão de sintomas aos 15 e 20 dias após a 

inoculação. 

Visando a seleção de possíveis estirpes fracas em áreas severamente 

afetadas pelo CABMV, plantas assintomáticas ou com mosaico leve foram 

coletadas em quatro áreas de cultivo de maracujazeiro afetadas pelo 

CABMV em Ituaçu, BA. A partir dessas plantas, obteve-se material vegetal 

para realização de inoculações mecânicas e enxertia de folhas em 14 mudas 

de maracujazeiro amarelo, sendo avaliadas posteriormente quanto à 

expressão de sintomas. Após a avaliação sintomatológica, plantas 

assintomáticas ou que expressaram sintomas leves foram selecionadas e o 

extrato de suas folhas foi inoculado mecanicamente em Chenopodium 

amaranticolor e  maracujazeiro. 
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3.2 Caracterização biológica 

 

3.2.1 Plantas-teste  

 

As estirpes selecionadas, conforme descrito no item 3.1, foram 

inoculadas em vários cultivares de maracujazeiro: BRS gigante amarelo, 

BRS sol do cerrado, FB 200, FB 300 e o acesso roxo; e as espécies P. edulis 

Sims, P. cincinnata Mast., P. foetida L. e P. setacea D. C., Canavalia 

ensiformes (L.) D. C., Chenopodium amaranticolor Coste & A. Reyn, 

Chenopodium quinoa Willd, Crotalaria juncea L., Datura stramonium L., 

Gomphrena globosa L., Nicotiana benthamiana Domin, Nicotiana 

clevelandii A. Gray, Nicotiana glutinosa L., Nicotiana rustica L., Nicotiana 

tabacum L. cvs. Havan, Sansum, Turkish, TNN, TNT e Xanthi, Phaseolus 

vulgaris L. cvs. Preto G-2 e Jalo. 

As sementes das plantas-teste foram semeadas em sacos plásticos 

pretos de polietileno, próprios para mudas, com furos na parte lateral 

inferior, nas dimensões de 10 x 15 cm ou em vasos com capacidade de 2 

litros, com substratos devidamente adubados. Foram semeadas duas 

sementes em cada saco plástico/vaso. Quando as plantas apresentaram 

aproximadamente 5 centímetros de altura ou duas folhas definitivas, foi 

realizado o desbaste, deixando apenas uma planta por saco plástico/vaso. As 

irrigações foram realizadas diariamente, de acordo com a necessidade das 

mudas. 

 

 

3.2.2 Inoculação mecânica 

 

Os inóculos para transmissão mecânica foram preparados por meio 

da maceração de folhas infectadas em almofariz (Figura 2A) ou em sacos 

plásticos de polipropileno, com dimensões de 10 x 15 cm (Figura 2B), em 
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presença de tampão de fosfato de potássio 0,02 M, pH 7,0, na diluição de 

1:20 (peso:volume). As inoculações foram realizadas nas folhas das plantas-

teste, previamente polvilhadas com carbureto de silício (carborundum), 

friccionando-as com o dedo indicador, umedecido no inóculo. Em seguida, 

as folhas foram lavadas para a retirada do excesso de abrasivo e de inóculo.  

 

 

Figura 2 – Preparo de inóculo para transmissão mecânica por meio da 

maceração de folhas infectadas pelo Cowpea aphid-borne mosaic virus, em 

almofariz (A) e em sacos plásticos de polipropileno (B). 

 

 

3.2.3 Fonte de inóculo  

 

Plantas de maracujazeiro amarelo com a presença de sintomas 

semelhantes àqueles provocados pelo CABMV, previamente inoculadas, 

conforme item 3.2.3, foram mantidas em ambiente protegido, como fonte de 

inóculo. 
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3.3 Avaliação quanto à sintomatologia 

 

Todas as plantas-teste inoculadas foram avaliadas semanalmente 

quanto à manifestação de sintomas. Adicionalmente, a severidade dos 

sintomas foliares foi avaliada em Canavalia ensiformes, Crotalaria juncea e 

maracujazeiros, por meio de uma escala de notas de 1 a 4, proposta por 

Sousa (2005), sendo: 1) sem sintomas, 2) mosaico leve sem deformações 

foliares, 3) mosaico severo sem deformação foliar e 4) mosaico severo, 

bolhosidade e deformações foliares. 

 

 

3.4 Detecção por PTA-ELISA 

 

A presença ou ausência do CABMV foi confirmada por meio do 

teste sorológico ELISA (“Enzyme Linked Immunosorbent Assay”), do tipo 

PTA (“Plate Trapped Antigen”), conforme protocolo desenvolvido por 

Mowat e Dawson (1987), com algumas modificações. 

Amostras individuais de tecido vegetal de todas as plantas testadas, 

utilizadas no experimento, foram coletadas e levadas para o Laboratório de 

Fitopatologia da Universidade Estadual do Sudoeste da Bahia, sendo 

maceradas em saco plástico de polipropileno, com dimensões de 15 x 18 cm, 

e diluídas em tampão carbonato (0,015 M Na2CO3, 0,035 M NaHCO3, pH 

9,6), na proporção 1:20. Posteriormente, foram adicionados 100 μL de cada 

amostra por pocinho, em uma placa de ELISA, sendo dois pocinhos por 

amostra. Foram utilizadas amostras de plantas de maracujá e feijão de porco, 

infectadas com o CABMV como controle positivo, e amostras de plantas 

sadias como controle negativo.  

A placa foi incubada por 24 horas, a 4 
o
C em geladeira, e depois 

lavada três vezes consecutivas com PBS-Tween (0,0015 M KH2PO4, 0,14 M 

NaCl, 0,004 MNa2HPO4, 0,003 M KCl, pH 7,4 + 0,5 mL Tween 20 L
-1

). 
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Posteriormente, foram adicionados 100 μL de antissoro policlonal, 

produzido em coelho e específico contra os vírus em análise, diluído 1:1.000 

em tampão Tris-HCl (0,2 M Tris-HCl, 0,15 M NaCl, pH 7,2). O antissoro foi 

cedido pelo Laboratório de Virologia da ESALQ/USP. Depois de um 

período de incubação de 1,5 horas, a 37 
o
C, a placa foi novamente lavada por 

três vezes com PBS-Tween.  

Em seguida, foram adicionados 100 μL de imunoglobulina G (IgG), 

conjugada com fosfatase alcalina, diluída 1: 32.000 em tampão Tris-HCl, pH 

7,2, em cada pocinho. A placa foi incubada por mais 1,5 h, a 37 °C, sendo 

novamente lavada e adicionados 100 μL de p-fosfato de nitrofenil (SIGMA 

N-9389), diluído em tampão dietanolamina, pH 9,8 (0,6 mg mL-1). Após 

incubação (20 a 60 minutos), à temperatura ambiente, no escuro, a 

absorbância de cada um dos pocinhos foi medida no leitor de ELISA, 

modelo Expert Plus, utilizando-se filtro de 405 nm, sendo considerada 

positiva, quando o valor médio da absorbância exceder em duas vezes e 

meio o valor médio da absorbância do extrato da planta sadia. 

 

 

3.5 Eficiência da transmissão mecânica 

 

Foram realizados testes de transmissão mecânica do CABMV entre 

plantas de Canavalia ensiformes, Nicotiana benthamian, Passiflora edulis e 

Phaseolus vulgaris cv. Preto G-2. As inoculações foram realizadas 

mecanicamente e as avaliações foram realizadas visualmente com base nos 

sintomas e por teste PTA-ELISA. 
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3.6 Detecção molecular 

 

Para comprovação da etiologia das estirpes estudadas, foi realizado o 

teste molecular de PCR, com uma amostra de cada estirpe. 

 

3.6.1 Extração de ácido nucleico 

 

A extração do RNA foi realizada a partir do vírus purificado, 

utilizando-se o kit Pure Link® Viral RNA/DNA (Invitrogen), seguindo as 

recomendações do fabricante. A qualidade do RNA extraído foi checada 

utilizando-se espectrofotômetro Nano Drop (Thermo Scientific). 

A síntese das moléculas de DNA complementares (cDNA) foi 

realizada com a enzima M-MLV reverse transcriptase (Invitrogen), seguindo 

as recomendações do fabricante. 

 

3.6.2 Reação de RT-PCR 

 

Para a reação de amplificação de DNA, através da PCR (Polymerase 

Chain Reaction), foram utilizados 5 µL do cDNA sintetizado e primers 

específicos, CIRev (5’- ACICCRTTYTCDATDATRTTIGTIGC-3’) e CIFor 

(5’-GGIVVIGTIGGIWSIGGIAARTCIAC-3’), desenhados para o 

anelamento em porções genômicas de espécies de Potyvirus, que amplificam 

fragmentos de DNA de, aproximadamente, 700 pb. As amplificações da 

PCR serão realizadas em termociclador programado para 5 minutos, a 92 °C, 

seguido de 40 ciclos de 50 segundos a 92 °C, 1 minuto a 55 °C, 1 minuto e 

30 segundos a 72 °C, com uma extensão final de 5 minutos a 72 °C e 

finalizando a 4ºC. Os produtos da PCR foram analisados em gel de agarose 

(1%) corados com brometo de etídeo e visualizados na presença de luz 

ultravioleta.  
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3.6.3 Purificação do produto da PCR e sequenciamento 

 

O amplicon obtido foi purificado utilizando-se o kit Wizard
®
 SV Gel 

and PCR Clean-up System (Promega) e enviado para sequenciamento à 

Empresa Macrogen (Seoul, Koreia). As sequências obtidas foram analisadas 

utilizando-se o programa BLASTn (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST) e 

CLUSTAL Interative W (THOMPSON e outros, 1994). 
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4. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

4.1 Obtenção dos isolados virais  

 

Para a obtenção dos isolados virais do Cowpea aphid-borne mosaic 

virus (CABMV), foram selecionadas plantas em seis pomares de 

maracujazeiro amarelo, sendo dois localizados no município de Vitória da 

Conquista – BA e quatro em Ituaçu- BA. A seleção foi baseada na avaliação 

sintomatológica, sendo coletadas tanto plantas assintomáticas quanto plantas 

com sintomas severos. Em Ituaçu, foram coletadas duas plantas com 

sintomas severos de encarquilhamento e quatorze plantas assintomáticas ou 

exibindo mosaico leve nas folhas. Em Vitória da Conquista, foram 

selecionadas plantas com sintomas leves e severos, apresentando mosaico 

leve, mosaico e bolhas, anéis e com sintomas de necrose de folhas. 

 

4.2 Filtragem em diferentes hospedeiros 

 

Extratos das plantas selecionadas, conforme item 3.1 (expressando 

sintomas de mosaico leve (ML), mosaico mais bolhas (MB), anéis (A), 

necrose (N) e enquarquilhamento (E)), foram inoculados mecanicamente em 

hospedeiros de lesão local, Chenopodium amaranticolor, Chenopodium 

quinoa L. e Phaseolus vulgaris L. cv. Jalo.  

Plantas de Phaseolus vulgaris cv. Jalo exibiram lesões locais 

cloróticas (Figura 3A) sete dias após inoculação e evolução para início de 

invasão sistêmica restrita à folha, após dez dias (Figura 3B). Plantas de 

Phaseolus lunatus, inoculadas com dois isolados de CABMV, também 

exibiram lesões locais cloróticas (GUSMÃO, 2010).  
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Figura 3 – Expressão de sintomas em Phaseolus vulgaris cv. Jalo inoculado 

com extrato de plantas de maracujazeiro infectadas pelo CABMV, (A) sete 

dias e (B) dez dias após inoculadas. 

 

Posteriormente, as folhas dessas plantas onde havia lesões, assim 

como a planta assintomática foram coletadas e testadas por ensaio PTA-

ELISA. Todas as plantas de feijão Jalo com sintomas foram positivas, já a 

assintomática, negativa (Tabela 1). 

Nas espécies C. amaranticolor e C. quinoa, os sintomas observados 

foram de lesões locais cloróticas, no entanto, apenas C. amaranticolor foi 

promissor na caracterização biológica dos isolados, apresentando lesões 

locais características. Essa planta, ao ser inoculada com extrato de plantas de 

maracujazeiro com sintomas de mosaico leve, desenvolveu lesões locais 

cloróticas de coloração intensa e de maior diâmetro, quando comparadas às 

lesões dos demais isolados (Figura 4 A e C).  
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Tabela 1 – Plantas utilizadas para filtrar e separar os isolados de Cowpea 

aphid-borne mosaic virus (CABMV) 

Plantas 

indicadoras 

Sintomatologia 

em 

maracujazeiro 

N° de plantas 

inoculadas 

Nº de plantas de acordo 

com os sintomas 

SS LLC 

Chenopodium 

amaranticolar 

ML 8 6 2 

MB 5 1 4 

A 5  5 

N 8 1 7 

 E 5 1 4 

Chenopodium 

chinoa 

ML 2 1 1 

MB 2 2  

A 2 1 1 

N 2  2 

 E 2  2 

Phaseolus 

vulgaris cv. 

Jalo 

ML 2 1 1 

MB 2  2 

A 2  2 

N 2  2 

 E 2  2 

ML - mosaico leve, MB - mosaico e bolhas, A - anéis, N - necrose, E - 

encarquilhamento, SS - sem sintoma e LLC - lesão local clorótica. 

 

O extrato das folhas de maracujazeiros que apresentavam anéis de 

halo amarelo e centro esverdeado após inoculação em C. amaranticolor 

ocasionou a mesma sintomatologia neste hospedeiro, conforme indicado nas 

setas (Figura 4B). Já as plantas de maracujazeiro que exibiam sintomas 

severos com necrose, após inoculação do seu extrato em C. amaranticolor, 

houve expressão de lesões locais pequenas e em maior quantidade em 

comparação aos outros isolados (Figura 4D). Silva (2017) também verificou 

diferenças quanto ao número e tamanho das lesões locais exibidas em folhas 

de C. amaranticolor, inoculadas com dois isolados de Cowpea severe 

mosaic virus.  
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Figura 4 – Expressão de sintomas em Chenopodium amaranticolar 

inoculados com extrato de plantas de maracujazeiro, infectadas por Cowpea 

aphid-borne mosaic vírus, que exibiam sintomas de mosaico leve (A e C), 

anéis (B) e necrose (D). 

Visando a separação de estirpes pela sintomatologia, 150 plantas de 

Canavalia ensiformis, 129 de Passiflora edulis e 25 de Crotalaria juncea 

foram inoculadas com extrato de lesões locais, obtidas em C. amaranticolor 
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(Tabela 2). As lesões locais foram obtidas a partir de inoculações com 

extrato de plantas com diferentes sintomatologias, obtidos a campo.  

Nessa etapa, não houve infecção das plantas de C. juncea, elas não 

exibiram sintomas e a ausência de infecção foi confirmada pelo PTA-

ELISA. Observou-se, ainda, que a transmissão do CABMV de um 

hospedeiro de lesão local C. amaranticolor para C. ensiformes e P. edulis foi 

baixa, sendo de 20 e 18%, respectivamente (Tabela 2).  

 

Tabela 2 – Avaliação sintomatológica de plantas hospedeiras inoculadas 

com lesões locais de Chenopodium amaranticolor 

Plantas 

hospedeiras 
S.m 

N° de plantas 

testadas 

Nº de plantas de acordo 

com a escala de sintomas 

PTA-

ELISA 

1 2 3 4 + - 

Canavalia 

ensiformis 

ML 18 14 1 3  4 14 

MB 34 28 2 4  6 28 

A 15 10  5  5 10 

N 68 59 3 6  12 56 

 E 15 12  3  3 12 

Passiflora 

edulis 

ML 18 16 1 1  2 16 

MB 35 30 1 3 1 5 30 

A 19 16 1 2  3 16 

N 46 36 5 3 2 11 35 

E 11 9   2 2 9 

Crotalaria 

juncea 

ML 5 5     5 

MB 5 5     5 

A 5 5     5 

N 5 5     5 

E 5 5     5 

S.m - sintomatologia em maracujazeiro, ML - mosaico leve, MB - mosaico e bolhas, 

A -  anéis, N - necrose, E - encarquilhamento. 

 

 

4.3 Seleção de possíveis estirpes fracas 

 

De acordo com Muller e Costa (1987), a seleção de plantas sadias 

em plantios severamente afetados pela virose deve ser priorizada em 

programas de premunização, pois o efeito protetor da estirpe fraca já vem 

sendo testado naturalmente em campo.  
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Utilizando essa técnica, plantas assintomáticas ou com mosaico leve 

foram selecionadas em quatro áreas de cultivo severamente afetadas pelo 

CABMV em Ituaçu-Bahia. Após transmissão mecânica e por enxertia, oito 

plantas foram selecionadas como possíveis estirpes fracas. Utilizando 

enxertia, três plantas apresentaram mosaico leve e uma assintomática e por 

inoculação mecânica, duas plantas apresentaram mosaicos leves e outras 

duas assintomáticas (Tabela 3). Dessas oito plantas, apenas as cinco com 

sintomas de mosaico leve mostraram ser positivas em teste PTA-ELISA, 

demonstrando, assim, que as plantas assintomáticas não estavam infectadas 

pelo vírus.  

Após filtragem dessas cinco plantas em C. amaranticolor e 

inoculações sucessivas e individuais em mudas de maracujazeiro amarelo, 

foi possível selecionar duas estirpes que apresentavam sintomas leves, sendo 

denominadas como fraca I (FI) e fraca II (FII). Os isolados, até então 

selecionados, foram mantidos em casa de vegetação e, posteriormente, 

inoculados em diferentes espécies de plantas. 

 

Tabela 3 – Avaliação sintomatológica de plantas de Passiflora edulis 

enxertadas e inoculadas com extrato de plantas com sintoma de mosaico leve 

ou assintomáticas, coletadas em campo (Ituaçu-BA) 

Métodos de 

transmissão 

N° de 

plantas 

testadas 

Nº de plantas de acordo 

com a escala de sintomas 
PTA-ELISA 

1 2 3 4 + - 

Enxertia 14 1 3 4 6 13 1 

Inoculação mecânica 14 2 2 9 1 12 2 

 

A seleção de estirpes fracas, a partir de áreas atípicas de folhas 

infectadas por vírus, já foi utilizada para obtenção de estirpes fracas de 

Papaya ringspot virus (REZENDE e outros, 1994) e Passion fruit woodines 

virus (NOVAES; REZENDE, 2003). 

 No entanto, no presente estudo, não se obteve êxito na seleção de 

uma possível estirpe fraca, quando essa técnica foi utilizada. Das 40 plantas 

inoculadas com extrato, retiradas de áreas saudáveis de plantas de 
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maracujazeiro com sintomas de mosaico (item 3.1), apenas as sintomáticas 

apresentaram resultado positivo no ELISA (Tabela 4), três plantas de 

maracujazeiro foram selecionadas apresentando mosaico leve, entretanto, 

após reinoculações sucessivas em mudas de maracujazeiro, o mosaico leve 

não foi mantido e as plantas demonstraram sintomas severos da doença. As 

cinco plantas de Chenopodium amaranticolor também foram inoculadas 

individualmente com o extrato de cinco bolhas, obtido de plantas de 

maracujazeiro, e avaliadas quinze dias após a inoculação, no entanto, não 

apresentaram lesões locais (Tabela 4). 

 

Tabela 4 – Avaliação sintomatológica e sorológica de plantas teste 

inoculadas com extratos de bolhas obtidas de plantas de maracujazeiro 

infectadas por Cowpea aphid-borne mosaic virus (CABMV) 

Plantas-teste 

N° de 

plantas 

inoculadas 

Sintomas PTA-ELISA 

SS ML MS+B LLC + - 

C. ensiformis  20 14 - 6 - 6  14 

P.edulis  20 10 3 7 - 10 10 

C. amaranticolor 5 5 - - - - - 

SS - sem sintoma, ML - mosaico leve, MS + B - Mosaico severo e bolhas, LLC - 

lesão local clorótica. 

 

 

4.4 Caracterização biológica 

 

4.4.1 Gama de hospedeiros 

 

As estirpes selecionadas, denominadas fraca I (FI), fraca II (FII), 

anéis (A), necrótica (N) e encarquilhamento (E), foram inoculadas em 

diferentes espécies de plantas. 

Os resultados da gama de hospedeiros podem constituir-se em um 

componente essencial da classificação, pois diferenças biológicas como 

severidade e indução de necrose, dentre outras, são informações relevantes 

na distinção de grupos de isolados (TRUTA e outros 2004). A estirpe FI, por 

exemplo, diferiu biologicamente das demais, apresentando mosaico amarelo 
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ao ser inoculada em N. benthamiana (Figura 5B), enquanto que, para as 

demais estirpes, verificou-se necrose sistêmica (Figura 5C). Maia e outros 

(2017) também observaram mosaico leve em N. benthamiana, inoculada 

com estirpes fraca e severa do CABMV; já Mundembe (2005) verificou 

sintomas de mosaico e distorção foliar. 

Plantas de N. glutinosa (15), N. tabacum cvs. Havana (15), Turkish 

(15), Samsun (15), TNN (15), TNT (15) e Xanthi (15), e Gomphrena 

globosa (30) não expressaram sintomas ao serem inoculadas com as 

diferentes estirpes e a ausência do CABMV foi confirmada por PTA-ELISA. 

Maia e outros (2017) também verificaram que biótipos de CABMV, obtidos 

do feijoeiro caupi e maracujazeiro, não infectam G. globosa.  

Nicotiana clevelandii reagiu com aparecimento de lesões locais 

necróticas para todas as estirpes testadas (Figura 5A), diferentemente do 

observado por Gioria (2003), em que essa espécie não expressou sintomas ao 

ser inoculada com um isolado do Passion fruit woodiness virus. 

Para Nicotiana rustica e Datura stramonium, verificou-se a 

ocorrência de anéis amarelos de centro esverdeado 12 dias após a inoculação 

com a estirpe do encarquilhamento (Figura 6). Os anéis presentes em N. 

rustica e D. stramonium foram inoculados em dez e quatro plantas de P. 

edulis, respectivamente, e duas plantas de N. benthamiana para cada. Não 

houve manifestação de sintomas e a ausência do CABMV foi confirmada 

por PTA-ELISA pra todas essas plantas, sugerindo, assim, que a expressão 

dos sintomas relatados anteriormente pode estar relacionada a uma infecção 

por outro vírus. Para as demais estirpes, não houve manifestação de sintomas 

nessas espécies e os resultados do PTA-ELISA foram negativos.  
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Figura 5 – Expressão de sintomas em N. clevelandii inoculada com estirpes 

de CABMV (A). N. benthamiana exibindo mosaico (B) e necrose sistêmica 

(C). Aspecto geral de duas plantas de N. benthamiana inoculadas com a 

estirpe FI (à esquerda) e com as demais estirpes (à direita). 

 

 

Figura 6 – Expressão de sintomas em plantas de Nicotiana rustica (A) e 

Datura stramonium (B) inoculadas com a estirpe E do Cowpea aphid borne 

mosaic virus. 
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Phaseolus vulgaris cv. Preto G-2, quando inoculado na fase de 

desenvolvimento das folhas cotiledonares, teve uma reação de 

hipersensibilidade, exibindo lesões locais necróticas quatro dias após 

inoculação com as diferentes estirpes (Figura 7A), e invasão sistêmica 

(Figura 7B) e morte da planta (Figura 7C) cerca de 7 a 10 dias após a 

inoculação. Gioria e Rezende (1996) e Gioria (2003) também verificaram a 

ocorrência de reação de hipersensibilidade para essa cultivar, quando 

inoculada com isolados de CABMV.  

Verificou-se, ainda, que inoculações tardias em plantas com 2 

trifólios expandidos prolongaram o período de manifestação dos sintomas na 

cv. Preto G-2, levando de 15 a 20 dias para expressar a necrose sistêmica.  

P. vulgaris cv. Jalo exibiram lesões locais cloróticas (Figura 3A) em 

60, 80, 100, 80 e 100% das plantas inoculadas, respectivamente, com as 

estirpes FI, FII, A, N e E, enquanto que as demais plantas foram 

assintomáticas. Nas plantas sintomáticas, verificou-se evolução para invasão 

sistêmica restrita à folha (Figura 3B), após 10 dias do aparecimento das 

lesões locais cloróticas. Gioria e Rezende (1996) também obtiveram 

sintomas locais na cv. Jalo, quando inoculada com seis isolados de CABMV. 

Já Kitajima e outros (2008) verificaram não haver infecção das cultivares de 

P. vulgaris, Jalo, Carioca e Black Turtle 2, quando inoculadas com um 

isolado de CABMV oriundo de Canavalia rosea. 

Figura 7 – Expressão de sintomas em Phaseolus vulgaris cv. Preto G-2 após 

inoculação com estirpes do CABMV, lesões locais necróticas (A), invasão 

sistêmica (B) e morte da planta (C). 
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Plantas de Crotalaria juncea, avaliadas vinte dias após inoculação, 

não exibiram sintomas, quando inoculadas com a estirpe FI, e houve 

aparecimento de mosaico ao serem inoculadas com as estirpes A, N e E 

(Figura 8). A infecção pelo CABMV foi confirmada por PTA-ELISA para 

todas as plantas (Tabela 5). Esse vírus infecta naturalmente as espécies C. 

juncea, C. paulina, C. zanzibarica (FREITAS e outros, 2002), C. incana e C. 

spectabilis (GONZÁLEZ-SEGNANA e outros, 2013). 

 

Figura 8 – Reação de plantas de Crotalaria juncea inoculadas com estirpes 

do Cowpea aphid-borne mosaic virus, planta assintomática (A), e com 

sintomas de mosaico (B). 
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Tabela 5 – Avaliação sintomatológica e sorológica de plantas inoculadas 

mecanicamente com diferentes estirpes de Cowpea aphid-borne mosaic 

virus (CABMV)  

Es - estirpes, SS - sem sintomas, M - mosaico, An - anéis, LLC - lesão local clorótica, LLN - 

lesão local necrótica, NS - necrose sistêmica e nt - não testado. 

Plantas-Teste Es 
N° de plantas 

inoculadas 

Nº de plantas de acordo com os 

sintomas 

PTA-

ELISA 

SS M An LLC LLN NS + - 

Chenopodium 

amaranticolor 

FI 5 1   4   nt nt 

FII 5 2   3   nt nt 

A 5 1  4    nt nt 

N 5    5   nt nt 

 E 5    5   nt nt 

Chenopodium 

chinoa 

FI 2 1   1   nt nt 

FII 2    2   nt nt 

A 2 1   1   nt nt 

N 2    2   nt nt 

 E 2    2   nt nt 

Crotalaria 

juncea 

FI 4 4      4  

FII nt       nt nt 

A 2  2     2  

N 4  4     4  

E 4  4     4  

Datura 

stramonium 

FI 5 5       5 

FII 5 5       5 

A 5 5       5 

N 3 3       3 

E 5   5     5 

N. 

benthamiana 

FI 6 2 4     4 2 

FII 10 1     9 8 2 

A 6 1     5 5 1 

N 6 1     5 5 1 

E 10      10 10  

N. clevelandii 

FI 3     3  nt nt 

FII 3     3  nt nt 

A 3     3  nt nt 

N 3 1    2  nt nt 

E 3 1    2  nt nt 

N. rustica 

FI 5 5       5 

FII 5 5       5 

A 5 5       5 

N 5 5       5 

E 5   5     5 

Phaseolus 

vulgaris cv. 

Jalo 

FI 5 2   3   nt nt 

FII 5 1   4   nt nt 

A 5    5   nt nt 

N 5 1   4   nt nt 

E 5    5   nt nt 

Phaseolus 

vulgaris cv. 

Preto G-2 

FI 20 4    16 16 16 4 

FII 10     10 10 10  

A 14 1    13 12 12 2 

N 7 1    6 6 6 1 

E 10     10 10 10  
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As estirpes de CABMV foram inoculadas em alguns acessos de 

maracujazeiro: FB-300, FB-200, BRS-SC, BRS-GA e roxo, e nas espécies: 

P. cincinnata, P. foetida e P. setacea (Tabela 6). 

Plantas de P. setacea não exibiram sintomas, quando inoculadas com 

as diferentes estirpes, a não infecção foi confirmada por PTA-ELISA, o que 

já era esperado, uma vez que esta espécie é resistente a esse vírus 

(SACOMAN e outros, 2018).  

Uma planta é considerada portadora de uma estirpe fraca de um 

vírus quando apresenta reação positiva no teste sorológico e apresenta-se 

assintomática ou com mosaico leve (NOVAES, 2002). Observou-se que as 

estirpes FI e FII, ao serem inoculadas nos acessos e nas diferentes espécies 

de maracujazeiro, manifestaram sintomas de mosaico leve ou foram 

assintomáticas. No entanto, algumas dessas plantas apresentaram reação 

negativa no teste PTA-ELISA. As estirpes (A, N e E) do CABMV 

reproduziram sintomas severos com notas (3 e 4)  ao serem inoculados nos 

diferentes acessos e espécies de maracujazeiro (Tabela 6). 

A estirpe E de encarquilhamento, ao ser inoculada nos acessos BRS-

GA, BRS-SC, FB-200 e roxo, passou essa característica, no entanto, a 

presença do vírus por PTA-ELISA foi confirmada apenas no acesso BRS-

SC. Todos os acessos de maracujazeiro testados expressaram sintomas de 

necrose após inoculados com a estirpe N.  

De acordo com Novaes e Rezende (2005), resultados negativos do 

PTA-ELISA, obtidos em plantas de maracujazeiro previamente inoculadas 

com o CABMV, podem estar relacionados à má distribuição ou baixa 

concentração do vírus nesse hospedeiro. Estes autores verificaram que esse 

teste foi positivo para 28 e 35,3% das amostras retiradas de maracujazeiros 

inoculados com duas estirpes fracas do CABMV, já em plantas de 

Crotalaria juncea, inoculadas com as mesmas estirpes, 100% das amostras 

foram positivas. 



 

42 

 
 

Tabela 6 – Avaliação sintomatológica e sorológica de espécies e acessos de 

maracujazeiro inoculados com diferentes estirpes do Cowpea aphid-borne 

mosaic virus (CABMV) 

Plantas 

indicadoras 
Es. 

N° de plantas 

testadas 

Nº plantas de acordo com 

a escala de sintomas 

PTA-

ELISA 

1 2 3 4 + - 

P. cincinnata 

FI 4 4     4 
FII 4 3 1   1 3 

A 2  2   2  

N 4 2 2   2 2 

 E 2 1   1 1 1 

P. foetida 

FI 5 2 3   3 2 
FII 5 1 4   5  

A 5 1 3 1  4 1 

N 5 1  4  4 1 

E 5  3 2  5  

P. setacea 

FI 3 3     3 
FII 3 3     3 

A 3 3     3 

N 3 3     3 

 E 3 3     3 

BRS-GA 

FI 2 1 1   2  
FII 2 1 1   1 1 

A 2   2  1 1 

N 2 2     2 

E 2    2  2 

BRS-SC 

FI 2 1 1   2  
FII 2 2     2 

A 2 1 1   1 1 

N 2 1  1  1 1 

E 2    2 2  

Roxo 

FI 2 1 1   1 1 
FII 2 2     2 

A 2   2  2  

N 2   2  2  

E 2    2  2 

FB-300 

FI 2 1 1   1 1 
FII 2 2     2 

A 2   2  2  

N 2   2  2  

E 2 2     2 

FB-200 

FI 2 2     2 
FII 2  2   1 1 

A 2   2  1 1 

N 2 1  1  1 1 

E 2    2  2 

Es - estirpes, nt - não testado. 
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A análise molecular confirmou que os isolados obtidos neste estudo 

são estirpes do CABMV. 

 

4.5 Eficiência da transmissão mecânica 

 

A eficiência de transmissão mecânica entre as espécies Nicotiana 

benthamiana, Passiflora edulis, Phaseolus vulgaris cv. Preto G-2 e 

Canavalia ensiformis foi avaliada. Para essas comparações, plantas 

sintomáticas de C. ensiformes e P. edulis foram coletadas a campo e as 

plantas de P. vulgaris e N. benthamiana foram obtidas em casa de vegetação, 

através de inoculação mecânica. Após confirmação da infecção pelo 

CABMV por PTA-ELISA, realizou-se inoculações entre as espécies. 

A transmissão mecânica do CABMV de plantas de C. ensiformes, 

infectadas pelo CABMV para plantas de N. benthamiana, foi de apenas 

20%, e para plantas de P. edulis não ocorreu a transmissão (Tabela 7). De 

acordo com Nascimento e outros (2006), isolados de CABMV podem 

infectar leguminosas como Vigna unguiculata, Phaseolus vulgaris e outros 

hospedeiros, no entanto, diferem em sua capacidade de infectar 

maracujazeiro.  

A transmissão do CABMV de plantas de N. benthamiana, para 

plantas de C. ensiformes, foi de 80% e entre as demais espécies a eficiência 

de transmissão mecânica do vírus foi de 100% (Tabela 7). 

 

Tabela 7 – Eficiência de transmissão mecânica do Cowpea aphid-borne 

mosaic virus (CABMV) entre plantas de Nicotiana benthamiana, Passiflora 

edulis, Phaseolus vulgaris cv. Preto G-2 e Canavalia ensiformis 

Fonte de 

inóculo 

Nº de plantas inoculadas/ nº de plantas infectadas (% de 

transmissão) 

N. benthamiana P. edulis Preto G-2 C. ensiformis 

N. benthamiana 5/5(100%) 5/5(100%) 5/5(100%) 5/4(80%) 

P. edulis 5/5(100%) 5/5(100%) 5/5(100%) 5/5(100%) 

Preto G-2 nt 5/5(100%) 5/5(100%) 5/5(100%) 

C. ensiformis 5/1(20%) 5/0(0%) 5/5(100%) 5/5(100%) 

nt - não testado. 
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5. CONCLUSÃO 

 

Na região de Vitória da Conquista e Ituaçu, BA, são encontradas 

pelo menos cinco estirpes do Cowpea aphid-borne mosaic virus (CABMV) 

em maracujazeiros, as quais estão classificadas biologicamente em três 

grupos: 

- Fraco, formado pelos isolados FI e FII, provocando apenas 

mosaico leve nas folhas; 

- Intermediário, formado pelo isolado A, provocando anéis nas 

folhas; e 

- Severo, formado pelos isolados N e E, os quais provocam necrose e 

encarquilhamento, respectivamente, nas folhas do maracujazeiro. 
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