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Apresentacdo

A Embrapa Soja, ao longo de sua existéncia, tem procurado desenvol-
ver tecnologias e gerar cultivares de soja que beneficiem os produtores
brasileiros.

O sucesso da safra recorde de soja, com uma producéao de 47 milhdes
de toneladas, observada no ano 2002/03, tem grande participacado da
Embrapa Soja.

Infelizmente, anualmente, problemas bidticos e abidticos tém afetado
a producao de varios agricultores.

Dentre os fatores bidticos, as doencas tém-se tornado uma grande
preocupacao dos pesquisadores, pelas perdas causadas em diferentes
regioes do Pais e por serem constante desafio quanto as medidas de
controle e preservacao ambiental.

Recentemente, a necrose da haste, de etiologia viral e transmitida pela
mosca branca Bemisia tabaci, foi constatada no sudoeste de Goias,
com perdas severas entre as cultivares suscetiveis.

Em trés anos, o virus foi disseminado para outras regides, atingindo
campos do Maranhao, do Mato Grosso, da Bahia e do Parana.

Esta publicacdo contém informacdes quanto aos estudos efetuados na
identificacao e na caracterizacao do patégeno envolvido com a necrose
da haste da soja e quanto as variedades resistentes. Também demonstra
a preocupacao da Embrapa Soja com os produtores e com a assisténcia
técnica, quanto aos esclarecimentos necessarios ao diagndstico e as
medidas de controle.

José Renato Boucas Farias

Chefe Adjunto de Pesquisa e Desenvolvimento
Embrapa Soja
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Resumo

O Brasil é o segundo maior produtor de soja do mundo, com area culti-
vada de 17 milhdes de ha e uma producao de 47 milhdes de toneladas,
em 2002.

A soja é cultivada na faixa de latitude 32°S até a latitude 4°N.

Doencas causadas por fungos, bactérias, virus e nematoides sao im-
portantes fatores contrarios a producao. Na safra 2000/01, plantas de
soja com sintomas de nanismo, queima do broto e necrose da haste
foram observadas em areas da regidao central do Brasil (Goiatuba e
Morrinhos, Estado de Goias). Devido as severas necrose das hastes
e morte de plantas, o pensamento incial foi que o agente etiolégico
fosse um fungo. Entretanto, analises posteriores mostraram nao haver
nenhuma associacdo com esse tipo de organismo. Na safra 2001/02,
plantas de soja da cv. Embrapa 63 (Mirador) com os mesmos sintomas,
oriundas de Barreiras, Estado da Bahia, foram coletadas e utilizadas
em enxertia. Os sintomas apareceram nas plantas enxertadas, cerca
de duas a trés semanas apds, indicando uma possivel associacdao com
virus. Pelo menos, trés virus tém sido associados a sintomas de queima
do broto no Brasil e na Argentina. No entanto, estudos recentes com
transmissao por mosca branca (Bemisia tabaci biotipo B), purificacao,
sorologia, microscopia eletrénica e estudos moleculares permitiram
identificar o virus como sendo Cowpea mild mottle virus - CpMMV,
pertencente ao género Carlavirus.
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Uma nova ocorréncia aconteceu em 2002, devastando campos de soja
da cv. UFV-19, em diferentes regides do Estado de Goids (Acrelna,
Quirinépolis e Porteirdo). Um levantamento de perdas nessa regiao
mostrou perdas totais em 1000 ha, totalizando prejuizo de aproxima-
damente 600 mil délares.

Na safra 2002/03, o virus foi detectado em Sorriso (MT), Balsas (MA)
e novas localidades de Goias (Goiania, Luziania e Vianépolis), além de
ter chegado a Palotina, Estado do Parana.

Desde a primeira ocorréncia, o virus tem aparecido em diferentes areas
produtoras de soja do Pais. Devido a sua severidade, constitui-se em
grande ameaca a producao de soja do Brasil.

Diversas cultivares resistentes ja estdo disponiveis para cultivo. Devido
a seriedade do problema o programa de melhoramento da Embrapa
liberara cultivares resistentes.

A doenca é denominada necrose da haste da soja.

Abstract

Brazil is the world’s second largest soybean (G/ycine max Merrill) pro-
ducer producing 47 million tons on 17 million ha in 2002.

Soybean is grown in most of Brazil from 32° latitude South to 4° latitu-
de North. Diseases caused by fungi, bacteria, viruses, and nematodes
are important constraints to soybean production. In the 2000/01 se-
ason, soybean plants were observed with symptoms of dwarfing and
stem necrosis in large areas of Central Brazil (Goiatuba and Morrinhos,
State of Goids). Due to the severe stem necrosis and the death of the
plants, the symptoms were initially thought to be caused by a fungal
pathogen, however no fungus was consistently associated with the
disease. When infected plants were grafted onto the soybean cultivar
Embrapa 63 (Mirador), symptoms of mosaic, dwarfing and bud blight
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developed within 2-3 weeks indicating a viral pathogen. Stem necrosis
is not a common virus symptom, but bud blight has been associated
with at least three viruses in Brazil and Argentina.

Recent studies have determined that the virus belongs to the genus
Carlavirus based on whitefly transmission (Bemisia tabaci biotype B),
purification characteristics and serology, electron microscopy and mo-
lecular studies, and that it is related to the Cowpea mild mottle virus
(CoMMV).

A new outbreak of the disease occurred again in 2002 devastating
soybean fields in different regions of Brazil (Acretina, Quirinépolis and,
Porteirdo, State of Goias). A survey of the regions where a susceptible
cultivar UFV 19 was widely planted and later in Barreiras, BA, showed
losses of 1,000 ha totaling almost US$ 600.000,00.

In the season 2001/02, new outbreaks were recorded in Sorriso,
State of Mato Grosso; Barreiras, State of Bahia and, Balsas, State of
Maranhdo. These areas are as much as 2000 km from the previous
occurrence. In the season of 2002/03 outbreaks of this disease were
identified in Palotina county, located at the southern Sate of Parand, and
new regions in the State of Goids (Goiania, Luziania and Viandpolis).

Since the first occurrence in 2001, the virus has appeared in different
areas and, due to its severity, constitutes a serious treat to soybean
farmers in Brazil.

Several resistant cultivars are already available to farmers. Because
of the severe threat posed by this disease, Embrapa will only release
resistant cultivars.

The disease has been named soybean stem necrosis.
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Introducéao

O aumento da area cultivada com soja, no Brasil, e a producao dessa
leguminosa, tém crescido a cada ano. Na safra 2002/03 foram planta-
dos 17 milhdes de ha, com uma producdo de 47 milhGes de toneladas
e uma produtividade média de 2800 kg/ha (CONAB, 2003).

Anualmente, entretanto, tém sido contatadas perdas causadas por doen-
cas em todas as regioes produtoras de soja. Doencas viréticas, devido as
suas caracteristicas préprias, sdo normalmente, de dificil diagndstico.

Os sintomas causados por virus, em plantas, sdo extremamente vari-
aveis. Mosaicos, com diferentes matizes, cloroses do limbo foliar e de
nervuras, lesées necréticas de folhas e hastes e queima do broto, sao
alguns exemplos. O aparecimento desses sintomas podem ser indicati-
vos de infeccao viral. No entanto, ha inUmeros relatos desses sintomas
causados por fungos e também por acdo de agentes, abidticos como
fungicidas, herbicidas e inseticidas.

Assim, quando, na safra 2000/01, sintomas de necrose da haste, com
seca e morte de plantas de soja, apareceram na regiao de Morrinhos e
Goiatuba, Estado de Goias, acreditou-se estar frente a uma enfermidade
de origem fungica. Tentativas de isolamento do agente causal foram
negativas.

Em agosto de 2001, plantas de soja com queima do broto e necrose de
haste foram levadas para observacao na Embrapa Soja. Essas plantas
da linhagem BABR 98-26640, cultivadas sob irrigacao e desenvolvidas
em campo de multiplicacao de sementes, em Barreiras, Estado da Bahia,
apresentavam sintomas de necrose da haste, necrose do peciolo e cur-
vatura e necrose do broto (Fig. 1 e, 2A e 2B). Nesse campo, algumas
plantas apresentavam outros sintomas como nanismo e deformacao
do limbo foliar, com presenca de bolhas (Fig. 3).

Dessa vez, as tentativas de isolamento do agente causal consideraram
o envolvimento de virus, em virtude dos sintomas de queima do broto
e mosaico. Os brotos foram enxertados em soja cv. Embrapa 63 (Mira-
dor), observando-se, cerca de duas semanas apds, sintomas de necrose
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apical, nas brotacdes novas. Na
cv. Coodetec 206, os sintomas
caracterizaram-se pela formacao
de um mosaico denominado
mosqueado (“mottling”), com for-
macao de bolhas no limbo foliar,
normalmente sem necrose apical.
A inoculacao mecanica de plantas
de soja sadias com extrato de
plantas infectadas, utilizando so-
lucao tampao apropriada, causou
o aparecimento dos sintomas em
plantas de soja das cv. Embrapa
63 (Mirador), Coodetec 206 e BRS
153, cercade 12 a 15 dias apds
a inoculacao. O tipo de sintoma
e a intensidade de dano a planta
de soja variaram com a cultivar. A
cv. Embrapa 63 (Mirador) foi mais
severamente afetada do que a cv.
Coodetec 206. A cv. BRS 153
mostrou leve sintoma de mosaico.
Especulou-se, a principio, que as
diferencas em sintomas poderiam ser caracteristica da cultivar, fato
comprovado posteriormente.

Ficava claro que algum virus deveria estar associado as plantas e
provavelmente deveria ser a causa dos sintomas das plantas de soja
encontradas em Morrinhos e Goiatuba.

Nos anos seguintes (2002 e 2003), sintomas similares foram consta-
tados nos Estados do Mato Grosso, Maranhao e Parana.

Os estudos e os trabalhos desenvolvidos na elucidacao da etiologia do
agente da necrose da haste da soja e a descricdo de cultivares resis-
tentes constituem o objetivo desta publicacao.
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FIG. 2. A - necrose do broto apical; B - topo de planta infectada, mostrando cur-
vatura e queima do broto.
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FIG. 3. Nanismo de plantas de soja infectadas. Observar formacéo de bolhas no
limbo foliar.

Estudos etiolégicos

A etiologia de um patégeno caracteriza-se principalmente, pelo conhe-
cimento do agente patogénico, do seu mecanismo de transmissao,
das condicdes que favorecem a doenca, entre outros. Os sintomas de
necrose da haste e de peciolos, com aparecimento de queima do broto,
observados nas plantas, podem ser causados por virus pertencentes
a diferentes géneros: Soybean mosaic virus-SMV (Potyvirus), Tobacco
ringspot virus-TRSV (Nepovirus), Tobacco streak virus-TSV (llarvirus),
Cowpea severe mosaic virus-CpSMV (Comovirus) e Alfalfa mosaic
virus-AMV (alfamovirus), (Costa, 1977; Anjos e Lin, 1984; Laguna et
al., 1988; Almeida, 1994). O sintoma de queima do broto causado por
alguns desses virus é influenciado pelo gendtipo. Por exemplo, as cv. de
soja Ogden e Buffalo, quando inoculadas com uma determinada estirpe
de SMV, apresentam necrose da haste e queima do broto (Almeida,
1983). Desse modo, a diagnose no campo torna-se dificil e pode levar
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a erros na identificacdo do virus. Entretanto, aos mais acostumados
com esses sintomas, ficou claro que as plantas coletadas na Bahia nao
eram infectadas pelo TSV. No Brasil, a queima do broto da soja causada
pelo TSV (Costa & Carvalho, 1955) ocorre normalmente, entre os 20 e
40 dias apdés a emergéncia. No caso da Bahia, as plantas tornaram-se
necrdéticas em poucos dias, normalmente quando estavam no estadio
R1 e apresentavam, além de queima do broto, sintomas bastante vari-
aveis, desde plantas anas (forte reducao de crescimento), com folhas
encarquilhadas, acompanhadas ou ndo por necrose da haste e dos
peciolos. A reducédo de porte era bem diferente da induzida por TSV, a
qual é mais severa e induz forte alteracdo das folhas com reducéao no
tamanho e formato afilado.

O estudo da etiologia foi continuado com a utilizacao de microscopia
eletronica. Pequenos fragmentos das folhas infectadas, oriundas de
Barreiras (BA), foram retirados e os cortes ultra-finos preparados para
analise. As fotos mostraram a presenca de particulas falcadas, agrupa-
das na forma de feixes, caracteristicas de infeccao por virus do grupo
carlavirus (Fig. 4). A partir dessa informacao, procedeu-se a diagnose

FIG. 4. Agrupamento tipico de particulas de virus, caracteristica do género Carla-
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utilizando método molecular denominado RT-PCR. Oligonucleotideos
desenhados especificamente para carlavirus (Badge et al., 1996) fo-
ram utilizados e permitiram a amplificacdo de uma pequena porcao do
RNA viral, com tamanho de 120 pb (Fig. 5), a qual, apds clonada e
sequenciada, foi alinhada e comparada com sequéncias armazenadas
no GenBank. O resultado mostrou que o RNA do virus causador da
necrose da haste da soja apresentou 88,4% de similaridade com o
Cowpea mild mosaic virus (CoMMYV), isolado M, cédigo AF 024629,
do GenBank, membro do género Carlavirus.

FIG. 5. Amplificacdo do RNA viral a partir de
RT-PCR, com “primers” degenerados,
especificos para carlavirus. Amostra da
esquerda: fragmento de folha infectada
com isolado de Barreiras, BA, com peso
molecular de 120 pares de bases; Amos-
tra do centro, oriunda de folha sadia. A
direita, marcador molecular.
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Procurou-se infectar artificialmente, por inoculacao mecanica, plantas
de diferentes espécies botanicas. O extrato de plantas infectadas foi
obtido com tampéao, com pH e molaridade apropriados. Os resultados
mostraram que entre as espécies testadas o virus possui estreita gama
de plantas hospedeiras (Tabela 1).

Testes de transmissao por insetos foram feitos através de pulgoes e
moscas brancas. No caso de pulgdes utilizaram-se as espécies Uro-
leucon ambrosiae e Myzus persicae. Insetos aviruliferos, mantidos em
telado, foram submetidos a jejum por 3 h e, a seguir, separados em
dois grupos com acesso a folha de soja infectada, por 5 e 30 min. Os
insetos, apds o periodo de aquisicao, foram transferidos para plantas de
soja cv. Embrapa 63 (Mirador). Cerca de 24 h apds, os insetos foram
mortos com aplicacdo de inseticida e as plantas mantidas em casa de
vegetacao. A avaliacdo visual de sintomas, feita duas e quatro semanas
apo6s a inoculacao, foi negativa.

No caso de moscas brancas, utilizou-se a espécie Bemisia tabaci biotipo
B (= B. argentifolii Bellows & Perring), coletadas em plantas de feijao,
mantidas em telados e sabidamente livres de virus. As moscas foram
mantidas em plantas de soja infectadas por 18-24 h e depois trans-
feridas para plantas sadias. Os sintomas apareceram nas folhas mais
novas, cerca de 10-12 dias apds a inoculacao. Inicialmente, as folhas
apresentavam clareamento de nervuras, seguindo-se aparecimento de
mosaico, o qual se tornava forte, com formacao de bolhas no limbo
foliar. Em outros casos, as folhas com mosaico apresentavam pequenas
manchas necréticas, evoluindo para necrose apical e da haste. O broto
da planta infectada normalmente curva para baixo e necrosa.

Plantas coletadas no campo podem exibir a haste parcial ou totalmente
necrosada. Corte longitudinal da haste pode mostrar a medula com
pontos necréticos na juncao do peciolo necrosado (Fig. 6) ou escure-
cimento total da medula (Fig. 7).

Foi feito teste de transmissao por sementes, utilizando 1885 semen-
tes colhidas de plantas da cv. Embrapa 63 (Mirador), previamente
infectadas mecéanicamente. As sementes colhidas foram semeadas
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TABELA 1. Reacdo de espécies botanicas infectadas pelo virus da ne-
crose da haste da soja (Cowpea mild mottle virus-CpNMMV).

Amaranthaceae

Asteraceae

Chenopodiaceae

Cucurbitaceae

Fabaceae

Amaranthus sp.
Gomphrena globosa

Helianthus annuus anuus
Emilia sonchifolia
Bidens pilosa

Chenopodium amaranticolor
Chenopodium quinoa
Chenopodium murale

Cucurbita pepo cv. ‘Caserta’

Glycine max

cv. Santa Rosa

cv. Davis

cv. FT-10

cv. Embrapa 63 (Mirador)
cv. CD 206

cv. Embrapa 133
cv. BRSMT Pintado
cv. UFV 19
Phaseolus vulgaris
cv. Rosinha

cv. Carioca

cv. Jalo

cv. Manteiga

cv. Tibagi

Lupinus albus
Crotalaria striata

C. mucronata

C. spectabilis

Vigna unguiculata cv. Blackeye

Arachis hypogea

NS
Mo/NS
NS/Mo

Continua...
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...Continuagéo Tabela 1

Gramineae Zea mays -
Labiatae Ocimun basilicum -
Pedaliaceae Sesamun indicum -

Lycopersicom esculentum =
Nicotiana tabacum ‘Sansun NN’ -
N. glutinosa -
N. benthamiana -
N. debneyi -
Datura stramonium —

Solanaceae

* NS = necrose sistémica; Mo = mosqueado; M = mosaico; ML = mosaico leve; MF = mosaico
forte com bolhas; LLN = lesao local necroética; E = encarquilhamento; — = sem sintoma.

FIG. 6. Necrose parcial de medula em haste localizada junto a insercdo de folha infec-
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FIG. 7. Necrose total de medula de haste de planta infectada.

em bandejas com solo esterilizado por solarizacdo. Avaliacdes feitas
aos 14 e 28 dias apdés semeadura ndao detectaram nenhuma planta
sintomatica.

O virus foi parcialmente purificado, a partir de feijoeiro ‘Jalo’ utilizando
métodologia descrita por Gaspar & Costa (1993). Dessa preparacao,
determinaram-se a massa molecular da proteina capsidial e o tamanho
médio das particulas. A massa molecular foi estimada em gel de po-
liacrilamida, com 3,5% no gel empilhador e 12% no gel de resolucéo,
adicionando-se SDS (dodecil sulfato de sddio). Apds eletroforese por
2 ha 120V, a temperatura ambiente, o gel foi corado em solucao de
“comassie blue” e a massa da proteina foi estimada com o auxilio de
marcadores com massa conhecida. O valor determinado, 29.12 + 0.85
kDa (Fig. 8), foi similar aqueles descritos para o género Carlavirus.
O tamanho de particulas foi determinado por microscopia eletrénica,
mostrando particulas com 15 nm de didmetro e comprimento variavel
de 600 a 700 nm (Fig. 9).



22 Embrapa Soja. Documentos, 221
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45.0 kDa

- - 30.0 kDa
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% -
—— 14.4 kDa FIG. 8. Perfil eletroforético do Cowpea mild
mottle virus isolado de soja. M=

w marcador para estimar a massa da

proteina capsidial (29KDa).

FIG. 9. Fotomicrografia de particula de virus. Bar-
ra= 120 nm.
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A identificacdao do virus foi também auxiliada por imunoadsorcdo em
microscopia eletréonica (Immunosorbent electron microscope - ISEM)
utilizando-se antissoro produzido contra CpMMV (fornecido pelo Dr. M.
Iwaki, Japao). A Figura 10 mostra as particulas decoradas.
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FIG. 10. Particula de virus apds tratamento com antissoro
preparado contra CpMMYV. Observar no detalhe
as moléculas de anticorpos aderidas a particula
de virus. Barra= 120 nm.

Levantamento da doenca e novas ocorréncias

A associacao dos sintomas observados nas plantas de soja em Bar-
reiras, BA, com a infeccdo viral, favoreceu o diagnéstico, em outros
locais. Assim, quando da solicitacao para visitar campos de soja da cv.
UFV-19 localizadas no sudoeste do Estado de Goias, em fevereiro de
2002, com sintomas de necrose da haste e forte reducao de desenvol-
vimento vegetativo, a associacao foi imediata pois os sintomas eram
similares aqueles observados em Barreiras no ano de 2001. A visita
a outros campos de soja na regido, especialmente nos municipios de
Quirindpolis, Acretina, Porteirao e Goiatuba (GO), permitiram observar
sintomas mais severos (Fig. 11). Em algumas plantas observou-se nas
vagens a presenca de lesGes necréticas escuras, restritas a epiderme
e similares aquelas causadas por antracnose (Fig. 12). Esse sintoma
foi confirmado em plantas infectadas em casa de vegetacao. Apenas
nos locais visitados, as areas com perda total devido a virose atingiram
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FIG. 12. LesGes necréticas desenvolvidas na epiderme de vagens de soja.
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mais de 300 ha. A época da visita, a populacao de mosca branca era
baixa. No entanto, os relatos dos produtores foram de que a populacéao
fora alta, anteriormente. As amostras de plantas infectadas coletadas
nesses locais foram utilizadas em testes biolégicos e moleculares, per-
mitindo associar a etiologia viral de carlavirus aos sintomas observados.
Na Figura 5, podem-se observar as amostras de RNA viral, correspon-
dentes as coletas de ambas as regides (Barreiras, BA e Acretina, GO)
amplificadas pela reacdo em cadeia de polimerase, com transcriptase
reversa. Ainda nesse mesmo ano, constatou-se a presenca da doenca
em Sorriso (MT) e Balsas (MA).

No ano seguinte, safra 2002/03, a doenca foi constatada em outras
regioes produtoras do Brasil, mostrando que o virus continua a ser
disseminado: Luziania, Goiania e Viandpolis (GO), e Palotina (PR) (Ho-
ffmann et al., 2003). Um resumo do histérico da doenca e do avanco
de disseminacao no Brasil pode ser visto na Figura 13.

A anomalia também foi constatada na safra 2000/01 pelos Eng. Agro-
nomos M.N. Matsumoto e J.L. Alberini, em Morrinhos, GO e Goiatuba,
GO, respectivamente.

Propriedades do género Carlavirus

Os carlavirus foram assim denominados por Harrison et al. (1971),
indicando como membro-tipo o Carnation latent virus - CLV. Os vi-
rus pertencentes ao género Carlavirus caracterizam-se por possuirem
particulas com RNA monopartido, de fita Unica e com peso molecular
variando de 2,3 a 3,0 x 10° (6,4 - 8,6Kb), sendo que o contetido de
RNA varia de 5% a 8,5%, entre espécies desse género (Van Regen-
mortel, 2000). A massa molecular da proteina capsidial, estimada por
eletroforese em gel desnaturante de SDS-poliacrilamida, varia de 31
kDa a 39 kDa (Brunt & Kenten, 1973; Gaspar & Costa, 1993; Van
Regenmortel, 2000; Cohen et al., 2003).
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FIG. 13. Disseminacdo do virus da necrose da haste desde sua descoberta no
Brasil.

A densidade do virion em cloreto de césio é varidvel de 1,28 a 1,33
g/cm? (http://ictvdb.bio2.columbia.edu/ICTVdB/index.htm). As particu-
las alongadas, flexuosas, medem 10-15 nm de didametro e 610-700 nm
de comprimento (Weter & Milne, 1981; Iwaki et al., 1982). A partir de
dados para a massa molecular da proteina e contetiido de acido nucleico,
foi estimado o peso molecular da particula em 50-60 x 10° Da, o que
indica que cada particula contém cerca de 1600 a 1800 subunidades
proteicas. Estas particulas possuem coeficiente de sedimentacao entre
157 Se 172 S, sendo que seu coeficiente de extincao varia de 2,1 a
2,3 (Wetter & Milne, 1981).
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A seqliéncia parcial de nucleotideos da extremidade 3’ do RNA gené-
mico foi determinada para varias espécies do género, tais como Potato
virus M - PVM, Potato virus S - PVS, Lily symptomless virus - LSV,
Helenium virus S - HelVS, CLV, Cactus virus B - CVB, Poplar mosaic
virus - PopMV, Garlic virus 7- GV1 e CpMMV. A seqliéncia completa
dos nucleotideos foi determinada para algumas espécies como o PVM
(Zavriev et al., 1991), Blueberry Scorch virus - BBScV (Cavileer et al.,
1994) e Aconitum latent virus - AcLV (Fuji et al., 2002) que possuem,
respectivamente, 8534, 8514 e 8657 nucleotideos, excluindo a sequ-
éncia poli(A).

O conhecimento sobre a seqiiéncia de nucleotideos e conseqliente-
mente da estrutura do genoma possibilita uma melhor compreensao e
inferéncia sobre as estratégias utilizadas na replicacao viral. Assim, a
analise das seqliéncias completas de PVM, BBScV e AcLV-D permitiu
identificar seis fases abertas de leitura (Open Reading Frames- ORFs)
que codificam proteinas com as seguintes massas moleculares, para
o0 BBScV: 5'-223 KDa- 25 KDa- 12 KDa- 7 KDa- 34 kDa- 11 KDa-3’
e para o PVM: 5’-223 KDa- 25 KDa- 11 KDa- 7 KDa- 33 KDa- 16
KDa-3'.

O modo de replicacao dos carlavirus em suas plantas hospedeiras ainda
nao é completamente conhecido. Até o momento, apenas a estratégia
de producdo de RNAs subgendmicos foi confirmada na traducao dos
Carlavirus, notadamente das proteinas codificadas pelas ORFs 3’-
terminal. A autoprotedlise e producao de proteinas “transframe” vém
sendo estudadas e, possivelmente, também fazem parte da estratégia
de replicacao viral (Foster, 1992, Gramstat et al., 1994). Um possivel
modo de replicacao pode ser visualizado na Figura 14.

O genoma dos Carlavirus estd organizado em trés agrupamentos de
genes espacados por pequenas regides intergénicas, além das regides
ndo codificadoras nos terminais 5’ e 3’ que apresentam, em suas ex-
tremidades, respectivamente as estruturas de “Cap” e poli(A).

O primeiro agrupamento 5’-terminal referente a fase aberta de leitura
1 (Open Reading Frame 1) codifica uma grande proteina com dominios
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especificos para as funcdes de ligacao a nucleotideos tri-fosfato NTP,
helicase e polimerase (replicase). O segundo agrupamento, o “bloco
triplo de genes” (ORF 2, ORF 3 e ORF 4) possui capacidade codificadora
para trés proteinas e apresentam homologia com o genoma de outros
géneros como os Hordeivirus, Furovirus e Potexvirus (Morozov et al.,
1991). O terceiro conjunto (ORF 5 e ORF 6) codifica a proteina capsidial
e uma proteina 3’-terminal de funcao ainda desconhecida.

A maioria dos carlavirus é transmitida por pulgdes de maneira nao per-
sistente (Harrison et al., 1971) e também por mosca branca (Muniyapa
& Reddy, 1983).

A inclusao do CpMMYV no género Carlavirus foi sugerida a partir do
trabalho de Iwaki et al. (1982) ao constatarem que algumas proprie-
dades do CpMMYV, isolado na Tailandia, em 1979, eram similares
aquelas descritas para os virus desse género. No entanto, uma grande
diferenca foi apresentada pelos autores, ao constatarem que o isolado
da Tailandia, sorologicamente relacionado com o CpMMYV descrito na
Africa (Brunt & Kenten, 1973), era transmitido por mosca branca (Be-
misia tabaci), um fato novo e considerado de extrema importancia na
disseminacao do virus.

Neste estudo, a identificacdo da espécie de mosca branca utilizada
foi determinada segundo Martinez et al. (2000), a partir de reacéo
de RAPD, utilizando “primer” OPH-16 (De Barro & Driver, 1997). As
amplificacdes submetidas a eletroforese foram comparadas aos perfis
eletro-foréticos de Martinez et al. (2000) comprovando a presenca de
bandas especificas da espécie B. tabaci biotipo B (Fig. 15).

Uma segunda e forte evidéncia de que o CpMMV era um carlavirus
partiu do trabalho de Badge et al. (1996), ao constatarem que além de
algumas das propriedades fisico-quimicas desse virus serem similares
aquelas do génetro Carlavirus, havia também uma evidéncia molecular.
Os autores sequenciaram parte do RNA viral, constatando que uma por-
cao da regiao terminal 3, com 958 nucleotideos, continha sequéncia
similar aquelas mencionadas para carlavirus.
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FIG. 15. Perfil eletroforético de DNA de mosca branca
amplificado com “primer” OHP-16. Bandas am-
plificadas tém peso molecular de 320 pb e 440
pb, caracteristicas de B. tabaci biotipo B.
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A primeira constatacdao do CpMMV em soja foi feita por Brunt &
Phillips (1977), citado por Iwaki et al. (1982), na Tailandia, sendo
mais tarde determinada sua transmissao por mosca branca (lwaki
et al., 1982).

Um fato importante para a sojicultura brasileira, com relacao a esse
virus, foi descrito por Thouvenel et al. (1982) ao determinarem que o
CpMMYV foi transmitido por sementes de soja das cultivares Santa Rosa
e Jupiter, coletadas em plantas infectadas.

O CpMMV ¢é capaz de infectar 46 espécies botanicas, pertencentes a
10 familias. Nessas familias, 19 espécies sdo leguminosas (Edwardson
& Christie, 1986).

Historico de virose similar no Brasil

A constatacao de que o virus identificado em soja era semelhante ao
CpMMYV permitiu uma associacao com um virus isolado no Brasil, a partir
de plantas de feijoeiro ‘Jalo’. Em 1979, Costa et al. (1980) isolaram
um virus, do feijoeiro ‘Jalo’, o qual foi transmitido por mosca branca
e causava um sintoma denominado mosaico angular (Fig. 16). O virus
apresentava particulas alongadas de 650 nm, ocorrendo no citoplasma
de células do parénquima foliar. Alguns anos mais tarde, Costa et al.
(1983) observaram que isolados coletados desse virus em Capao Bonito
(SP) e Londrina (PR) infectavam outras leguminosas, inclusive a soja,
sendo a virose denominada mosaico angular do feijoeiro (Bean angular
mosaic virus-BAMV).

Estudos de relacionamento sorolégico (Gaspar et al., 1985) mostraram
que o BAMV foi idéntico ao virus do mosqueado fraco do caupi (Co-
wpea mild mottle virus -CpMMV) descrito em soja e em outras espécies
vegetais em Gana (Brunt & Kenten, 1973), Nigéria (Brunt & Phillips,
1981), Tailandia (lwaki et al., 1982) e Costa do Marfim (Thouvenel et
al., 1982).
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FIG. 16. Sintomas causados pelo virus da necrose da haste da soja, em feijao

Variabilidade entre isolados do virus

Atualmente, 13 isolados do virus da necrose da haste, coletados em
diferentes locais do pais sdo mantidos em casa de vegetacdo. Ao se
inocular diversos gendtipos de soja com esses isolados, observou-se
que as reacoes a um mesmo isolado diferia de acordo com o genétipo.
Cada isolado foi inoculado em 25-30 plantas das cv. CD 206, Embrapa
63 (Mirador) e BRS 153. A escolha desses gendtipos deu-se devido a
observacdes anteriores em casa de vegetacao. Dez dias apds a primei-
ra inoculacdo todas as plantas foram re-inoculadas. Aos 15 e 30 dias
apo6s a segunda inoculacao procedeu-se a avaliacdo para obtencao do
indice de severidade (IS):

IS = (n, +2.n,+3.n,).100/3.N, onde n, = nimero de plantas em cada
nivel de severidade; N = numero total de plantas inoculadas. Os niveis
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de severidade estabelecidos foram: 1= plantas com leve sintoma de
mosaico, folhas ndao deformadas; 2= plantas com mosaico evidente
e folhas deformadas; 3= plantas com nanismo e/ou com necrose da
haste.

Os indices de severidade obtidos demonstram que os isolados podem
variar quanto a essa caracteristica (Tabela 2). O isolado de Goiatuba foi
o mais severo, seguido de um isolado de Barreiras e Sorriso. De igual
modo, certas variedades sdao mais afetadas do que outras.

TABELA 2. indice de severidade de diferentes isolados do virus da
necrose da haste, de diferentes regioes do Brasil, inocula-

dos em trés cultivares de soja.

sl Cultivares
Solado/Loca
cD 206 |BRs 153 [Embrapa 63 (Mirador)

Goiatuba 69,44 39,22 54,55 54,40
Sorriso-1 40,58 23,81 41,67 35,35
Barreiras-1 61,11 41,67 50,00 50,93
Montividiu 37,04 18,33 333,38 27,90
Barreiras-2 50,72 17,54 43,06 37,11
Barreiras-3 40,00 21,05 42,42 34,49
Palotina 46,67 41,67 41,67 43,33
Senador Canedo 52,38 30,00 40,00 40,79
Sorriso-2 33,33 28,33 36,67 33,89

Determinacao de resisténcia em cultivares de soja

Observacdes visuais nos diferentes locais visitados no sudoeste de
Goias, no Mato Grosso, na Bahia e no Parand mostraram que havia
diferencas quanto a suscetibilidade entre as cultivares de soja (Fig.
17). Essa observacao estimulou a imediata avaliacao das reacdes dos
gendtipos recomendados para cultivo no Brasil.
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FIG. 17. Vista de campo de soja infectada com o virus da necrose da haste. A
esquerda, cv. Conquista, resistente; a direita, cv. UFV-19, suscetivel.

Trinta plantas de cada gendtipo foram semeadas e inoculadas meca-
nicamente com tampao apropriado. Os resultados de dois testes per-
mitiram identificar as cultivares resistentes e suscetiveis a necrose da
haste da soja, para as diferentes regioes geograficas onde essa cultura
é cultivada (Tabela 3).

Entretanto, como essa virose e seus efeitos econémicos eram desconhe-
cidos no Brasil, o desenvolvimento de cultivares de soja ndo considera-
vam a selecdo para a resisténcia como um fator importante na geracao
de cultivares. Conseqlientemente, muitos gendtipos apresentam plantas
suscetiveis e resistentes. Convencionalmente, genétipos com até 15%
de plantas suscetiveis, foram considerados, na avaliacao, desuniformes.
Todos aqueles com valores superiores foram considerados suscetiveis.
Assim, nas avaliacdes foram encontrados gendétipos resistentes, susceti-
veis e desuniformes (Tabela 3). Do total de 174 cv. avaliados, 26,44 %
foram considerados resistentes; 41,37 % foram desuniformes e, 32,18%
foram suscetiveis. Os cv. considerados desuniformes nao devem afetar
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TABELA 3. Reacdo de cultivares de soja a infeccdo pelo virus da necro-
se da haste da soja. R= resistente; S= suscetivel; D = po-

pulacdo desuniforme quanto a resisténcia (até 15% de plan-
tas suscetiveis).

BA/BR 31 R BR 35 (Rio Balsas) D
BR 1 D BR 36 D
BR 2 R BR 37 D
BR 3 S BR 38 D
BR 4 S BR 40 (ltiquira) R
BR 5 D BR/Emgopa 312 (Potiguar) R
BR 6 (Nova Bragg) D BR/Emgopa 314 (Garca Branca) D
BR 7 D BR/IAC 21 R
BR 8 (Pelotas) D BRS 65 R
BR 9 (Savana) D BRS 66 R
BR 10 (Terezina) R BRS 132 S
BR 11 (Carajas) D BRS 133 R
BR 12 S BRS 134 R
BR 13 (Maravilha) S BRS 135 R
BR 14 (Modelo) S BRS 136 R
BR 15 (Mato Grosso) D BRS 137 R
BR 16 R BRS 138 D
BR 23 R BRS 153 S
BR 24 R BRS 154 D
BR 27 (Cariri) R BRS 155 S
BR 28 (Serido) R BRS 156 S
BR 29 (Londrina) R BRS 157 D
BR 30 R BRS 181 R
BR 32 D BRS 182 D

Continua...
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...Continuacéo Tabela 3

BRS 183 S BRS Gralha S
BRS 184 R BRS Jiripoca R
BRS 185 D BRS Jucara S|
BRS 205 D BRS Milena R
BRS 206 D BRS Nova Savana D
BRS 211 S BRS Pétala S
BRS 212 S BRS Piraiba S
BRS 213 S BRS Pirarara S
BRS 214 R BRS Rosa D
BRS 215 R BRS Sambaiba D
BRS 216 S BRS Seleta S
BRS 217 R BRS Tambaqui S
BRS 218 S BRS Tracaja D
BRS 219 R BRSGO 204 S
BRS 230 R BRSGO Bela Vista S
BRS 231 R BRSGO Caiapo6nia R
BRS 232 R BRSGO Cataldo R
BRS 233 D BRSGO Goiatuba D
BRS Anhumas S BRSGO Jatai D
BRS Apiakas S BRSGO Luiziania S
BRS Aurora S BRSGO Paraiso S
BRS Babacu D BRSGO Santa Cruz D
BRS Barreiras D BRSMA Parnaiba D
BRS Bororo D BRSMA Pati D
BRS Carla D BRSMA Seridé RCH S
BRS Celeste D BRSMG 68 S

BRS Curicaca S BRSMG Confianca S

Continua...
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...Continuacédo Tabela 3

BRSMG Garantia
BRSMG Lideranca
BRSMG Nova Fronteira
BRSMG Renascenca
BRSMG Seguranca
BRSMG Virtuosa
BRSMS Acara
BRSMS Apaiari
BRSMS Bacuri
BRSMS Caranda
BRSMS Curimbatéa
BRSMS Lambari
BRSMS Mandi
BRSMS Piapara
BRSMS Piracanjuba
BRSMS Piraputanga
BRSMS Saué
BRSMS Surubi
BRSMS Taquari
BRSMS Tuiuit
BRSMT Crixas
BRSMT Pintado
BRSMT Uirapuru
Embrapa 1 (IAS 5 RC)
Embrapa 2

Embrapa 3

Embrapa 4 (BR 4 RC)

w U »w I » I I U O I T w I O I U O O T 0O o o n n T O

Embrapa 5

Embrapa 9 (Bays)
Embrapa 19

Embrapa 20 (Doko RC)
Embrapa 25

Embrapa 26

Embrapa 30 (Valo do Rio Doce)
Embrapa 31 (Mina)
Embrapa 32 (ltaqui)
Embrapa 33 (Cariri RC)
Embrapa 34 (Teresina RC)
Embrapa 46

Embrapa 47

Embrapa 48

Embrapa 58

Embrapa 59

Embrapa 60

Embrapa 61

Embrapa 62

Embrapa 63 (Mirador)
Embrapa 64 (Ponta Pora)
MG/BR 22 (Garimpo)
MG/BR 42 (Kage)

MG/BR 46 (Conquista)
MG/BR 48 (Garimpo RCH)
MS/BR 17 (Sao Gabriel)
MS/BR 18 (Guavira)
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R
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Continua...
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...Continuacéo Tabela 3

MS/BR 19 (Sao Gabriel)
MS/BR 20 (Ipé)

MS/BR 21 (Buriti)
MS/BR 34 (Empaer 10)
MS/BR 39 (Chapadéo)
MT/BR 45 (Paiaguas)

MT/BR 47 (Canario)
MT/BR 49 (Pioneira)
MT/BR 50 (Parecis)
MT/BR 51 (Xingu)
MT/BR 52 (Curid)
MT/BR 53 (Tucano)

O O O unw O w
g9 |9 |9 |z | =@

a produtividade, no campo. No entanto, as plantas infectadas servirao
como fonte de inéculo para cultivares suscetiveis.

Consideracoes finais

Os resultados das pesquisas conduzidas na Embrapa Soja mostram
que:

1. o virus coletado nos Estados de Goias, Mato Grosso, Maranhao,
Bahia e Parana pertence ao género Carlavirus, sendo transmitido
por mosca branca (Bemisia tabaci biétipo B) e é similar ao CopMMV
e ao Bean angular mosaic virus (BAMV), descrito no Brasil;

2. utilizando-se oligonucleotideos desenhados para carlavlirus, foi possi-
vel amplificar parte do genoma com tamanho de 120 pb, semelhante
aquele citado para membros do género Carlavirus;

3. a sequéncia de nucleotideos encontrada foi similar aquela descrita
para o CoMMYV, apresentando 88,4 % de similaridade;

4. fotomicrografias em microscépio eletrénico mostraram a presenca de
particulas falcadas, em feixes, no citoplasma e particulas alongadas
flexiveis com 650-700 nm de comprimento;
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5.

o virus nao foi transmitido por sementes de plantas infectadas da
cv. Embrapa 63 (Mirador), mas Thouvenel et al. (1982) descreveram
que sementes de soja das cv. Santa Rosa e Jupiter transmitiram o
CpMMV. O isolado brasileiro, ndo infecta a cv. Santa Rosa;

. devido aos sintomas apresentados pelas plantas, denominou-se essa

doenca como necrose da haste da soja.

A constatacdo da presenca desse virus em soja, no Brasil, é preocu-
pante por véarios aspectos:

1.

nas lavouras de cultivares suscetiveis as perdas nunca foram inferio-
res a 85% e em varios campos houve morte de plantas com perda
total,;

. desde o aparecimento, em 2000, a virose foi disseminada rapida-

mente e em algumas regides, tornou-se endémica;

. virus similar, identificado anteriormente em feijao (Costa et al., 1983)

ndo causou perdas severas em soja, indicando que provavelmente
este novo isolado é potencialmente mais prejudicial a soja;

. o virus, a semelhanca do relato de Costa et al. (1983), é transmitido

por mosca branca, inseto de ocorréncia generalizada em lavouras
de soja e outras espécies vegetais e cujo controle quimico é dificil;
além disso, a maneira de transmissao nao persistente (Muniyappa
& Reddy, 1983) favorece a disseminacdao nos campos de soja;

. os estudos conduzidos, permitiram avaliar a reacao da maioria das

cultivares de soja da Embrapa recomendadas para as diversas regioes
do Pais;

. os resultados aqui apresentados permitem ao produtor escolher as

cultivares resistentes, adequadas a sua regido, onde o problema ja
se manifestou.
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