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15 aos 7 dias ap0s a re-inoculagdo com sintomas de pontos necréticos. B. Acesso CNPH 27 aos 28 dai
com sintomas de bolhosidades. C. Acesso CNPH 337 assintomatico aos 28 dai. D. Acesso CNPH 38
assintomatico aos 28 dai. E. Acesso CNPH 33 assintomatico aos 28 dai. F. Plantas de D. stramonium

controle positivo a esquerda, e controle negativo, a direita, assintOMALICO. ..........ccceeveercreesieereeenenns 138

Figura 21. Resultado de Dot-Blot realizado com 32 acessos de berinjela proveniente do Banco de
Germoplasma de Berinjela (Solanum melongena) - Embrapa Hortalicas (BGB - CNPH) e plantas do
controle positivo e negativo de Datura stramonium inoculadas mecanicamente com Groundnut
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Resumo Geral

Batista, Josiane Goulart. Ocorréncia natural de espécies virais e avaliacdo de
potenciais hospedeiras experimentais de begomovirus, potyvirus e tospovirus em plantas
arbdreas e berinjela (Solanum melongena). 2014. Numero de paginas (183p). Dissertacao
(Mestrado em Fitopatologia) - Universidade de Brasilia, Brasilia, DF.

As espécies arboreas apresentam grande importancia no &mbito econdmico e social,
entretanto, ainda é desconhecido o potencial destas plantas como reservatorios de novas
espécies virais ou de virus reportados em outras hospedeiras. Além disso, a diversidade de
espécies virais presentes no Bioma Cerrado ainda tem sido muito pouco estudada. Desta
forma, um dos objetivos deste trabalho foi prospectar a presenca de virus em associacdo com
uma colecdo de espécies arboreas e arbustivas. Amostras de 78 espécies arbdreas e arbustivas
foram coletadas em ambiente de Area de Protecio Ambiental (APA) e em condigbes de
viveiro. Estas plantas foram avaliadas para doze espécies virais classificadas em cinco
géneros: [Cucumovirus (Cucumber mosaic virus - CMV), Tospovirus (Groundnut ringspot
virus - GRSV, Tomato chlorosis spot virus - TCSV, Tomato spotted wilt virus - TSWV e
Zucchini lethal chlorosis virus - ZLCV), Potyvirus (Potato virus Y - PVY, Watermelon
mosaic virus - WMV, Papaya ringspot virus - PRSV, Zucchini yellow mosaic virus - ZYMV
e Pepper yellow mosaic virus - PepYMV), Tobamovirus (Pepper mild mottle virus - PMMoV)
e Begomovirus]. Os resultados mostraram que em torno de 61% espécies coletadas na APA
apresentaram resultado positivo para pelo menos uma espécie viral. Das 27 espécies
amostradas no viveiro do CRAD - UnB, 17 foram positivas para pelo menos uma espécie
viral. Das 32 espécies coletadas no viveiro NOVACAP 20 foram positivas para pelo menos
uma espécie viral. As espécies do género Tospovirus foram encontradas com maior
frequéncia. Um grupo de 14 espécies arbdreas foi avaliado quanto ao potencial como
hospedeiras de trés espécies virais que infectam o tomateiro: Tomato chlorotic mottle virus -
ToCMoV (Begomovirus transmitido pela mosca-branca Bemisia tabaci), PVY e GRSV. A
inoculacdo com ToCMoV foi feita via B. tabaci e a avaliacdo foi feita pela observacao de
sintomas e PCR. Foram também realizadas contagens de adutos e das diferentes fases do ciclo
de vida de B. tabaci. PVY e GRSV foram inoculados mecanicamente e as avaliacdes foram
feitas por expressdo de sintomas e deteccdo viral por Dot-Blot. Todas as espécies arboreas
foram negativas para ToCMoV. A avaliacdo para B. tabaci demonstrou que todas as plantas
foram visitadas e algumas se mostraram altamente suscetiveis (ex. mutamba - Guazuma
ulmifolia e quaresmeira - Tibouchina granulosa). O PVY somente foi detectado apds a
recuperacdo em planta indicadora, sendo encontrados resultados positivos para amburana
(Amburana cearensis), ipé amarelo (Handroanthus serratifolius), ipé branco (Handroanthus
roseo-albus), ipé caraiba (Tecoma aurea), cabeludinha (Eugenia tomantosa), copaiba
(Copaifera langsdorfii), quaresmeira e jenipapo (Genipa americana). O GRSV foi detectado
em plantas de baru (Coumarouna alata), carambola (Averrhoa carambola), ipé amarelo, ipé
branco, ipé caraiba, jenipapo, mutamba, copaiba, quaresmeira e sucupira branca (Pterodon
emarginatus). Para aracd (Psidium araca) e angico (Anadenanthera falcata) ndo houve
deteccdo viral. Uma colecdo de 93 acessos de berinjela (Solanum melongena) foi também
avaliada para a resposta a B. tabaci, TOCMoV e PVY e 88 acessos foram avaliados para
GRSV. A avaliacdo foi realizada essencialmente como descrita para as espécies arbdreas.
Nenhum acesso se mostrou suscetivel ao ToOCMoV. Para B. tabaci, sete acessos apresentaram
resisténcia. Como observado para ToCMoV, todos os acessos se mostraram livres de sintomas
e foram negativos para PVY, mediante avaliagdo de sintomas e Dot-Blot, indicando uma
resposta do tipo ndo-hospedeira para essas duas espécies virais. Para GRSV, 56 acessos
tiveram pelo menos uma planta positiva mediante Dot-Blot. Alguns dos sintomas observados



foram de lesGes necroticas e bolhosidades. Dez acessos apresentaram um maior nimero de
plantas positivas (mais de quatro) e 0s 46 acessos restantes apresentaram de uma a trés plantas
positivas na sorologia. Sintomas ndo foram observados e o Dot-Blot foi negativo para 32
acessos, sendo considerados promissoras fontes de resisténcia ao GRSV.

Palavras-chave: arvores, berinjela, virus, resisténcia.

Orientadora: Rita de Céassia Pereira Carvalho — UnB

General Abstract

Batista, Josiane Goulart. Assessment of the natural occurrence of viral species and
evaluation of potential experimental hosts of begomovirus, potyvirus and tospovirus in
woody plants and eggplant (Solanum melongena). 2014. Number of pages (183p).
Dissertation (Master in Plant Pathology - Universidade de Brasilia (UnB), Brasilia, DF, Brazil

Tree species have major importance in the economic and social context, however, it is still
unknown if these plants may function as potential reservoirs of new viral species or even of
virus reported in other hosts. Moreover, the diversity of viral species naturally occurring in
the Brazilian Cerrado flora remains to be described. Thus, one objective of the present study
was the assessment of viruses occurring in association with a collection of tree and shrubs
species. Samples of 78 tree and shrubs species were collected in the Environmental Protection
Area (APA) and under nursery conditions. These plants were assessed for twelve virus
species classified in five genera: [Cucumovirus (Cucumber mosaic virus - CMV), Tospovirus
(Groundnut ringspot virus - GRSV, Tomato chlorosis virus spot - TCSV, Tomato spotted wilt
virus - TSWV and Zucchini lethal chlorosis virus - ZLCV), Potyvirus (Potato virus Y - PVY,
Watermelon mosaic virus - WMV, Papaya ringspot virus - PRSV, Zucchini yellow mosaic
virus - ZYMV and Pepper yellow mosaic virus - PepYMV), Tobamovirus (Pepper mild
mottle virus - PMMoV) and Begomovirus]. The results showed that 14 species collected in the
APA were positive for at least one viral species. Of the 27 species sampled in the nursery of
CRAD - UnB, 17 were positive for at least one viral species. Of the 32 species in the nursery
of NOVACAP, 20 were positive for at least one viral species. The Tospovirus species were
found to be the most frequent pathogens. A group of 14 tree species was evaluated as
potential hosts of three viral species reported infecting tomatoes: Tomato chlorotic mottle
virus - ToCMoV (Begomovirus transmitted by the whitefly Bemisia tabaci), PVY and GRSV.
Inoculation of ToCMoV was carried out via B. tabaci and the evaluation was done by
observing symptom development and PCR. The colonization levels of adults as well as the
presence of distinct cycle life stages of of B. tabaci were also evaluated. All tree species were
negative for ToCMoV. All plants were visited by B. tabaci and some of them were highly
susceptible (e.g. mutamba - Guazuma ulmifolia and quaresmeira - Tibouchina granulosa).
GRSV and PVY were inoculated mechanically and evaluations were made by observing
symptom expression and via Dot-Blot detection assays. In tree species, PVY was detected
only after transmission to herbaceous indicator plants, being positive for amburana
(Amburana cearensis), ipé amarelo (Handroanthus serratifolius), ipé branco (Handroanthus
roseo-albus), ipé caraiba (Tecoma aurea), cabeludinha (Eugenia tomantosa), copaiba
(Copaifera langsdorfii), quaresmeira, and jenipapo (Genipa americana). The GRSV was
detected in baru (Coumarouna alata), carambola (Averrhoa carambola), ipé amarelo, ipé
branco, ipé caraiba, jenipapo, mutamba, copaiba, quaresmeira and sucupira branca (Pterodon



emarginatus). For tree aracd (Psidium araca) and angico (Anadenanthera falcata) was the
plant where no viral detection was observed. A collection of 93 accessions of eggplant
(Solanum melongena) was also evaluated for response to B. tabaci, ToCMoV, and PVY,
whereas 88 accessions were evaluated for GRSV. The evaluation was done essentially as
described for the tree species. No accession was found to be susceptible to ToCMoV. Seven
accessions displayed intermediate resistance to B. tabaci. As observed for ToCMoV, all
accessions showed no symptoms and were negative for PVY in Dot-Blot, indicating a type of
non-host reaction against both virus species. Fifty-six accessions had at least one positive
plant to GRSV as indicated by Dot-Blot. Some of the observed symptoms were lesions
necrotic and blistering. Ten accessions showed a higher number of positive plants (more than
four) and the remaining 46 accessions had one to three plants positive in serological assays.
Symptoms were not observed and Dot-Blot assays were negative for 32 accessions and they
might be considered as promising sources of GRSV resistance.

Keywords: trees, eggplant, viruses, resistance.

Orientador: Rita de Cassia Pereira Carvalho - UnB



Introducéo Geral
As florestas possuem grande importancia social, ambiental e econdmica. Os produtos e

subprodutos extraidos das florestas abastecem o setor florestal que é responsavel por cerca de
2% do PIB mundial (FAO, 2012). Os produtos florestais se dividem em produtos florestais
madeireiros (PFMs), correspondendo a produtos advindos da madeira e produtos florestais
ndo madeireiros (PFNMs) que sdo os subprodutos das espécies arboreas tais como: 6leos
essenciais, resinas e gomas. Estes subprodutos podem ser empregados nas industrias
farmacéutica, cosmética e de limpeza. Além disto, as espécies arbdreas estdo intrinsicamente
relacionadas ao aumento da qualidade de vida, tanto pelo fornecimento de matéria prima
quanto no seu emprego em arborizagéo.

Um dos problemas dos cultivos de espécies arboreas refere-se a ocorréncia de pragas e
doencas. As principais pragas que acometem o cultivo de espécies florestais pré- ou pos-
emergéncia em ambientes tropicais sdo as formigas cortadeiras e o0s lepiddpteros
desfolhadores (Zanuncio et al., 1992; 1993; Della Lucia, 1996), bem como os coledpteros
(Gray, 1972). Entre as doencas, as causadas por fungos sdo as mais importantes, seguido de
nematoides, bactérias e virus (Alfenas et al., 2004).

O amplo e crescente transito de material vegetal infectado com virus representa uma
grande ameaca para o crescimento de espécies florestais em ecossistemas naturais e em areas
cultivadas em todo o mundo (Vicent et al., 2014). No entanto, pouca atencao tem sido dada a
ameaca que tais virus representam para espécies arboreas e seus potenciais impactos na
reducdo da biodiversidade global. Nienhaus & Castello (1989) fizeram uma revisdo de
espécies virais relatadas infectando espécies florestais e constataram que espécies descritas
infectando outras culturas agronomicamente importantes também estdo associadas com
diferentes tipos de declinios em florestas da Europa e América do Norte. No Brasil, espécies
virais também tém sido detectadas em arvores utilizadas na arboriza¢do urbana (Lin et al.,

1979; Lin et al., 1980; Beserra et al., 2012). Neste contexto, se torna imprescindivel o



estabelecimento de um panorama mais detalhado sobre a diversidade de espécies virais,
distribuicdo geogréfica e circulo de plantas hospedeiras em culturas florestais de importancia
econémica e/ou ambiental.

No Brasil os estudos de virus em espécies arboreas sao incipientes. Devido a escassez
de informacg0es e visando contribuir no preenchimento desta lacuna, principalmente, para o
importante bioma Cerrado, um dos objetivos deste trabalho foi realizar a prospeccao de
espécies virais associadas com espécies arboreas de importancia econdmica pertencentes aos
géneros: Begomovirus, Cucumovirus, Potyvirus, Tobamovirus e Tospovirus. Em uma segunda
etapa, o objetivo foi avaliar a resposta de espécies arboreas quando inoculadas separadamente
com um grupo seleto de espécies virais pertencentes a trés dos principais géneros que causam

perdas na agricultura mundial: Begomovirus, Potyvirus e Tospovirus.

Principais caracteristicas dos géneros Begomovirus, Potyvirus, Tospovirus,
Cucumovirus e Tobamovirus.

Espécies virais classificadas no género Begomovirus (familia Geminiviridae)
apresentam genoma de DNA fita simples (sSDNA). Estas espécies podem ter um componente
(DNA-A) ou dois componentes (DNA-A e DNA-B) genémicos (Brown et al.,
2011).Atualmente considera-se Begomovirus como o mais importante género de virus de
plantas em termos de nimero de espécies ja descritas (Brown et al., 2011). Espécies do
género Begomovirus sdo responsaveis por perdas em vdrias culturas de importancia
econbmica (Faria & Zerbini, 2000; Silva, 2006). No Brasil, um complexo viral composto de
pelo menos dezesseis espécies em tomateiro € transmitido por B. tabaci, merecendo destaque
0 Tomato chlorotic mottle virus (ToCMoV). Até o presente momento, todas as espécies

relatadas em tomateiro sdo de begomovirus bipartidos.



As espécies de Tospovirus (familia Bunyaviridae) causam perdas significativas no
rendimento e qualidade dos produtos vegetais de leguminosas e culturas ornamentais em
muitas partes do mundo (Mumford et al., 1996; Pappu, 1997; Persley et al., 2006). Os
tospovirus sdo transmitidos por espécies de tripes (ordem Thysanoptera) em um tipo de
relagdo circulativa e propagativa (Wijkamp, 1993) e ainda por inoculacdo mecanica. O seu
genoma € de RNA fita simples tripartido (Plyusnin et al., 2011). O Groundnut ringspot virus
(GRSV) ¢ uma das espécies do complexo conhecido como ‘vira-cabec¢a’. Outras espécies do
complexo sdo: Tomato spotted wilt virus (TSWV), Chrysanthemum stem necrosis virus
(CSNV) e Tomato chlorosis spot virus (TCSV). Estas espécies infectam vérias solanaceas na
Brasil, podendo ser observada a predominancia de algumas espécies, dependendo da regido
do pais (Nagata et al., 1995; Avila et al., 1998; Colariccio et al., 2000). Outra espécie
importante para cucurbitaceas corresponde ao Zucchini lethal chlorosis virus (ZLCV).

Espécies do género Potyvirus (familia Potyviridae) apresentam ampla gama de
hospedeiras e possuem genoma composto de RNA de fita simples, de sentido positivo. No
processo de traducdo o genoma dos potyvirus gera uma poliproteina que se autocliva em dez
proteinas maduras (Adams et al., 2011). O Potato virus Y (PVY) é a espécie-tipo do género e
uma das mais importantes espécies dentro desse género (Janzac et al., 2008). Outra espécie
gue vem se destacando em plantios de tomateiro € Pepper yellow mosaic virus - PepYMV
(Avila et al., 2004). O PepYMV encontra-se distribuido por importantes regiées produtoras
de hortalicas (Palazzo et al., 2004; Dianese et al., 2008). Outras espécies de Potyvirus causam
perdas em mamdo (Carica papaya) e outras espécies da familia Curcubitaceae como o
Papaya ringspot virus (PRSV), Zucchini yellow mosaic virus (ZYMV) e o Watermelon
mosaic virus (WMV).

Importantes espécies virais sdo classificadas dentro do género Cucumovirus (familia

Bromoviridae) sendo que o Cucumber mosaic virus (CMV) é uma espécie com um amplo



circulo de plantas hospedeiras, sendo a economicamente mais importante e também a mais
estudada neste género (Scholthof et al., 2011; Adams et al., 2011).

No género Tobamovirus (familia Virgaviridae) encontram-se virus de RNA fita simples,
sentido positivo (Knapp, 2005; Adams et al., 2011). Os tobamovirus sdo transmitidos
mecanicamente (Tanzi et al., 1986) e também via sementes (Erkan & Delen, 1985; Pares &
Gunn, 1989; Cuadrado Gbémez, 1994; Duarte, 1995; Pares et al., 1996). Uma importante
espécie deste género é o Pepper mild mottle virus (PMMoV).

Dessa forma, estudos de potenciais hospedeiras e de fontes de resisténcia a virus que
causam perdas em cultivares agrondmicas é indispensavel para maior conhecimento da
interacdo dos virus com essas plantas e uma estratégia de controle com uso de variedades

resistentes ao virus e/ou ao vetor.

Utilizacdo da berinjela como um modelo para estudos de resisténcia ampla a
espécies virais das solanaceas

A Dberinjela (Solanum melongena - familia Solanaceae) é considerada uma opgéo
atraente para estudos relativos a resisténcia de amplo espectro por nao apresentar, na maioria
das vezes, sintomas severos de virus em condicdes de campo mesmo na presenca de grandes
populacdes dos principais artrépodes vetores. Assim, um dos objetivos da presente
dissertacdo foi avaliar acessos de berinjela visando identificar materiais resistentes que
possam fornecer fatores genéticos a serem potencialmente usados em programas de
melhoramento (via convencional ou via transgenia), visando incorporar resisténcia a espécies
de Begomovirus, Tospovirus e Potyvirus. O resultado esperado para este trabalho é a geracéao
de informagdes importantes para os programas de melhoramento genético de diferentes
espécies de solanaceas através da selecdo de novas fontes de resisténcia a distintas espécies

virais que infectam de diferentes espécies de solanaceas.



Objetivos Gerais
o Prospectar a presenca de espécies virais associadas com espécies arboreas;

o Avaliar a resposta de algumas espécies arboreas frente a inoculagdo controlada com
diferentes espécies virais classificadas nos géneros Begomovirus, Potyvirus e Tospovirus.

o Avaliar a resposta de algumas espécies arbdreas frente a Bemisia tabaci, importante
inseto vetor de begomovirus.

o Avaliar a resposta de acessos de berinjela frente a espécies virais classificadas nos
géneros Begomovirus, Potyvirus e Tospovirus e que infectam o tomateiro e outras solanaceas.
o Avaliar a resposta de acessos de berinjela frente a Bemisia tabaci, importante inseto

vetor de begomovirus.

Objetivos Especificos
o Identificar espécies virais em espécies arboreas coletadas em diferentes locais: (1)

Area de Protecdo Ambiental da Estacdo Experimental de Biologia localizada na Universidade
de Brasilia (APA-EEB-UnB) e (2) Viveiro de producdo de mudas de espécies arboreas e
arbustivas do Distrito Federal [Centro de Referéncia em Areas Degradadas do Bioma Cerrado
da Universidade de Brasilia (CRAD - UnB)] e viveiro da Companhia Urbanizadora da Nova
Capital do Brasil (NOVACAP).

o Avaliar o papel de acessos de algumas espécies arbdreas quanto ao potencial como
hospedeiras de diferentes espécies virais que infectam o tomateiro e outras solanaceas:
Tomato chlorotic mottle virus - ToCMoV (género Begomovirus), Potato virus Y - PVY
(género Potyvirus) e Groundnut ringspot virus - GRSV (género Tospovirus).

o Avaliar a resposta de algumas espécies arboreas a infestacdo por B. tabaci.

o Avaliar a resposta de acessos de S. melongena (berinjela) a inoculagdo com diferentes
espécies virais que infectam o tomateiro e outras solanaceas: ToCMoV, PVY e GRSV.

o Avaliar a resposta de acessos de S. melongena (berinjela) a infestagdo por B. tabaci.



cAPiTULO 1

Revisdo Bibliogréafica

1. Espécies florestais e arbdreas

De acordo com a sistematica botanica, uma espécie arbdrea pode ser definida como um
vegetal lenhoso com mais de cinco metros de altura que apresenta tronco ramificado na parte
superior (formando a copa). Por sua vez, um arbusto é definido como sendo um vegetal
lenhoso de trés a cinco metros com um pequeno tronco, apresentando ramificacdes desde a
base (Fernandes, 1998). Na terminologia dendrolégica uma espécie arborea é uma planta
lenhosa constituida de uma porcéo superior folhosa (copa), de um tronco suporte isento de
ramificacdes (= fuste) e de um sistema radicular profundo (Roderjam, 2002).

Segundo definicdo da FAO (2010): “Floresta é uma area com mais de meio hectare,
ocupada com arvores de cinco ou mais metros de altura e cobertura de copa superior a 10%.
Essa definicao ndo inclui areas de predominantemente uso agricola ou urbano”. Portanto, de
acordo com essa defini¢cdo, um verdadeiro ambiente florestal deve ser constituido quase que
exclusivamente por espécies arbdreas. Espécies florestais estdo normalmente vinculadas
diretamente a producdo de madeira, embora existam também os chamados produtos florestais
ndo madeireiros. Desta forma, toda espécie florestal pode ser considerada arborea, entretanto
nem toda espécie arbdrea pode ser considerada como florestal. Neste contexto, as espécies
arbdreas sdo importantes em aspectos mais amplos, incluindo o fornecimento de alimentos,
combustivel e matéria-prima, tais como a madeira, resinas, gomas, ceras e CoOmpostos
medicinais (Souza & Lorenzi, 2005). Entre outros usos comuns dessas espécies citam-se
também a arborizacdo urbana e o uso dos produtos e subprodutos na indUstria alimenticia, de

cosméticos, de perfumes e de higiene e limpeza.



1.2.Dados econdmicos florestais: Mundo

A demanda global por uma economia mais sustentavel é cada vez mais evidente em
relagio a preocupagdo com as florestas, a silvicultura e com a origem dos produtos
(madeireiros e ndao madeireiros) florestais (FAO, 2011). Segundo relatérios do Banco
Mundial, 1,6 bilhdo de pessoas dependem das florestas para sua subsisténcia. Estas
populacdes retiram seu sustento da floresta e aproximadamente 350 milhdes delas vivem
dentro ou proximo as florestas tropicais (Chao, 2012; World Bank Report, 2012).

A FAO (2010) estimou a area florestal do mundo em pouco mais de 4 bilhdes de
hectares, 0 que corresponde a 31% da area terrestre (Figura 1). As florestas sdo importantes
do ponto de vista ecoldgico, social, cultural, paisagistico e econdmico. Além disto, as
florestas desempenham também um papel importante no ciclo do carbono, armazenando 289
gigatoneladas de carbono na biomassa, protegendo o solo e os recursos hidricos, estabilizando
dunas de areia, controlando a desertificacéo, protegendo as regides costeiras e proporcionando
habitats para uma ampla gama de plantas, animais e microorganismos (FAO, 2010).

A madeira € considerada o mais importante produto advindo do setor florestal, sendo a
fonte de matéria-prima para a madeira serrada, celulose, papel, inddstria moveleira,
bioenergia, biocombustiveis e biomateriais. De acordo com Haggman et al. (2013) as florestas
fornecem a maior parte do combustivel usado para cozinhar e aquecer e, sdo importantes
ainda para o lazer e turismo. Dados da FAO (2006) apontaram que 47% do total das florestais
naturais correspondem as florestas tropicais. O restante esta distribuido em florestas boreais,

temperadas e subtropicais com 33%, 11% e 9%, respectivamente.
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Figura 1. Distribuicdo de cobertura florestal mundial. Fonte: FAO, 2012,

O ranking dos paises com maior cobertura de florestas plantadas/nativas é liderado pela
Russia com 22%, Brasil com 14%, Canada com 9%, Estados Unidos (EUA) e China (com 8%
cada). As florestas plantadas correspondem a 264 milhdes de hectares e representam 7% de
todas as florestas. A area com florestas plantadas tem se expandido, em media, cerca de cinco
milhdes de hectares/ano (FAO, 2011). A China ocupa a primeira posicdo em relacdo a area
ocupada por florestas plantadas (29% do total mundial), seguida pelos EUA com 10%, Russia
com 6%, Japéo e india com 4% e Brasil com 3% (FAO, 2012). O setor florestal movimenta
cerca de 132 bilhdes de dblares ao ano, correspondendo a uma média de 2% do PIB mundial.
Para muitos paises em desenvolvimento este setor corresponde a mais de 10% do PIB e
estima-se que proporcione empregos diretos para 10 milhGes de pessoas e indiretamente entre
30 a 50 milhdes de pessoas (FAO, 2012).

O pais de maior importancia no cenario mundial € a China, devido a sua producdo e
consumo de produtos florestais, ultrapassando paises como Canada e EUA. A China também
se destaca como o principal pais importador mundial de madeira em tora industrial e madeira

serrada. A China é ainda o maior exportador de painéis a base de madeira (FAO, 2012).
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O setor florestal tem importancia como fornecedor de energia ou materia-prima
para a industria da construcdo civil e de transformagdo em virtualmente todas as regides
do mundo. Além da importancia econdmica, as espécies florestais desempenham importante
funcdo ambiental e ecoldgica, contribuindo na conservacao da agua e na preservacdo do solo e

da biodiversidade.

1.3. Dados econémicos florestais: Brasil

O Brasil ocupa a segunda maior area de florestas do mundo, tendo aproximadamente
463,2 milhdes de hectares cobertos por florestas naturais e plantadas (54,4% do seu territorio).
Destes 463,2 milhdes de hectares, a grande maioria (456 milhdes) séo de florestas nativas e
7,1 milhGes de florestas plantadas (SFB, 2013). No Brasil, o setor florestal movimenta cerca
de 46,3 bilhdes de reais ao ano, contribuindo com cerca de 5% na formacdo do PIB Nacional
e com 8% das exportacdes; gerando 1,6 milhdes de empregos diretos, 5,6 milhGes de
empregos indiretos e uma receita anual de R$ 20 bilhdes (ABRAF, 2013). O pais destaca-se
entre os principais detentores de recursos florestais abundantes por possuir extensa area
de florestas tropicais sendo ainda o segundo maior exportador de celulose para papel,
perdendo apenas para o Canada (FAO, 2012). Dados de 2012, indicavam que a area plantada
encontrava-se distribuida da seguinte forma: 4,9 milhdes de hectares com eucaliptos
(Eucalyptus spp.); 1,6 milhdo com pinus (Pinus spp.) e 422 mil hectares ocupados com
plantios de acacia (Acacia spp.), teca (Tectona grandis), araucaria (Araucaria angustifolia),
populos (Populus spp.), seringueira (Hevea brasiliensis) e parica (Schizolobium amazonicum)
(ABRAF, 2013). As florestas plantadas estdo distribuidas em todas as regifes do pais e 0s
estados com maiores nimeros de ha plantados nesta ordem, sdo: Minas Gerais (MG), Séo
Paulo (SP), Parana (PR), Bahia (BA), Santa Catarina (SC), Mato Grosso do Sul (MS) e Rio

Grande do Sul (RS), em sua maioria produzindo eucaliptos (ABRAF, 2013).
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A Floresta Amaz6nica € considerada a maior floresta remanescente do mundo,
possuindo 4,2 milhdes km?, o que corresponde a cerca de 49% do territério nacional
(IBAMA, 2013). Na Amazbnia vivem e se reproduzem mais de um terco das espécies
existentes no planeta (em torno de 2.500 espécies de arvores e 30 mil das 100 mil espécies de
plantas que existem em toda a América Latina) (WWF, 2014). Um problema comum da
Floresta Amazbnica e de outros biomas do pais (Cerrado, Caatinga, Costeiro, Pantanal,
Pampa, e Mata Atlantica) refere-se a ameaca de extin¢do das espécies. O bioma mais afetado
é a Mata Atlantica (276 espécies ameacadas). Para os biomas Cerrado, Caatinga, Amazonia,
Pampa e Pantanal os numeros de espécies ameacadas sdo de 131, 46, 24, 17 e duas
respectivamente (MMA, 2008). A lista de espécies ameacgadas inclui: aroeira (Astronium
urundeuva), bratna (Schinopsis brasiliensis), araucaria (Araucaria angustifolia), cerejeira
(Amburana cearensis var. acreana), pau-brasil (Caesalpinia echinata), jacaranda-da-Bahia
(Dalbergia nigra), pau-roxo (Peltogyne maranhensis), canela-preta (Ocotea catharinensis),
canela-sassafrds (Ocotea odorifera), imbuia (Ocotea porosa), castanheira (Bertholletia
excelsa), mogno (Swietenia macrophylla) e pau-amarelo (Euxylophora paraensis) (MMA,

2008).

1.4.Produtos Florestais Madeireiros (PFMs) e Produtos Florestais Ndo Madeireiros
(PFNMs) e arboreos

No setor florestal os produtos podem ser divididos em Produtos Florestais Madeireiros

(PFMs), provenientes da madeira e Produtos Florestais Ndo Madeireiros (PFNMSs). Os PFMs

consistem em todo material lenhoso passivel de aproveitamento para serraria, estacas, lenha,

poste e moirdo (FAO, 1998 e MMA, 2014). Os PFMs movimentam no mercado mundial, em

média 254 bilhdes de dolares ao ano (FAO, 2010). No Brasil a producédo € de 227 milhdes de

toneladas de madeira, sendo a maior parte para abastecimento do mercado do interno (IBGE,
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2013). Para este setor madeireiro as espécies mais importantes sdo: eucaliptos, pinus, teca e
acacia (SFB, 2014).

Devido a grande diversidade e histérico de exploracdo madeireira no Brasil, desde a
época colonial, criou-se o termo ‘madeiras de lei’, para definir as madeiras nobres de boa
qualidade e alta resisténcia, principalmente ao ataque de insetos, microrganismos e as
condi¢des de umidade. Estas madeiras sdo aptas para emprego em construcdo civil, naval,
confeccdo de modveis de luxo, instrumentos musicais e artigos de decoragdo. As principais
espécies consideradas ‘madeiras de lei’ sdo: andiroba (Carapa guianensis), aroeira, angelim
(Andira vermifuga), angico (Anadenanthera falcata), balsa (Ochroma pyramidale), cedro
(Cedrela spp.), cerejeira, cumaru (Dipteryx odorata), sobro (Roupala montana), freijo
(Cordia goeldiana), imbuia, ipé (Handroanthus spp.), jacaranda (Jacaranda mimosaefolia),
jatoba (Hymenaea courbaril), macaranduba (Manilkara spp.), macacauba (Platymiscium
spp.), mogno, pau brasil, peroba rosa (Aspidosperma polyneuron), araucéria e sucupira
(Pterodon spp.). Algumas espécies, devido a sua exploracdo, sdo protegidas por legislacéo
Federal sendo proibido o seu corte. Como exemplos podem ser citadas a castanheira e a

seringueira sob Decreto 5.975/2006, e 0 mogno sob Decreto 6.472/2008 (MMA, 2008).

1.4.1. Produtos Florestais Ndo Madeireiros - PFNMs e arboreos
Os PFNMs sdo representados por produtos florestais ndo-lenhosos de origem vegetal,
tais como cortica, resina, cipd, Oleos essenciais, sementes, plantas ornamentais, plantas
medicinais, farelos e forragem (campos para pastagem) e produtos para o consumo humano
(alimentos, bebidas e extratos, como por exemplo, frutas, bagas, nozes, mel, casca para cha,
entre outros) (FAO, 1998; MMA, 2014). Um terco das florestas do mundo tem sido utilizado
para PFNMs. A produgdo mundial de PFNMs em 2009, declarada pelos paises a FAO, situa-

se em torno de 220 bilhdes de dolares ao ano, embora o valor real seja desconhecido, pois
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muitos paises onde a extracdo destes produtos é importante, ndo 0s consideram em suas
estatisticas (FAO, 2010). No Brasil, o valor produzido pelo extrativismo em 2011, alcangou
4,97 bilhdes de reais ao ano, dos quais 935,8 milhdes de reais referentes aos PFNMs (IBGE,
2013).

Nos dias atuais, os recursos florestais ndo-madeireiros consistem a principal fonte de
renda e alimento de milhares de familias que vivem da extracdo florestal em varias partes do
mundo. No Brasil podemos citar principalmente o acai (Euterpe oleracea), a castanha de caju
(Anacardium occidentale), erva-mate (llex paraguariensis), araucéria, umbu (Spondias
tuberosa), buriti (Mauritia flexuosa) piacava (Attalea funifera), babacu (Orbignya phalerata),
copaiba (Copaifera langsdorfii), cumaru (Dipteryx odorata), pequi (Caryocar brasilense),
mangaba (Hancornia speciosa), castanha do pard, cacuanha (Psychotria ipecacuanha),
jaborandi (Pilocarpus pennatifolius), urucum (Bixa orellana), carnaiba (Copernicia
prunifera), macaranduba, sorva (Sorbus domestica), licuri (Syagrus coronata), oiticica
(Licania rigida), angico e barbatimdo (Stryphnodendron adstringens) (SFB, 2014; IBGE,
2013). Os principais Estados produtores de PFNMs no pais séo PA, AM, SP, MG, MT e BA

(IBGE, 2013).

1.4.1.1. Algumas aplicacGes de Produtos Florestais Ndo Madeireiros
Os produtos florestais ndo madeireiros abastecem o mercado farmacéutico,
agroquimico, cosmético, inddstria de perfumes, alimenticio e de higiene e limpeza. Muitas
espécies vegetais fornecem produtos economicamente importantes para as inddstrias como 0s
Oleos, resinas, taninos, latex, gomas, ceras, 0leos essenciais, inseticidas e farmacos entre
outros (Balandrin et al.,, 1985). Algumas espécies florestais podem ser usadas como
medicinais e constituem expressiva fonte de produtos naturais biologicamente ativos, muitos

dos quais sdo utilizados na elaboracdo de novos farmacos, aromatizantes, condimentos,
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corantes, edulcorantes, conservantes, antioxidantes e vitaminas. Além disto, algumas destas
espécies possuem grande potencial de uso como biorepelentes, biocidas e antimicrobianos no
combate a pragas e doencas contribuindo para a redugdo ou eliminacdo de pesticidas
(Caminha Filho, 1940). Estudos de Moreira (1962) Marquesini (1995), Marques (2001) e
Lorenzi & Matos (2008) relatam uma extensa lista de espécies de plantas com propriedades
medicinais, classificadas nas familias Euphorbiaceae, Rosaceae, Myrtaceae, Sapindaceae,
Lauraceae e Anacardiaceae. Na indUstria farmacéutica, espécies da familia Myrtaceae
naturalmente ricas em compostos fendlicos com acdo antioxidante e compostos com acdo
hipoglicemiante e anti-reumatica tém sido utilizadas no controle de distdrbios estomacais e
como anti-hipertensivas (Almeida et al., 1995). De acordo com Correa et al. (2001) muitos
centros em nosso pais e no exterior vém desenvolvendo estudos sobre as propriedades
farmacoldgicas de plantas medicinais. Naquele ano, cerca de 509 plantas encontravam-se
registradas no Ministério da Salde para comercializagcdo incluindo espécies florestais e
arbdreas como Eucalyptus globulus, caju, Syzygium spp. e Mikania spp. dentre outras. Outros
exemplos importantes de plantas para uso medicinal sdo: guarana (Paullinia cupana), goiaba
(Psidium guajava), jambu (Spilanthes acmella), unha-de-gato (Uncaria tomentosa) e copaiba
(Gurib-Fakim, 2006). Recentemente, Siqueira et al. (2013) demonstraram que 0 consumo
diario dos frutos de araticum (Annona crassiflora), cagaita (Eugenia dysenterica), lobeira
(Solanum grandiflorum) e tucum (Bactris setosa), podem conferir protecdo contra o estresse
oxidativo e, assim, eles podem prevenir doencas cronicas e o envelhecimento prematuro.

Na inddstria cosmética empresas como a Natura, promovem a utilizacdo de boas
praticas de producdo e o uso de tecnologias sustentaveis na obtencdo de matérias-primas
como agai, cacau (Theobroma cacao), castanha, cupuagu (Theobroma grandiflorum), guarana
e pariparoba (Piper peltatum), dentre outras para fabricacdo de produtos como Oleos

corporais, sabonetes, cremes e shampoos.
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Para limpeza, a polpa e o 0leo da macauba (Acrocomia aculeata) sdo utilizados na
fabricacdo de sabdo de coco. Oleos de espécies de Eucalyptus sdo amplamente utilizados na
industria quimica de limpeza e tém sido testados também para controle de microrganismos.
Além de Eucalyptus spp., outras espécies dentro de géneros da familia Myrtaceae também séo
conhecidas pela acdo de 6Oleos essenciais na inibicdo de microrganismos. Limberger et al.
(1998) testaram Oleos essenciais de dezessete espécies de mirtaceas contra seis
microrganismos (bactérias e fungos). Os melhores resultados revelaram inibicGes satisfatorias
do crescimento de Staphilococcus aureus e S. epidermidis, sendo que a espécie Marlierea
eugeniopsoides foi a mais efetiva, estendendo o poder inibitorio a varios outros
microrganismos. Também, dleos essenciais de trés espécies de Psidium foram ativos contra
Streptococcus aureus e Pseudomonas aeruginosa (Santos et al., 1997). O 6leo de Melaleuca
alternifolia demonstrou um poder germicida superior ao fenol, quando testado em Bacillus
typhosus (Guenther, 1976).

Na industria alimenticia tem crescido o nimero de subprodutos advindos de arboreas
frutiferas tais como bolos, sorvetes, geléias, sucos e doces a partir de espéecies como araca
(Psidium araca), umbu, carambola (Averrhoa carambola) pequi, araticum, cagaita entre
outras. As frutiferas do bioma Cerrado estdo alcangando espaco no mercado devido ao seu
elevado valor nutricional, além de atrativos sensoriais como cor, sabor e aroma peculiares e
intensos. Algumas frutas nativas do Cerrado, como o araticum, o0 buriti, a cagaita e o pequi,
apresentam teores de vitaminas do complexo B, tais como as vitaminas B1 e B2, equivalentes
ou superiores aos encontrados em frutas como o abacate (Persea americana), a banana (Musa
spp) e a goiaba, tradicionalmente consideradas como boas fontes destas vitaminas. O palmito
da guariroba (Syagrus oleracea), de sabor amargo, comecou a ser comercializado em
conserva recentemente, & semelhanca do palmito doce (Oliveira, 2011). Os sorvetes de

cagaita, araticum, pequi e mangaba fazem sucesso pelo Brasil (Avidos & Ferreira, 2003).
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1.5. Espécies destinadas a arborizacao - importéancia e indicacoes

Grande parte da populacdo mundial vive hoje em cidades, com acesso continuo a
servicos publicos essenciais, fundamentais para o conforto e a qualidade de vida das pessoas.
Em um mundo globalizado e altamente competitivo, a disponibilidade de servigos com a
qualidade necessaria passa a representar um diferencial estratégico e de desenvolvimento.
Neste sentido, a implantacdo e 0 manejo da arborizagdo das cidades constituem-se em mais
um servico publico ofertado, como estratégia de amenizagdo de impactos ambientais adversos
devido as condi¢des de artificialidade do meio urbano, além dos aspectos ecoldgico, historico,
cultural, social, estético e paisagistico, que influenciam a sensagéo de conforto ou desconforto
das pessoas (CEMIG, 2011).

A arborizacdo urbana consiste na cobertura vegetal de porte arbdreo existente nas
cidades, a qual ocupa trés espacos distintos: as areas livres de uso destinado ao publico; as
areas livres de uso particular e aquelas que acompanham o sistema viario. De acordo com o
IBGE (2013), no Brasil, os domicilios mais arborizados (arvores em volta de quarteirdes,
calcadas ou canteiros), com exce¢do de Goiania, concentram-se nas regifes Sul e Sudeste do
pais. Nas regides Norte e Nordeste, as capitais Belém, com 22,4%, e Manaus, no meio da
Floresta Amazonica, com 25,1%, tém os menores percentuais de arborizacdo. Ja Brasilia ficou
na 122 posicdo no ranking. A cidade foi concebida com parques e jardins entre as quadras do
Plano Piloto, entretanto as condicdes de infraestrutura das cidades satélites reduzem
consideravelmente o indice de arborizacdo do Distrito Federal (DF) como um todo.

A escolha de arvores mais adaptadas ao meio urbano deve ser muito criteriosa.
Cuidados imprescindiveis em projetos de arborizacéo incluem a correta escolha da espécie de
acordo com suas particularidades e condi¢bes do local, bem como valores culturais e

ambientais da cidade (Schuch, 2006; Gongalves et al., 2004; Copel, 2007). Pivetta & Silva
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Filho (2002) apontam ainda varios fatores a serem considerados no processo de arborizagéo,
dentre eles a rede aérea de energia € o fator importante que interfere de forma decisiva no
plano de arborizacdo das cidades. Para Milano & Dalcin (2000) a explosdo imobiliaria na
década de 1960 propiciou a perda dos jardins privados, contribuindo para a
impermeabilizacdo do solo e o patrimdnio das areas verdes das cidades ficou cada vez mais
restrito a arborizacao de ruas, pracgas, parques e macigos florestais.

Na escolha de espécies para arborizacdo, recomenda-se a diversificacdo das espécies por
dois motivos basicos. O primeiro deles é evitar a monotonia na paisagem e 0 segundo € evitar
problemas de pragas e doencas (IPEF, 2006). O recomendado é que populagdes individuais
ndo ultrapassem 10 ou 15% da populacdo total, no entanto € conhecido que em muitas
situagdes ocorre a prevaléncia de uma unica espécie. Um levantamento de espécies arboreas
realizado por Graziano et al. (1987) em Jaboticabal (SP) mostrou que Nectandra saligna
(canela-preta, familia Lauraceae) correspondia a 43% do numero total de plantas usadas na
época para arborizacdo. Anos mais tarde, Freitas et al. (1992) relataram a ocorréncia de uma
coleobroca (Cratosomus curassaviensis) 0 que acarretou o decréscimo na porcentagem de
individuos de plantas para 7,8% . Pivetta & Silva Filho (2002) reinem alguns dados de
Freitas et al. (1992); Machado et al. (1992) e Sousa et al. (1997) ao relatar varias pragas e
doencas ocorrendo em espécies arbdreas usadas no Distrito Federal. O tema é preocupante,
tendo em vista que o controle quimico de pragas e doengcas no ambiente urbano ndo é

recomendado por razdes de seguranca da populacao.

1.5.1. Espécies indicadas para arborizacdo: Brasil e Distrito Federal
Vaérias espécies de arvores sdo indicadas por Santos & Teixeira (1991), Guia (1988) e
Pivetta & Silva Filho (2002) para arborizagdo. Dentre elas podem ser citadas: acacia mimosa

(Acacia podaliriaefolia), bauinia blaqueana (Bauhinia blakeana), unha-de-vaca (Bauhinia
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variegata), manaca de jardim (Brunfelsia uniflora), pau-brasil, outras espécies do género
Caesalpinia, pau-mulato (Calycophyllum spruceanum), varias espécies de Cassia, cedro-rosa
(Cedrela fissilis), paineira (Chorisia speciosa), flamboyant (Delonix regia), mulungu
(Erythrina verna), espécies de Hybiscus, jacarandd de jardim (Jacaranda brasiliana),
Jacaranda spp, mirindiba rosa (Lafoensia glyptocarpa), resedd (Lagerstroemia indica),
sapucaia (Lecythis pisonis), ipés (Handroanthus spp.) e quaresmeira-rosa (Tibouchina
granulosa), dentre outras.

Espécies provenientes do bioma Cerrado vém sendo amplamente utilizadas na
arborizacdo de pracas, parques e jardins do Distrito Federal (DF) e entorno, devido a sua
adaptabilidade e qualidade estético-visuais. Entre as comumente utilizadas estdo: a sibipiruna
(Caesalpinia pluviosa), amburana (Amburana cearenses), ipés, pequi, feijdo-cru
(Lonchocarpus muehlbergianus), ingd (Inga spp.), angico, jameldo (Syzygium cumini) e
quaresmeira. A Companhia Urbanizadora da Nova Capital do Brasil (NOVACAP), criada em
1956, tinha como finalidade Unica gerenciar e coordenar a construcdo de Brasilia. Atualmente
a NOVACAP atua na manutencdo das vias e areas verdes do DF e entorno. A NOVACAP
possui dois viveiros. O Viveiro | foi criado em 1960 e produz arbustos, palméaceas, herbaceas
e flores, folhagens e plantas ornamentais, utilizadas no plantio dos canteiros da cidade. O
outro, o Viveiro 11, foi fundado em 1971, para producao de mudas de arvores, com capacidade
total de 300 mil unidades/ano. O Centro de Referéncia em Conservacdo da Natureza e
Recuperacdo de Areas Degradadas - CRAD é um centro de carater multidisciplinar da
Universidade de Brasilia. O objetivo do CRAD é promover e divulgar cientificamente, 0s
estudos e pesquisas, atividades de extensdo em conservacao da natureza e recuperacdo de

areas degradadas, visando aprofundar os conhecimentos relativos a este setor.

1.5.2. Problemas enfrentados com pragas e patdégenos na arborizagéo
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Dentre os principais problemas no cultivo de espécies arboreas em ambientes tropicais
estdo as formigas cortadeiras e os lepidopteros desfolhadores (Zanuncio et al., 1992; 1993;
Della Lucia, 1996), bem como os coledpteros (Gray, 1972). Na arborizacdo urbana do Distrito
Federal, de acordo com Machado et al. (1992); Wielewski & Auer (1997) e Pivetta & Silva
Filho (2002) as principais pragas sdo as formigas (principalmente as salvas: Atta sexdens
rubropilosa), brocas, cochonilhas e lagartas.

Quanto aos patdgenos, fungos, nematoides, bactérias e virus podem acometer estas
espécies arboreas. De acordo com Machado et al. (1992); Wielewski & Auer (1997) e Pivetta
& Silva Filho (2002), os principais patdégenos ocorrendo em arbéreas do DF foram espécies
de oidios (forma sexuada e assexuada); ferrugens e Alternaria. Nada foi mencionado sobre
bactérias e virus. Machado et al. (1992) relataram ainda a ocorréncia de Meloidogyne spp. em
ipé. Algumas espécies virais podem infectar especies florestais e arbdreas. Segundo Lass
(1985) o Cacao swollen-shoot virus - CSSV (género Badnavirus, familia Caulimoviridae)
pode causar doenca em plantas de cacau e em plantas da familia Malvaceae. Exemplo
importante a ser citado também refere-se a morte de vérias plantas da espécie Cassia
macranthera acometida pelo Cassia mild mosaic virus (CMMV) no DF e entorno (Lin et al,

1980).

1.6.Patologia Florestal
A Patologia Florestal iniciou-se como ciéncia pelos estudos de patdgenos que
deterioram a madeira. De acordo com Alfenas et al. (2004) varios patdgenos atacam espécies
florestais e diferem em grau de importancia para cada regido. Entretanto a ocorréncia de
bactérias, nematoides, virus e fitoplasmas é bastante esporadica, prevalecendo patdégenos
fungicos. Grande destaque é dado aos fungos causadores de podridées da madeira, grande

parte deles, classificados no Filo Basidiomycota (Oliveira et al., 2005). A literatura é vasta
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para este grupo de patdgenos, principalmente quando se trata das espécies de valor expressivo
de cultivo como o eucalipto, o pinus e a teca. Espécies fungicas podem ser encontradas
causando inibicdo na germinacdo de sementes, damping-off em viveiros, podriddo da madeira
e desfolha de arvores. Dentre os fungos que se destacam causando perdas em espécies
florestais importantes na arborizacdo e em florestas nativas estdo espécies do género
Phytophthora, Fusarium, Cryphonectria e Armillaria (Loustau et al., 2006; Wingfield et al.,
2010).

Os relatos de nematodides em espécies florestais sdo escassos, aparentemente devido a
auséncia de sintomas visiveis e a dificuldade de acesso aos locais de amostragem. Os estudos,
embora limitados, sdo reveladores mostrando nematoides em arvores florestais importantes,
como a acécia, eucalipto, teca, pinho e madeira de séandalo (Santalum album). Os principais
nematoides encontrados pertencem aos géneros Helicotylenchus, Tylenchorhynchus,
Hemicriconemoides, Pratylenchus, Meloidogyne, Xiphinema, Trichodorus e Paratrichodorus
(Goulart, 2007). Os danos causados por nematOides em arvores florestais geralmente
aparecem como um lento declinio do crescimento que gradualmente se agrava, levando a
morte da arvore dentro de 5 a 10 anos. Em outras situacdes, 0s nematoides Bursaphelenchus
xylophilus (nematdide do anel vermelho do coqueiro) e Subanguina chilensis (nematdide
foliar) causam murcha, seca e desfolha de uma parte ou de toda a arvore dentro de um ano
(Khan et al., 2012).

Entre as bactérias fitopatogénicas que acometem as espécies florestais cita-se Ralstonia
(=Pseudomonas) solanacearum (Dianese et al., 1990) e Xanthomonas axonopodis (Alfenas et

al., 2004; Auer & Santos, 2009).

1.6.1. Virus em espécies florestais e arbdreas: exemplos de estudos classicos
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Nienhaus & Castello (1989) fizeram uma extensa revisdo compilando espécies de
virus que ocorrem no norte da Europa e Hemisfério Norte da América. Apos este periodo
outros virus foram relatados e encontram-se descritos na Tabela 1.

Em florestas nativas da Alemanha Mielke & Muehlbach (2007) detectaram European
mountain ash ringspot-associated virus - EMARaV (género Emaravirus) infectando Sorbus
aucuparia. Estudos anteriores haviam demonstrado que este virus esta também disseminado
pelas florestas do norte europeu (Jamalainen, 1957; Kegler et al., 1996). Espécies de
Emaravirus apresentam genoma segmentado em quatro tipos de RNA fita simples sentido
negativo totalizando aproximadamente 12. 2 Kb. As espécies sdo transmitidas por enxertia e
possivelmente pelo acaro eriofideo Phytoptus pyri (Mielke-Ehret et al., (2010). Plantas de
sabugueiro vermelho (Sambucus racemosa) e diferentes espécies de betula (Betula spp.)
coletadas em florestas boreais da Finlandia foram confirmadas positivas para infeccdo por
EMARaV e Cherry leaf roll virus - CLRV (género Nepovirus, subfamilia: Comovirinae e
familia Secoviridae) (Arndt et al., 2007). A espécie CLRV apresenta dois RNAs (RNAL1 e
RNA 2) de fita simples sentido positivo, e 0 genoma encontra-se completamente sequenciado
(Eastwell et al.,2012). Outro género viral detectado em espécies de sistemas naturais foi o
Cryptovirus em Pinus sylvestris (assintomatico) em florestas da Alemanha e Hungria

(Veliceasa et al., 2006).
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Tabela 1: Virus relatados em espécies arboreas listadas pelo nome cientifico. Adaptada de Nienhaus & Castello, 1989.

Nome cientifico

Virus (espécie ou género ou tipo de particula)

Referéncias

Abies Alba

Particulas icosaédricas/hastes rigidas

Frenzel (1987)

Acer spp

Arabis mosaic virus

Thomas (1970)

Acer negundo
Acer rubrum
Acer saccharum

Maple leaf perforation virus
Maple mosaic virus

Maple mosaic virus

Peach rosette virus
Tobamovirus

Subikova (1973); Blattny (1965)
Szirmai (1972)

Szirmai (1972)

Kenknight (1960)

Lana et al. (1980)

Adansonia digitata

Cacao swollen shoot virus

Brunt et al.(1996).

Aesculus spp
Betula spp
Betula verrucosa

Strawberry latent ringspot virus

Tobacco necrosis virus
Tobacco rattle virus

Schmelzer & Schmidt (1967);Sweet & Barbara
(1979);

Cooper (1979)

Cooper & Massalski (1984)

Betula pubescens

Cherry leafroll virus
Prune dwarf virus
Particulas

Cooper & Atkinson (1975);
Hamacher (1986);
Hamacher et al. (1987)

Betula pendula
Betula nigra

Cherry leafroll virus
Prunus necrotic ringspot
Prune dwarf virus

Schimanski et al. ( 1980); Schmelzer (1972)
Cooper & Massalski (1984)
Cooper (1979)

Betula alleghaniensis

Apple mosaic virus

Virus latente

Gotlieb (1975); Gotlieb & Berbee (1973); Hardcastle
& Gotlieb (1980)
Gotlieb (1974)

Betula papyrifera

Apple mosaic virus

Prune dwarf virus

Gotlieb (1974); Gotlieb & Berbee (1973);

Cooper & Massalski (1984)

Castanea sativa

Tobacco mosaic virus

Horvath et al (1975)

Ceiba pentandra

Cacao swollen shoot virus

Brunt et al.(1996).

Cercis sp

Particulas

Kim & Martin (1978)

Chamaecyparis lawsoniana

Aarabis mosaic virus

Harrison (1960)

Cola chlamydantha

Cacao swollen shoot virus

Brunt et al.(1996).

Cola gigantea var. glabrescens

Cacao swollen shoot virus

Brunt et al.(1996).

Corynocarpus laevigatus

Cucumber mosaic virus

Ashby (1977)

Cupressus arizonica

Tobacco ringspot virus

Fulton (1969)

Eucalyptus citridodora
Eucalyptus macrorhyncha

Particulas/hastes rigidas
Particulas icosaédricas

Sastry et al.(1971)
Brzostowski & Grace (1974)
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Fagus sylvatica

Tomato blackring virus
Potex/Potyvirus

Potato virus X
Potexvirus

Bean yellow mosaic virus

Schmelzer et al. (1966)
Nienhaus et al.(1985)
Winter & Nienhaus (1989)
Winter & Nienhaus (1989)
Winter & Nienhaus (1989)

Fraxinus excelsior

Cherry leafroll virus
Brome mosaic virus
Tobacco necrosis virus
Arabis mosaic virus

Cherry leafroll virus
Particulas

Barnett  (1971); Winter &
Nienhaus (1989)

Barnett  (1971); Winter &
Nienhaus (1989)

Buttner &Nienhaus (1989)
Casalicchio (1965)

Cooper (1975); Cooper & Sweet
(1976)

Nienhaus & Hamacher (1989)
Ciferri et al. (1961)

Fraxinus americana

Tobacco mosaic virus
Arabis mosaic virus
Tobacco ringspot virus

Tomato ringspot virus

Castello et al. (1984); Ferris et al.(1989); Lana &
Agrios (1974)
Cooper & Sweet (1976)

Castello et al. (1984); Ferris et al. (1989); en
Hibben & Hagar (1975)

Ferris et al. (1987); Ferris et al. (1989); Hibben &
Reese (1983); Hibben et al. (1988)

Fraxinus holotricha

Tobacco mosaic virus

Tobacco ringspot virus

Amico et al. (1985); Castello et al.
(1983)
Amico et al. (1985);

Fraxinus pennsylvanica

Tobacco mosaic virus
Tobacco ringspot virus
Tomato ringspot virus

Ferris et al. (1987); Ferris et al.
(1989);

Juglans sp

Cherry leafroll virus

Walnut ringspot virus
Walnut yellow mosaic virus

Cooper (1980); Massalski &
Cooper (1984); Mircetich &
Rowhani (1984); Mircetich et al.
(1980); Rowhani et al. ( 1985)
Savino et al. (1976)

Savino et al. (1976)

Larix decidua

Tobacco necrosis virus

Buttner &Nienhaus (1989)

Malus spp.

Apple chlorotic leaf spot virus

Cadman (1963); Cropley (1963, 1964); Lister et al.

(1965)
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Picea abies

Tobacco necrosis virus

Potyvirus
Particulas icosaédricas/hastes rigidas
Particulas/hastes rigidas e flexiveis

Buttner &Nienhaus (1989)
Nienhaus (1985)

Cech et al. (1961); Frenzel (1987);
Biddle & Tinsley (1968)

Gugerli et al. (1986)

Picea sitchensis

Particulas icosaédricas/hastes rigidas

Particulas/hastes rigidas e flexiveis
Tomato blackring virus
Particulas/hastes rigidas

Cech et al. (1961); Frenzel (1987); Biddle & Tinsley
(1968)

Gugerli et al. (1986)

Harrison (1960)

Biddle & Tinsley (1968)

Pinus monticola

Particulas/hastes rigidas

Biddle & Tinsley (1968)

Pinus sylvestris

Scots pine mosaic virus
Particulas/hastes rigidas
Tobacco necrosis virus

Apple mosaic virus

Cryptovirus

Schmelzer et al (1966)

Biddle & Tinsley (1968)

Buttner &Nienhaus (1989)

Sweet (1980); Sweet & Barbara
(1979)

Veliceasa et al. (2006)

Paulownia sp Apple mosaic virus Sweet (1980); Sweet & Barbara (1979)
Particulas/hastes rigidas Hung et al. (1981)
Populus spp Poplar mosaic virus Biddle & Tinsley (1971);
Boccardo et al. (1973); Brcak &
Blattny (1962); Luisoni et al.
(1976); Schmelzer (1966)
Rhabdovirus Navratil (1981)
Potyvirus Martin et al. (1982)
Tomato blackring virus Cooper & Sweet (1976)
Tobacco rattle virus Cooper & Sweet (1976)
Arabis mosaic virus Cooper & Sweet (1976)
Prunus spp. Plum pox virus Adams (1978)

Prunus avium

Tobacco necrosis virus
Prunus necrotic ringspot
Cherry leafroll virus
Petunia asteroid mosaic virus

Castello & Berbee (1978); Hibben et al. (1979)
Fulton (1970)

Schimanski & Funk (1968)

Gruntzig et al. (1989)

Prunus domestica

Strawberry latent ringspot virus

Cohen et al. (1995)

Prunus padus

Prunus necrotic ringspot virus
Cherry leafroll virus

Schimanski et al. (1975)
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Prunus serotina

Prune dwarf virus
Cherry leafroll virus

Schimanski et al.(1976)
Schimanski & Funk (1968)

Prunus pensylvanica

Prunus necrotic ringspot virus
Prune dwarf virus

Cation (1952); Fulton (1970)
Megahed & Moore (1967);
Megahed & Moore (1969)

Prunus pérsica

Strawberry latent ringspot virus

Cohen et al. (1995)

Quercus spp

Tobacco mosaic virus

Particulas/hastes rigidas
Abutilon mosaic virus

Nienhaus & Yarwood (1972);

Yarwood (1971); Yarwood & Hecht-Poinar (1973)
Schmelzer et al. (1966)

Frischmuth et al. (1990)

Quercus robur

Tobacco mosaic virus
Potex/Potyvirus
Tobacco necrosis virus
Particulas icosaédricas

Nienhaus (1975)
Nienhaus (1985)
Buttner &Nienhaus (1989)
Nienhaus (1985)

Quercus petrea

Tobacco mosaic virus
Potex/Potyvirus
Particulas icosaédricas

Nienhaus (1975)
Nienhaus (1985)
Nienhaus (1985)

Quercus cerris

Tobacco mosaic virus

Horvéth et al.(1975)

Quercus marilandica

Particulas/hastes flexiveis

Kim & Fulton (1973); Barnett (1971)

Quercus velutina

Particulas/hastes flexiveis

Kim & Fulton (1973)

Robinia pseudoacacia
Sambucus rancemosa

Bean yellow mosaic virus
European mountain ash ringspot-associated virus

Kovachevsky (1968)
Arndt et al. (2007)

Senna macranthera (syn. Cassia
macranthera)

Cassia mild mosaic virus
Potyvirus
Tymovirales

Costa et al. (1989)
Beserra Jr et al. (2012)
Beserra Jr et al. (2012)

Senna ocidentalis

African cassava mosaic virus

Alabi et al (1985)

Sorbus aucuparia

Robinia true mosaic virus

Tomato blackring virus

Strawberry latent ringspot virus

Particulas icosaédricas

Apple mosaic virus

Apple chlorotic leafspot virus

Stem pitting virus

European mountain ash ringspot-associated virus

Schmelzer (1966); Schmelzer (1971)
Milinko & Schmelzer (1961); Schmelzer (1963)
Schmelzer (1968)
Kim & Fulton(1973)
Schmelzer (1977)
Sweet (1980)
Sweet (1980)
Kalline et al. (2008)

Sterculia tragacantha

Cacao swollen shoot virus

Brunt et al. (1996)

Theobroma cagao

Cacao swollen shoot virus

Posnette (1947)
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Cacao yellow mosaic virus

Brunt et al. (1965)

Ulmus spp.

Elm mottle virus

Arabis mosaic virus
Potyvirus

Cherry leafroll virus
Tobacco ringspot virus
Tomato ringspot virus

Jones (1974); Jones & Mayo (1973); Schmelzer
(1969); Schmelzer et al. (1966)

McNamara (1980)

Schmelzer et al (1966)

Ford et al. (1972); Fulton (1970); Jones (1973)

Shiel & Castello (1985)

Varney & Moore (1952; 1965)
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O Bioma Cerrado ocupa aproximadamente dois milhGes de km? (em torno de 22%
da superficie do territdrio nacional) e abrange os Estados de GO, DF, MT, MS, TO, SP,
BA, CE, MA e PI. Para Oliveira & Marquis (2002) o Cerrado é um dos biomas mais
ameacados da América do Sul e estima-se que em torno de 50% da regido esteja sendo
usada diretamente pela populacdo humana. A expansdo de atividades agropecuérias
ocupou areas outrora destinadas aos sistemas nativos. Dados apontam que cerca de 35%
do total da vegetagdo nativa foi convertido em culturas agricolas ou pastagens (Oliveira
& Marquis, 2002). Entre os sistemas nativos e as areas cultivadas surge as areas de
interface, as quais sabidamente exercem uma pressao de selecdo sobre os
microorganismos, incluindo espécies virais, contribuindo para evolugao e surgimento de
novas variantes patogénicas e/ou espécies. Acredita-se que o fluxo de espécies virais
entre 0s sistemas nativos (dos quais algumas espécies de plantas ja sdo exploradas
comercialmente) e as plantas cultivadas seja continuo, devido a proximidade fisica
destes diferentes sistemas em alguns casos e principalmente pela transmissdo das
espécies virais via artropodes vetores.

O Bioma Cerrado apresenta sua maior faixa dentro da regido Centro-Oeste, onde
concentram-se extensas areas de plantio de soja (Glycine max) e tomate para
processamento, duas importantes culturas para o agronegdcio brasileiro. Estas culturas
sdo afetadas por diferentes patdgenos e em ambas, as viroses podem, ocasionalmente,
levar a grandes perdas na producdo. Alguns estudos tém confirmado ainda um aumento
na diversidade de espécies virais ocorrendo nestas duas culturas nos ultimos anos. Para
a soja citam-se os trabalhos de Almeida (2000), Fernandes et al. (2009) e Coco et al.
(2013). Para o tomate, varios trabalhos foram realizados, dentre eles: Ambrozevicius et
al. (2002); Galvédo et al. (2003), Ribeiro et al. (2003, 2006), Zerbini et al. (2005),

Andrade et al. (2006), Calegario et al., (2007); Fernandes et al. (2006, 2008) e
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Albuquerque et al. (2010). Espécies classificadas nos géneros Begomovirus, Tospovirus
e Potyvirus ocupam papel importante neste cenario e estdo relativamente bem
documentadas para espécies hospedeiras cultivadas.

O conhecimento sobre a diversidade viral nos ecossistemas naturais e nas areas de
interface (também denominadas de zonas de transi¢do) ainda é escasso no Brasil. O
mesmo também é valido para espécies florestais/arbdreas que ja estdo sendo exploradas
comercialmente. Os estudos quanto a resposta destas espécies a virus e a caracterizagdo
de virus que nelas ocorrem sdo incipientes e/ou inexistentes. A caréncia de estudos pode
ser explicada, em parte, por caracteristicas intrinsecas desse grupo de patdégenos. A
natureza do parasitismo viral, suas propriedades biologicas, aliadas com a necessidade
de um conhecimento previo do genoma viral (exigido para o estabelecimento de
algumas sistemas de detecgdo), tornam as tecnicas tradicionais disponiveis ineficientes
para deteccdo e caracterizacdo de novos virus. Recentemente novas tecnologias de
sequenciamento em larga escala associadas a diferentes protocolos de enriquecimento
viral (Melcher et al., 2008; Ng et al., 2011), dentre outros, vém contribuindo para
caracterizar de maneira mais ampla a diversidade deste grupo de patdgenos em
diferentes condicGes tais como ambientes aquaticos (Labonte & Suttle, 2013) e em
amostras humanas (Delwart, 2013; Firth & Lipkin, 2013).

Neste contexto, o estudo e caracterizacdo da diversidade viral e comportamento de
espécies florestais/arboreas do Bioma Cerrado a diferentes espécies deste grupo de
patdgenos é crucial para programas de protecdo fitossanitaria no sentido de minimizar a
emergéncia de novas doencas em plantas nativas ou cultivadas. Muitas vezes as
espécies virais ndo induzem sintomas nas plantas hospedeiras nativas e 0s virus nativos
podem causar doencas em plantas hospedeiras experimentais ou em plantas cultivadas

em areas proximas a estas plantas nativas infectadas (Min et al., 2012; Webster et al.,
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2007). Existe ainda a possibilidade de espécie florestais/arboreas funcionarem como
reservatorios de importantes virus que acometem as espécies cultivadas. Todos estes
fatores podem propiciar as condi¢fes para 0 surgimento de novas espécies virais em
espécies cultivadas. Evidéncias experimentais indicam que algumas plantas nativas do
Cerrado sdo hospedeiras de virus como GRSV e TSWV (género Tospovirus) e PVY
(género Potyvirus) (Farias, 2012). Pesquisas com espécies florestais/arbéreas,
provenientes de Areas de Reserva ou Protecdo Ambiental e até mesmo de mudas
produzidas em viveiros podem trazer informagGes importantes quanto a

distribuicdo/fluxo de espécies virais nestes ambientes.

1.6.2.  Virus em espécies arboreas no Brasil

Conforme mencionado, o Brasil € um pais detentor de uma grande diversidade
biologica, encontrada nos diversos ecossistemas existentes com suas numerosas formas
de vida. No pais, os trabalhos pioneiros de virus em espécies florestais/arbdreas sdo os
de Costa et al. (1979) ao relatarem uma possivel espécie do género Carlavirus isolado
de Cassia sylvestris. Lin et al. (1980) associaram a morte subita de Cassia macranthera
ocorrendo em arvores urbanas do DF ao Cassia mild mosaic virus - CMMV (género
Carlavirus, familia Flexiviridae). Recentemente, Beserra et al. (2012) encontraram dois
novos virus em Senna macranthera (=. Cassia macranthera), espéecie comum usada na
arborizacdo urbana de Vicosa-MG. As espécies foram classificadas taxonomicamente
em uma nova espécie do género Potyvirus, e a outra na ordem Tymovirales, género ndo
definido. Farias (2012) realizou testes de inoculacdo mecanica, em espécies do Bioma
Cerrado, com intuito de detectar potenciais hospedeiras das espécies virais GRSV,
TSWV e PVY. Através de sorologia (Dot Blot) foi possivel confirmar como hospedeira

de TSWV, paineira rosa, jatoba do cerrado, paineira do cerrado (Eriotheca pubescens),
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pau santo (Kielmeyera coreacea) e pacari (Lafoensia pacari). Como hospedeiras de
GRSV foram encontradas paineira rosa, paineira do cerrado, inga branco (Inga laurina),
pacari e aroeira vermelha (Schinus terebinthifolius) e de PVY em paineira do cerrado e
ingd demonstrando assim que as espécies acima listadas constituem fontes de indculo
destas espécies virais. Farias (2012) detectou ainda uma espécie de Begomovirus em

Mimosa caesalpinifolia coletada em Cuiaba-MT.

1.6.3.  Virus em espécies florestais e arbdreas: metagenémica

Os avan¢os no campo da Biologia e da Bioinformatica abriram uma nova era
denominada “6mica”. O sufixo oma tem origem no latim e significa “conjunto de”.
Neste cenario temos a gendmica, protedmica, transcriptomica e metaboldmica. Todas
estas ciéncias apresentam um ponto em comum: andlise de um grande volume de
informacGes com uso de bioinformatica para interpretacdo dos dados. De uma forma
bastante simplificada podemos dizer que a metagenémica consiste na analise genémica
de uma comunidade de microorganismos independente do seu cultivo em meios
artificiais (Amann et al., 1995; Rondon et al., 2000). Desta forma, a metagendmica se
converte em uma ferramenta Util para se conseguir analisar a biodiversidade de
microorganismos provenientes de amostras ambientais. O uso da técnica tem se tornado
comum em outras areas da ciéncia e vem auxiliando pesquisadores a elucidar diversos
aspectos inerentes a biodiversidade de microorganismos em diferentes ambientes.
Assim estudos em Mimivirus (Ghedin & Claverie, 2005; Monier et al., 2008) e
metagenémica de comunidades virais (Roux et al., 2013) tém sido possiveis gracas a
metagenémica. Provenientes destes resultados gerados com auxilio da metagenémica,

novos trabalhos de deteccdo de genomas virais, como de Mimivirus (Saadi et al., 2013)

em pacientes com pneumonia e evidéncias de membros da ordem Megavirales em
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humanos, tem sido publicados (Colson et al., 2013). A associacdo destes virus e sua
participacdo junto a outros patdgenos que causam doencas em humanos € um campo
ainda a ser investigado.

Recentemente a area de virus de plantas também tem se beneficiado das vantagens
advindas do uso da metagenémica e estes estudos tém causado uma revolugdo em nossa
capaciadade de caracterizar, em larga escala, a diversidade viral. Alguns autores como
Roossinck et al. (2010) e Roossinck (2012; 2013) acreditam que milhares de novas
espécies virais serdo descobertas em plantas.

Estudos realizados por MacDiarmid et al. (2013) e Wren et al. (2006) em uma
pradaria nos EUA (Tallgrass Prairie Preserve), auxiliaram na identificacdo de cerca de
300 espécies virais, das quais apenas 18 correspondiam a espécies virais conhecidas. Se
por um lado, alguns trabalhos mais antigos como os de Nienhaus & Castello (1989),
Nienhaus (1985) e Cooper (1993) mostram que espécies virais relatadas em
ecossistemas nativos sdo as mesmas que ocorrem nas espécies cultivadas, a medida que
novos estudos em metagendémica vém sendo realizados, 0 nosso conhecimento da
diversidade viral em plantas aumenta e percebe-se nitidamente que as espécies virais em
plantas nativas diferem para plantas cultivadas (Roossinck, 2013; Wren et al., 2006).
Grande parte destes estudos apontam uma grande diversidade de virus em plantas
assintomaticas (Roossinck, 2013) e sugerem que estas plantas funcionam como fonte de
indculo para outras plantas. De acordo com Xu et al. (2008) espécies virais podem ainda
estar implicadas na tolerancia ao frio em plantas infectadas. Para Malmstrom et al.
(2011), pode ocorrer ainda a resisténcia a infeccdo por outros virus.

A grande preocupacdo entretanto ocorre, quando espécies virais emergentes de
ecossistemas nativos sdo capazes de causar danos significativos em plantas cultivadas

(Rodoni, 2009) e vice-versa. Webster et al. (2007) estudaram a regido floristica do
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sudoeste Australiano representada por um ecossistema nativo e um agroecossistema
recente e detectaram a espécie exdtica capaz de causar danos em hospedeiras nativas:
Bean yellow mosaic virus (BYMV) a qual provavelmente foi introduzida via bulbos de

gladiolos.

2. Berinjela (Solanum melongena) taxonomia, centro de origem e
importancia economica.

A berinjela (Solanum melongena) é uma espécie classificada na familia
Solanaceae. Essa familia abrange diversas espécies de alto valor comercial como
pimentas (Capsicum spp.), pimentdes (Capsicum annuum), batata (Solanum
tuberosum), jilo6 (Solanum aethiopicum var. gilo) e tomate (Solanum lycopersicum);
destacando-se este Gltimo por ser a segunda hortalica mais consumida no pais e ser
suscetivel a varios patdgenos, inclusive espécies virais (Filgueira, 2008; Vorontsova &
Knapp, 2012).

Estudos indicam que a berinjela é originaria das regides tropicais da india. A
espécie tem sido cultivada ha muitos séculos pelos chineses e arabes e foi introduzida
no Brasil pelos arabes (Filgueira, 2008; Joly, 1998). O cultivo de berinjela é
economicamente importante e estima-se que dois milhes de ha estejam plantados em
vérios paises do mundo. A China e a India sdo os maiores paises produtores de berinjela
(FAO, 2011). No Brasil a area plantada ocupa pouco mais de 1500 ha, principalmente
nos estados de SP, RJ e PR (Reis et al., 2007). O cultivo da berinjela é anual e exige
temperatura e luminosidade elevadas; entretanto durante a floracdo e a frutificacdo,
tolera temperaturas mais amenas (Filgueira, 2000). Além disto, a cultura é ainda
bastante rustica, sendo mais ‘tolerante’ a doencas que outras olericolas da familia

Solanaceae, como o tomate, a batata e o pimentdo (Reis et al, 2007), apesar de ser
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suscetivel a uma série de patdgenos e insetos comuns a diversas plantas dessa familia. O
consumo de berinjela estad em alta no mercado. Este fato é motivado pela escolha de
produtos mais saudaveis para alimentacdo, bem como pelas suas propriedades
fitoterdpicas (Filgueira, 2000). O fruto da berinjela é rico em vitaminas B1, B2 e
minerais como o calcio, fosforo, ferro e potéssio, sendo recomendado ainda para
enfermidades do aparelho digestivo, rins e bexiga, bem como nas afecgdes cutaneas e

reducédo do nivel de colesterol (Hortibrasil, 2007).

2.1. Patogenos da berinjela

Fungos, bactérias, nematoides e virus, acometem a berinjela. Dentre eles cita-se
Verticillium dahliae, Ralstonia solanacearum, espéecies de Meloidogyne e Tospovirus
(Reis et al., 2007). Alguns virus ja relatados incluem: Eggplant mosaic virus (EMV),
uma espécie de Tymovirus (familia Tymoviridae) (Ferguson, 1951; Dale, 1954),
Eggplant mottled dwarf virus (EMDV) classificado no género Nucleorhabdovirus
(familia Rhabdoviridae) (Martelli, 1969) e o Eggplant mottle crinle virus (EMCV)
membro do género Tombusvirus (familia Tombusviridae) (Makkouk, 1981). Outras
espécies incluidas na lista sdo classificadas nos géneros Begomovirus, Tobamovirus,
Tospovirus e Cucumovirus.

Espécies de Potyvirus também ja foram relatadas em berinjela: Eggplant green
mosaic virus (EGMV) (Lapido et al., 1988), Eggplant severe mottle virus (ESMV)
(Ladipo et al., 1988), Pepper veinal mottle virus (PVMV) (Igwegbe & Waterworth,
1982), Brinjal mild mosaic virus (BMMV) (Nagvi & Mahmood, 1976) e Potato virus Y
(Sastry et al., 1974; Brioso et al., 1988). Segundo Scholthof et al. (2011), PVY
encontra-se na quinta posicdo da lista das dez espécies de maior relevancia para ciéncia

e economia. Recentemente, Dombrovsky et al. (2011) relataram em Israel, a espécie
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Eggplant mild leaf mottle virus (EMLMV) (género Ipomovirus, familia Potyviridae) a
qual é transmitida pelo aleirodideo Bemisia tabaci (familia Aleyrodidae e ordem
Hemiptera). Al-Ani et al. (2011) caracterizaram no Iraque uma provavel espécie de
Potyvirus, cuja transmissdo foi confirmada em ensaios usando Myzus persicae (familia
Aphididae e ordem Hemiptera).

Trés espécies de Begomovirus ja foram relatadas em berinjela. Na Tailandia,
Green et al. (2003) relataram as espécies: Tomato yellow leaf curl Thailand virus
(TYLCTHV) e Ageratum yellow vein virus (AYVV). Na india Pratap et al. (2011)
relataram Tomato leaf curl New Delhi virus (ToLCNDV). Espécies do género
Tospovirus também infectam a berinjela. Lima et al. (2002) inocularam mecanicamente
0 TSWV, o GRSV, Tomato chlorotic spot virus (TCSV) e Chrysanthemum stem
necrosis virus (CSNV) em plantas de berinjela, as quais apresentaram resposta de
suscetibilidade. Os resultados de Reis et al. (2011) corroboram estes resultados.

Um fato interessante e comumente observado refere-se a auséncia de registros de
epidemias virais em lavouras de berinjela mesmo quando cultivadas proximas a campos
de tomate suscetiveis a varias espécies virais. Estudos, bem como a compreensdo das
caracteristicas da berinjela para que este fato ocorra sdo importantes para o

melhoramento genético de diferentes solanaceas.

3. Espécies virais importantes para a familia Solanaceae

Uma das principais solanaceas cultivadas é o tomate e espécies de Begomovirus
tém sido apontadas como um dos principais problemas fitossanitarios para esta cultura
no Brasil e no Mundo (Hanssen et al., 2010; Varma & Malathi, 2003). Espécies de
Potyvirus e Tospovirus também infectam o tomate (Zerbini & Zambolim, 1999; Avila et

al., 2004).
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3.1. Familia Geminiviridae

A familia Geminiviridae constitui uma grande familia de virus de plantas
apresentando como caracteristicas tipicas: particulas geminadas e DNA de fita simples
circular (single strand DNA - ssDNA). O genoma viral é formado por um componente
de DNA (denominado DNA A) ou por dois componentes gendmicos de DNA
(denominados DNA A e B), sendo as espécies classificadas em monopartidas ou
bipartidas, respectivamente. Espécies virais classificadas nesta familia causam graves
prejuizos em culturas importantes a nivel mundial (Hanley- Bowdoin et al., 1999;
Brown et al., 2011). As particulas medem em torno de 22 x 38 nm, contendo um total
de 110 subunidades de proteinas capsidiais, organizadas como 22 capsomeros (Brown et
al., 2011; Pratap et al., 2011). Estes virus costumam existir em complexos de doencgas e
apresentam altas taxas de recombinacdo e mutacdo, permitindo-lhes adaptar-se
rapidamente a novos hospedeiros e ambientes (Reyes et al., 2013).

A familia Geminiviridae encontra-se dividida em sete géneros: Becurtovirus,
Begomovirus, Curtovirus, Eragrovirus, Mastrevirus, Topocuvirus e Turncurtovirus.
Estes géneros sdo separados de acordo com sua organizacdo gendmica, inseto vetor e
gama de hospedeiros (Brown et al.,2011; Adams et al., 2013).

Espécies pertencentes ao género Mastrevirus sdo monopartidas, infectam
monocotileddneas (com trés excecBes) e sdo transmitidos por cigarrinha (Cicadulina
mbila) (Brown et al., 2011).

Espécies de Topocuvirus e Curtovirus apresentam genoma monopartido, infectam
dicotileddneas e sdo transmitidos por membracideos (Micrutalis malleifera) e
cigarrinhas (Circulifer tenellus) respectivamente (Fauquet & Stanley, 2003; Brown et

al., 2011).
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Espécies classificadas em Begomovirus sao transmitidas pelo vetor Bemisia tabaci
a espécies de dicotiledéneas. No Brasil todas as espécies relatadas em tomateiro sdo de
begomovirus bipartidos. Maiores detalhes serdo abordados a seguir.

Os géneros Becurtovirus (Heydarnejad et al.,, 2013), Turncurtovirus e
Eragrovirus, foram recentemente incluidos a familia Geminiviridae através de uma
ratificacdo do International Committee on Taxonomy of Viruses (ICTV) (Adams et al.,
2013).

Recentemente foi proposta a re-classificagdo de Beet curly top Iran virus (BCTIV)
e inclusdo da nova espécie Spinach curly top Arizona virus (SCTAV) sugerindo o0
estabelecimento do novo género: Becurtovirus, com base em analises filogenéticas,
organizacdo do genoma e transmisséo por Circulifer haematoceps (Heydarnejad et al.,
2013). Eragrostis curvula streak virus (ECSV) é a especie tipo do novo género
Eragrovirus (ICTV, 2013; Varsani et al., 2009) Esta espécie foi encontrada infectando
um tipo de capim (Eragrostis curvula) na Africa do Sul e possui duas regides
intergénicas e o nonanucleotideo distinto da origem de replicacdo dos demais membros
da familia Geminiviridae. O outro género proposto: Turncurtovirus tem como espécie
tipo Turnip curly top virus (TCTV) e foi isolado em folhas de nabo no Ird. Esta espécie
possui organizacdo gendmica e inseto vetor (Razavinejad et al., 2013) distintos das

demais espécies ja descritas até entdo.

3.1.1. Género Begomovirus

Espécies classificadas no género Begomovirus podem ser monopartidas (DNA A)
ou bipartidas (DNA A e DNA B). Atualmente considera-se Begomovirus como o mais
importante género de virus de plantas em termos de nimero de espécies ja descritas

(Brown et al., 2011). Para classificar uma nova espécie no género Begomovirus deve-se
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considerar a identidade de sequéncia de nucleotideos do DNA-A. Devido ao crescente
namero de espécies reconhecidas, derivagfes nas sequéncias completas de nucleotideos
sd0 necessarias para distinguir uma espécie de outra. ldentidade na sequéncia de
nucleotideos maior que 89% (DNA-A) entre dois isolados, indica tratar-se da mesma
espécie, enquanto valores menores que 89%indicam uma provavel espécie. Valores de
identidade do DNA-A entre 89% e 94% sdo indicadas como estirpes e maior que 94%
como variantes (Fauquet et al., 2008; Brown et al., 2011).

Espécies do género sdo responsaveis por perdas em culturas de tomate, pimentéo,
caupi (Vigna unguiculata), feijdo (Phaseolus vulgaris), algoddo (Gossypium hirsutum),
mandioca (Manihot esculenta) e fava (Phaseolus lunatus) (Faria & Zerbini, 2000; Silva,
2006).

No Brasil, um complexo de aproximadamente dezesseis espécies dentro do género
Begomovirus ja foi relatado infectando tomateiro em todo o pais (Ambrozevicius et al.
(2002); Galvéo et al.(2003), Ribeiro et al. (2003, 2006), Zerbini et al. (2005), Andrade
et al.(2006), Calegario et al. (2007); Fernandes et al. (2006, 2008) e Albuquerque et
al.(2010). Dentre estas, cita-se a espécie Tomato chlorotic mottle virus (ToCMoV)
distribuida em varias locais do pais.

O genoma de begomovirus apresenta tamanho em torno de 2,5 - 2,6 kb. O
componente DNA A pode replicar autonomamente e produzir particulas virais, mas
requer o componente DNA B para movimento intra e intercelular ma planta (Brown et
al., 2011). De acordo com Galvéao et al. (2003), entretanto, 0 DNA A sozinho de
ToCMoV consegue estabelecer uma infeccdo sistémica em plantas de Nicotiana
benthamiana.

Os dois componentes gendmicos de Begomovirus apresentam identidade de

sequéncia na regido comum (RC) de aproximadamente 200 - 250 pares de bases. Esta
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regido ¢ altamente conservada para 0s dois componentes de uma espécie viral e contém
a sequéncia necessaria para o inicio da replicacdo viral (Timmermans et al., 1994;
Farias & Zerbini, 2000; Orozco et al., 1996). Em espécies de genoma monopartido, toda
a informacdo genética para replicacdo e movimento estd presente em apenas um
componente (Lazarowitz, 1992).

A replicacdo do DNA viral ocorre no ntcleo pelo mecanismo de amplificacdo em
circulo rolante (RCA) através da formacéo de um DNA de fita dupla chamado de forma
replicativa (RF) que em seguida, serd 0 molde para a transcricdo viral e para a sintese de
novas fitas de sSSDNA (Alberter et al., 2005; Gutierrez, 1999). O DNA A, pode codificar
de quatro a seis proteinas. As ORFs (open read frame - Unica fase aberta de leitura),
codificadas no sentido viral sdo: AV1 (Coat Protein ou Capa Protéica - CP), AV2
(Precoat Protein ou Proteina de movimento - PM) (Hofer et al., 1997). No sentido
complementar sdo encontradas: AC1 (Replication-associated protein ou Proteina
associada a replicacdo-Rep), AC2 (Transcriptional activator protein ou Proteina
transativadora-TrAp), AC3 (Replication enhacer protein ou Proteina potencializadora
da replicacdo viral- Ren) (Settlage et al., 2005) e AC4 importante na manifestacdo de
sintomas e, pode ainda suprimir a resposta do hospedeiro a expressdo da Rep
(Vanitharani et al., 2004). Nas espécies de Begomovirus bipartidos do Novo Mundo a
ORF AV?2 ndo esta presente (Hofer et al., 1997). A AV1 codifica para proteina capsidial
(CP), com funcdes de protecdo da informacdo genética viral, direcionamento nuclear,
exportacdo nuclear de DNA transmissdo e especificidade do virus pelo vetor Bemisia
tabaci (Harrison et al., 2002; Azzam et al., 1994; Briddon et al., 1990; Hofer et al.,
1997). A ORF AC2 codifica a proteina transativadora da transcricdo (TrAP)
influenciando a transcricdo e subsequente expressao dos genes CP e NSP no sentido

viral dos componentes A e B respectivamente (Brown et al., 2011; Pratap et al., 2011).
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A ORF AC3 codifica a proteina Ren de aproximadamente 16kDa, que € requerida para
replicacdo eficiente do DNA viral, sendo considerada como um fator potencializador da
replicacdo possivelmente por interagir com a Rep no reconhecimento da origem de
replicacdo (Settlage et al., 1996). O produto da ORF AC4 estimula a proliferacdo
celular (Rojas et al., 2005).

No componente DNA B as ORFs BV1 (sentido viral) e BC1 (sentido
complementar) codificam proteinas relacionadas ao movimento viral na planta. A BV1
codifica a proteina NSP “nuclear shuttle protein” encarregada de transportar moléculas
de ssDNA e dsDNA (DNA fita dupla) viral do ndcleo até o citoplasma e A BC1
codifica a proteina de movimento MP encarregada do transportar de SSDNA ou dsDNA
célula a célula via plasmodesma (Noueiry et al., 1994, Sanderfoot et al., 1996, Ward &
Lazarowitz, 1999, Frischmuth et al., 2007). O movimento de espécies bipartidas no
interior de uma planta é mediado pelas proteinas codificadas pelos genes presentes no
DNA-B. Por outro lado, nas espécies monopartidas a CP atua na dispersao viral também

atraves de interacfes com os plasmodesmas (Gafni & Epel, 2002).

3.1.1.1. Género Begomovirus e 0 seu vetor Bemisia tabaci

Espécies de Begomovirus sdo transmitidas eficientemente pelo vetor B. tabaci
popularmente conhecido como mosca-branca (Figura 2). No Brasil predomina o biétipo
B, sendo que, a capacidade de dispersdo e a variabilidade genética de espécies de
Begomovirus nas principais regides produtoras de tomate no Brasil e no mundo parecem
estar diretamente associadas com a capacidade de transmissdo das espécies virais pelo
inseto vetor. Apesar de alguns pesquisadores separarem B. tabaci em bi6tipos De Barro
et al., (2011) concluiram que ndo hd no momento evidéncias suficientes para afirmar

que B. tabaci seja constituida por bidtipos. Esses organismos ndo podem ser
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distinguidos morfologicamente, somente molecularmente através de comparacfes de
nucleotideos do gene citocromo oxidase I (mtCO1), uma das enzimas catalisadora da
cadeia respiratéria. Acredita-se que os diferentes bidtipos de B. tabaci formem um
complexo de 24 espécies que se subdividem em onze grupos genéticos, entre eles:
Middle East-Asia Minor (MEAMI) relacionado com os bidtipos “B” ¢ “B2”,
Mediterranean species (MED) relacionado com os bidtipos: “Q”, “J” e “L”, New World
species relacionado com os bidtipos “A”, “C”, “D”, “F”, Jatropha, “N”, “R” e Sida
(Dinsdale et al., 2010). Em estudo recente Marubayashi et al. (2012) fizeram um estudo
com diferentes populacbes de B. tabaci presente nos estados de SP e MT entre os anos
de 2008 e 2011, e encontraram espécies presentes nos grupos MEAM1, New World e

New World 2.

Figura 2: Adulto de mosca-branca (Bemisia tabaci

biétipo B) em Guazuma ulmifolia (mutamba).

Espécies de B. tabaci medem 1 mm de comprimento com quatro asas
membranosas recobertas por uma pulveruléncia branca. O ciclo de vida é por volta de
15 dias e as fémeas possuem longevidade de 18 dias (Jones, 2003). Estes aleirodideos

sdo cosmopolitas, disseminados em regides tropicais e subtropicais, considerados
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importantes pragas para agricultura (Harrison, 1985; Perring et al., 2001; Brown, 1994 e
Polston & Anderson, 1999) e responsaveis pela colonizacdo de cerca de 600 espécies de
plantas distribuidas em 74 familias botanicas (Brown et al., 1995). Além da transmissao
viral, espécies de mosca-branca provocam acdo toxicogénica na planta (Gallo et al.,
2002). Segundo Brown et al. (2011) espécies virais classificadas nas familias:
Geminiviridae  (género  Begomovirus), Closteroviridae (género  Crinivirus),
Betaflexiviridae (género Carlavirus), e Potyviridae (géneros Potyvirus e Ipomovirus)
sdo transmitidos por B. tabaci. Jones (2003) relatou 114 espécies de virus sendo
transmitidas por B. tabaci e 90% deste total correspondia a espécies de Begomovirus.

Na inter-relacao virus vetor, estudos indicam que o periodo de acesso de aquisicao
(PAA) varia de 10 a 60 minutos e o periodo de acesso de inoculacdo (PAI) de 10 a 30
minutos, para muitos virus no Velho e Novo Mundo (ldris & Brown, 1998; Santos et
al., 2003). O periodo de laténcia ¢ de 17 a 20 horas e a mosca-branca permanece
virulifera de 7 a 20 dias (Mehta et al., 1994).

As interacdes estabelecidas entre espécies de Begomovirus com ‘biotipos’ de B.
tabaci sdo de natureza complexa, envolvendo a circulacdo do virus no corpo do inseto,
transmissdo horizontal em alguns casos, efeitos na fecundidade e longevidade do inseto
(Ghanim et al., 1998; Morin et al., 1999; Hogenhout et al., 2008). Todos esses fatores
parecem afetar a interacdo virus/vetor, podendo influenciar nas taxas de disseminacao
das espécies de begomovirus em condi¢cdes de campo e consequentemente na evolucao
da doenca. Outros fatores que podem interferir na disseminacdo de espécies de

Begomovirus sdo decorrentes da interacao virus/planta e da interacdo vetor/planta.

3.2.  Familia Potyviridae

43



A familia Potyviridae é constituida por nove géneros sendo eles Brambyvirus,
Ipomovirus, Macluravirus, Rymovirus, Tritimovirus, Bymovirus, Poacevirus, Potyvirus
e um novo género ainda ndo definido agrupando as duas espécies o Spartina mottle
virus (SpMV) e o Tomato mild mottle virus (ToMIMV) (Adams et al., 2011).

As espécies classificadas nessa familia sdo encontradas em todo o mundo
infectando mais de 2000 espécies de plantas causando doencas em diversas culturas,
anuais e perenes, de clima tropical e temperado, fruteiras e hortaligas, (Berger et al.,
2005).

As particulas virais sdo alongadas e flexuosas, sem envelope e apresentam
aproximadamente 750 nm de comprimento e 11 - 15 nm de didmetro. Todos 0s géneros
sdo monopartidos com excecdo de Bymovirus que € bipartido. O genoma viral €
constituido de unica molécula de RNA fita simples (sSRNA, single strand RNA), de
sentido positivo (Adams et al., 2011). Na fita de RNA na extremidade 5’ encontra-se
uma proteina denominada VPg e uma cauda poliadenilada no terminal 3° (Carrington et
al., 1993; Riechmann et al., 1989). Membros desta familia sdo transmitidos
mecanicamente pela inoculacdo via extrato vegetal tamponado (Berger et al. 2005) e
por vetores. Diferencas nos vetores auxiliam na separacao de géneros da familia (Shukla
et al., 1994). Espécies dos géneros Potyvirus e Macluravirus tém afideos vetores e
estabelecem com estes uma relacdo ndo circulativa ndo persistente, enquanto espécies
de Rymovirus e Tritimovirus sdo transmitidas por acaros e apresentam uma relacdo do
tipo ndo circulativa semi-persistente com o vetor. Espécies de Bymovirus séo
transmitidas por Polymyxa graminis e espécies de Ipomovirus podem ser transmitidas
por mosca-branca e estabelecem uma relacdo do tipo ndo circulativa, ndo-persistente.
Membros do género Brambyvirus ndo possuem vetor conhecido até o momento (Adams

et al., 2011; Mukasa et al., 2003).
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3.2.1. Género Potyvirus

Espécies de Potyvirus causam doencas em monocotiledéneas e dicotiledéneas. O
genoma viral possui apenas uma ORF que da origem a uma poliproteina, e a partir
desta, de oito a dez proteinas (P1, HC-Pro, P3, Cl, 6K2, Nla, NIb e CP) sdo produzidas
através da atividade de trés proteinases (P1, HC-Pro e Nla). Nestas proteinas incluem a
replicase viral, proteina de movimento a longa distancia e célula-a-célula, transmissdo
por afideos e capsidial (Pruss et al., 1997; Shukla et al, 1994; Verchot & Carrington,
1995).

As proteinas sdo multifuncionais, a P1 - promove a replicacdo facilitada pela
ativacdo do gene que codifica o componente auxiliar-protease HC-Pro (Helper
Component-Protease) (Verchot & Carrington, 1995); a HC-Pro possui as funcdes de
transmissdo pelo inseto vetor, de supressdo do silenciamento génico da planta e
movimento a longa e curta distancia (Thornbury et al., 1985; Kasschau & Carrington,
1995, 1998). A P3 proteina da inclusdo citoplasmatica e Nla-Pro, atuam na clivagem da
maioria dos sitios da poliproteina e NIb € um RNA dependente de RNA polimerase.
Ambas atuam na formacéo de inclusdes nucleares (Riechmann et al., 1992; Urcuqui-
Inchima et al., 2001; Hong & Hunt, 1996). A CI (Cylindrical Inclusion Protein), atua
juntamente com a NIb na formacdo de corpos de inclusdo citoplasmaticos e também na
ativacdo da helicase (Carrington et al., 1998; Knuhtsen et al., 1974). A proteina 6K1 é
uma proteina pequena assim como a 6K2 e estdo envolvidas na ligacdo do complexo de
replicacdo ao reticulo endoplasmatico (Schaad et al., 1997). A CP desempenha funcGes
de encapsidacdo, movimento e transmissdo pelo inseto vetor (Allison et al., 1986;
Atreya et al., 1991; Dolja et al., 1994; Mahajan et al., 1996). A VPg (Viral Protein

genome-linked), localiza-se no terminal 5° do genoma e esta envolvida na replicacdo, na
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interacdo com fatores da célula entre outros (Schaad et al., 1996; Riechmann et al.,
1992). Plantas infectadas por espécies de Potyvirus apresentam inclusGes cilindricas
citoplasmaticas do tipo cata-ventos e que podem ser bastante Uteis na diagnose quando o
material é observado em microscopia eletrnica de transmissdo (Dougherty & Hiebert,
1980; Berger et al., 2005).

Para caracterizacdo de uma nova espécie nesse género, 0s critérios adotados sdo a
comparacdo da sequéncia de aminoacidos da poliproteina (82% de identidade) e da
proteina capsidial (76-77% de identidade) (Berger et al., 2005). A sequéncia de
nucleotideos da 3’°NTR também pode ser utilizada na classificacdo. Espécies diferentes
apresentam até 53% de identidade de sequéncia de aminoacidos da CP e as estirpes
apresentam de 83 a 99% de identidade (Adams et al., 2011).

A espécie tipo de Potyvirus: Potato virus Y (PVY) é importante nas culturas de
batata (Van Regenmortel et al., 2000), tomate pimentdo e fumo (Nicotiana tabacum)
(Glais et al., 2002). Com o uso de tomates resistentes ao PVY, outra espécie de
Potyvirus foi identificada em tomate, o Pepper yellow mosaic virus (PepYMV) (Avila
et al., 2004) que j& havia sido identificada em pimentdo anteriormente (Inoue-Nagata et
al, 2002). Alguns levantamentos mostram que o PepYMV esta se distribuindo por
importantes regides produtoras de hortalicas (Palazzo et al., 2004; Ferreira et al., 2005;
Dianese et al., 2008).

Outras espécies de Potyvirus causam perdas em mamdo (Carica papaya) e outras
espécies da familia Curcubitaceae como o Papaya ringspot virus (PRSV), Zucchini
yellow mosaic virus (ZYMV) e o Watermelon mosaic virus (WMV). O WMV possui
ampla gama de hospedeiras, infectando cerca de 178 espécies de plantas dentro de 27
familias, incluindo cucurbitaceas e algumas espécies de leguminosas, malvaceas,

guenopodiaceas e ornamentais (Shukla et al., 1994). A variabilidade biolégica de WMV
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tem sido bem documentada. Apesar de ser mais comum em regides temperadas |,
entretanto pode ocorrer em regides tropicais. Oliveira et al. (2000) realizaram

levantamento em que 0 WMV estava bem distribuido pela regido do Nordeste.

3.3. Familia Bunyaviridae

A familia Bunyaviridae engloba géneros com espécies que acometem animais e
vegetais. Esta familia encontra-se dividida em cinco géneros Orthobunyavirus,
Hantavirus, Nairovirus, Phlebovirus e Tospovirus, e somente este Ultimo possui
espécies que infectam plantas (Fauquet et al., 2005). Espécies classificadas na familia
apresentam particulas esféricas ou pleomdrficas, com 80 - 120 nm de diametro,
envolvidas por uma camada lipoproteica e, na superficie exibem projecGes
glicoprotéicas. O genoma viral & composto por trés moléculas unicas de RNA fita
simples (ssRNA), de sentido negativo ou ambisense. Os RNAs sdo chamados de L

(large), M (medial), S (small) que totalizam 11-19 kb (Plyusnin et al., 2011).

3.3.1. Género Tospovirus

Espécies de Tospovirus causam importantes doencas em hortalicas
(principalmente em tomateiro), espécies ornamentais e plantas daninhas (German et al.,
1992; Pozzer et al., 1996). Espécies do género infectam mais de mil espécies
(monocotiledéneas e dicotileddneas) e sdo transmitidas por tripes pertencentes aos
géneros Frankliniella, Thrips e Scirtothrips (Chen & Chiu, 1996; Mound, 1996; Webb
et al., 1998). O tipo de relacdo estabelecida entre virus e vetor é do tipo circulativa
propagativa (Wijkamp et al., 1993; Pappu et al., 2009). As particulas virais sdo
adquiridas no primeiro e segundo instar larval do inseto durante a alimentacdo em

plantas infectadas e sdo transmitidos pelas larvas e/ou tripes adultos viruliferos quando
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se alimentam de plantas sadias (Van de Wetering et al., 1996). As espécies mais
importantes, do género Tospovirus, acometendo solandceas no Brasil e na América do
Sul sdo TSWV, GRSV, CSNV e TCSV (Nagata et al., 1995; Avila et al., 1998;
Colariccio et al., 2000).

O genoma de tospovirus é tripartido consistindo de trés RNAs denominados S, M
e L, 0s quais possuem sequéncias terminais com uma complementaridade parcial que
permite o surgimento de uma conformacgdo pseudocircular (De Haan et al., 1998). O
RNA S codifica uma proteina estrutural a nucleoproteina (N) e a proteina ndo-estrutural
(Ns) supressora de silenciamento génico (De Haan et al., 1990; Takeda et al., 2002). O
RNA M codifica a proteina ndo estrutural (Nm) e o precursor das glicoproteinas do
envelope (Gn e Gc¢) no sentido complementar viral (Kormelink et al., 1992; Storn et al.,
1998). J4 0 RNA L possui somente polaridade negativa e codifica a proteina L, com
motivos conservados, e encontrados em RNA polimerase dependente de RNA com as
funcdes de helicase, transcriptase, replicase endonuclease e de NTPase (De Haan et al,
1991). A replicacdo dos tospovirus ocorre no citoplasma, onde apds a liberacdo do
material genético, o RNA viral é transcrito pela polimerase viral. A transcricdo é
iniciada pelo processo de cap-snatching, em que sequéncias clivadas na regiao 5’ dos
RNAs mensageiros (MRNAs) do hospedeiro atuam como iniciadores da sintese de RNA
viral (Kormelink et al., 1992; Duijsings et al., 1992). Ap6s o RNA viral mensageiro ser
traduzido, ocorre a traducdo e producdo das proteinas L, N e do precursor da
glicoproteina (Kormelink et al., 1992). Com o aumento da concentracao da proteina N a
polimerase viral passa a mediar a replicacdo do virus, produzindo véarias copias de RNA
gendbmico. Uma maior producdo das proteinas Ns e Nm ocorre em uma segunda
traducdo completando a sintese das proteinas virais (Kormelink et al., 1992; Ribeiro,

2007). Apobs a sintese 0 RNA viral gendbmico se associa com a proteina N e com a
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polimerase L, formando as RNPs, que se associam a proteina Nm, e séo transportados
para células vizinhas através dos plasmodesmas. Enquanto isso, as glicoproteinas Gn e
Gc sdo glicosiladas e processadas no reticulo endoplasmatico rugoso enquanto que 0s
RNPs acumulam-se nas membranas do complexo de Golgi (Kikkert et al., 1999). Em
seguida, as glicoproteinas sdo modificadas no complexo de Golgi. Os RNPs, que se
localizam préximos ao local onde se encontram as glicoproteinas, sdo envolvidos por
essas glicoproteinas, originando novas particulas virais duplamente envelopadas
(DEVS) (Kikkert et al., 1999, Ribeiro et al., 2008). Em um est&dio de maturag&o tardia,
as DEVs se fusionam umas com as outras, levando a formacao de vesiculas largas que
contém particulas virais com um envelope (SEVs). As novas particulas virais se
acumulam no compartimento celular até serem mais tarde adquiridas pelo inseto vetor.
Os criterios para definicdo de novas espécies deste género sdo o indice menor que
90% de identidade da sequéncia de aminoacidos da proteina do nucleocapsideo
(proteina N), o relacionamento soroldgico, especificidade de transmissdo por vetores,
sintomatologia e gama de hospedeiros sdo caracteristicas importantes (de Avila et al.,
1993; Plyusnin et al., 2011).Outros estudos mostram que a sequéncia de aminoacidos da
proteina Nm, da proteina L, e das glicoproteinas Gn e Gc apresentam comportamento
filogenético semelhante a proteina N, portanto elas poderiam refletir a evolucdo natural
das espécies de tospovirus (Silva et al., 2001; Lovato et al., 2004; Bertran et al., 2011).
O TSWV, TCSV, GRSV e ZLCV (importante virus que infecta cucurbitaceas)
figuram entre as espécies de Tospovirus mais importantes do pais. O TSWV foi
encontrado em algumas areas, e por vezes, pode estar onipresente no ambiente, em
muitas ervas daninhas e plantas nativas (Sherwood et al., 2003). Esses virus estdo bem
distribuidos pelo pais causando perdas econémicas. Em um levantamento da ocorréncia

de isolados de tospovirus em varios estados brasileiros foi relatado que em SP, MG e
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RS predominavam as espécies TCSV e GRSV, enquanto no DF e no PR predominava a
espécie TSWV (Nagata et al., 1995) acometendo o tomate. O ZLCV foi relatado como
tospovirus predominante em campos experimentais de abébora (Curcubita spp.) em SP
(Pozzer et al., 1996; Resende et al., 1997; Bezerra et al., 1999) e em pepino (Cucumis
sativus) no DF (Nagata et al., 1998). Nagata et al. (2004) avaliaram que a espécie
GRSV prevalece, infectando o tomateiro, diante dos demais, devido a alta eficiéncia de

sua transmisséo por Frankliniella schultzei.

3.4. Género Cucumovirus

O género Cucumovirus (familia Bromoviridae) engloba espécies de ssRNA. O
genoma ¢ tripartido e possui cinco genes distribuidos em trés RNAs, um gendmico e
dois RNAs subgendmicos. As particulas possuem morfologia icosaédrica (Scholthof et
al., 2011; Adams et al., 2011).

Os isolados de Cucumber mosaic virus - CMV séo divididos em dois grupos: |
(subdividido em 1A e IB) e Il, de acordo com as propriedades sorologicas, biologicas e
moleculares, segundo a variabilidade na sequéncia do gene codificador da capa protéica
(Palukaitis & Garcia-Arenal, 2003). Sua transmissdo ocorre mecanicamente, por
sementes e por afideos. As espécies Myzus persicae e Aphis gossypii sdo as mais
importantes e o tipo de relacdo estabelecida é ndo circulativa, ndo persistente (Costa,
1998; Yang et al., 1997; Jacquemond, 2012).

Segundo Scholthof et al. (2011) o CMV, espécie-tipo desse género, é a quarta
espécie viral mais importante. De acordo com Pinto (2013) CMV é provavelmente o
virus com maior capacidade de infectar um maior nimero de espécies de plantas
diferentes. Experimentalmente, mais de 1000 espécies em 85 familias podem ser

infectadas por CMV (Adams et al., 2011).
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3.5.Género Tobamovirus

Espécies do género Tobamovirus (familia Virgaviridae) apresentam particulas
alongadas e rigidas, e o &cido nucléico é de RNA fita simples, sentido positivo
(Lewandowski, 2005; Adams et al., 2011).

O género pode ser dividido em subgrupos: subgrupo 1 que compreende 0s virus
que infectam solanaceas, ao qual pertencem as espécies Tobacco mosaic virus (TMV), o
Tomato mosaic virus (TOMV), Pepper mild mottle virus (PMMoV), Tobacco mild green
mosaic virus (TMGMV) e o Odontoglossum ring spot virus (ORSV); o subgrupo 2
compreendido pelos virus que infectam cruciferas e o subgrupo 3 englobando os virus
de cucurbitaceas (Lartey et al., 1996).

Espécies de Tobamovirus sdo transmitidas mecanicamente (Tanzi et al., 1986), via
sementes (Erkan & Delen, 1985) e sdo altamente estaveis, podendo permanecer viaveis
por longos periodos em restos de cultura (Pares & Gunn, 1989; Cuadrado Gomez, 1994;
Duarte, 1995; Pares et al., 1996).

O PMMoV é um dos patdégenos mais importantes de culturas de pimenta em todo
o mundo (Alonso et al., 1989; Oka et al., 2008), principalmente para os cultivos
protegidos (Wetter e Conti, 1988 ). Esta espécie € facilmente transmitida por inoculacéo
mecanica e por manipulacdo durante o cultivo, bem como através do enxerto e sementes
contaminadas (Lewandowski , 1999; Genda et al., 2005; Svoboda et al., 2006). O
PMMoV foi detectado no Brasil infectando plantas de pimenta (Capsicum baccatum) e

pimentdo (Kobori et al., 2001; Cezar et al., 2003; Eiras et al., 2003).
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CAPITULO 2

Prospeccao de virus em espécies arbdreas

Resumo

Espécies arboreas e arbustivas podem ser reservatorios de virus desconhecidos ou que
ocorrem em outras culturas. No Brasil, entretanto estes estudos sdo incipientes,
especialmente para espécies do bioma Cerrado (‘savana brasileira’). Um dos objetivos
do presente trabalho foi a prospec¢do de virus em espécies arboreas. Foram coletadas
148 amostras em um total de 78 espécies arboreas e arbustivas (58 identificadas ao nivel
de espécie e 20 ainda aguardam identificacdo). Destas 78 espécies, 23 foram
provenientes de ambiente de Area de Protecio Ambiental (APA) da Estacio
Experimental de Biologia (EEB-UnB), 27 do viveiro do Centro de Referéncia em Areas
Degradadas do Bioma Cerrado (CRAD-UnB) e 32 do viveiro da Companhia
Urbanizadora da Nova Capital (NOVACAP). Quatro amostras foram comuns entre as
coletas do CRAD e NOVACAP. Todas as espécies que aguardam identificacdo sdo
provenientes da EEB-UnB. Todas as amostras foram testadas para 12 espécies virais
classificadas em cinco géneros de virus importantes para a agricultura. Estes cinco
géneros e suas espécies sdo listados a seguir: Cucumovirus (Cucumber mosaic virus -
CMV), Tospovirus (Groundnut ringspot virus - GRSV, Tomato chlorosis spot virus -
TCSV, Tomato spotted wilt virus - TSWV e Zucchini lethal chlorosis virus - ZLCV),
Potyvirus (Potato virus Y- PVY, Watermelon mosaic virus - WMV, Papaya ringspot
virus - PRSV, Zucchini yellow mosaic virus - ZYMV e Pepper yellow mosaic virus -
PepYMV), Tobamovirus (Pepper mild mottle virus - PMMoV) e Begomovirus. Para
este Gltimo utilizou-se primers universais usados na identificacdo de espécies que
infectam o tomate (Solanum lycopersicum). Os resultados mostraram que das 23
espécies coletadas na APA-EEB, em torno de 61% apresentaram resultado positivo para
pelo menos uma espécie viral testada, entretanto apenas trés espécies botanicas foram
identificadas ao nivel de espécie. Destas, 0 jameldo (Syzygium cumini) foi positivo para
TSWV, TCSV e PVY, a sibipiruna (Caesalpinia pluviosa) para WMV, PepYMV,
ZYMV, PRSV, CMV e TSWV, enquanto a falsa quaresmeira (Miconia albicans) foi
positiva para WMV e TSWV. De todas as amostras provenientes da APA-EEB e
também de todos os outros locais de coleta avaliados neste trabalho, somente uma
espécie classificada na familia Passifloraceae foi positiva para Begomovirus. Das 27
espécies coletadas no CRAD, a porcentagem de amostras positivas para pelo menos
uma espécie viral ficou em torno de 63%, sendo que desta porcentagem, 48% foram
positivas para espécies do género Tospovirus e nenhuma delas foi positiva para
PepYMV, WMV e Begomovirus. Os resultados deste local de coleta relacionados por
amostras e virus encontram-se listados a seguir: amostras de ipé amarelo (Handroanthus
serratifolius) foram positivas para GRSV e TSWV; ipé preto (Zeyheria tuberculosa)
para GRSV, TSWV, TCSV, PRSV, PVY e CMV, capitdo do mato (Buchenavia
tomentosa) para GRSV; angelim (Andira vemifuga) para GRSV e CMV; tamboril da
mata (Enterolobium contorsiliquum) para GRSV e TSWV; tamanqueira (Aegiphila
integrifolia) para TSWV; mamica de porca (Zanthoxylum rhoifolium) para GRSV,
TSWV, PVY e ZYMV; tingui (Callaeum psilophyllum) para TCSV; mama-cadela
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(Brosimum gaudichaudii) para TSWV; amburana (Amburana cearensis) para TCSV;
pau pombo (Matayba elaeagnoides) para PMMoV; jatobd da mata (Hymenaea
courbaril) para ZLCV; maracujazeiro para GRSV e TSWV; pixirica do campo
(Miconia ferruginata) para GRSV; paineira do Cerrado, café de urubu carvoeiro
(Sclerolobium melinonii) para PMMoV. Os resultados da coleta proveniente do viveiro
da NOVACAP revelaram que nenhuma das amostras estava infectada por PepYMV e
Begomovirus, enquanto 62,5% encontrava-se infectada por pelo menos alguma espécie
viral. Desta porcentagem 59,5% correspondia a espécies classificadas em Tospovirus.
Estes resultados encontram-se listados a seguir: amburana, barbatimao
(Stryphnodendron adstrigens), carambola (Averrhoa carambola), copaiba (Copaifera
langsdorfii), graviola (Annona muricata), ingd mirim (Inga laurina), ipé caraiba
(Tabebuia aurea), ipé roxo (Tabebuia impetiginosa), lofantera (Lophantera lactescens),
mirindiba (Lafoensia glyptocarpa) e quaresmeira (Tibouchina granulosa) apresentaram
infeccdo mista com as espécies GRSV e TSWV. O GRSV foi ainda detectado em
feijdo-cru (Lonchocarpus muehlbergianus), ligustro (Ligustrum lucidum), pau Brasil
(Caesalpinia echinata), piund (Eugenia melanogyna), quaresmeira e o0 TSWV em
jenipapo (Genipa americana) e olho de cabra (Abrus arboreus). As espécies
barbatim&o, ingd mirim, ipé roxo, jenipapo, ligustro e pau Brasil, foram positivas para o
TCSV, enquanto eucalipto (Eucalyptus spp.), feijdo-cru, pau jacaré (Piptadenia
gonoachanta), pau Brasil e quaresmeira foram positivas para o ZLCV. Dentre as
espécies avaliadas para Potyvirus, feijdo-cru e pau jacaré foram positivas para PRSV e
feijdo-cru, graviola, pau jacaré e olho de cabra para ZYMV. Amostras de graviola e o
plumbago (Plumbago auriculata) foram positivas para WMV e PVY respectivamente,
enquanto amostras de jenipapo e barbatimdo foram positivas para PMMoV. Estes
resultados demonstram o grande potencial das espécies avaliadas como reservatério de
espécies virais.

Palavras-chave: espécies florestais, Begomovirus, Potyvirus, Tospovirus,
Cucumovirus, Tobamovirus

Abstract

Tree and shrub species may be reservoirs of unknown viruses or of viruses occurring in
a range of agronomic crops. However, these studies are incipient in Brazil, especially in
relation to species of the Cerrado (‘tropical savanna’) area. One major objective of the
present work was to search for the natural occurrence of viruses in woody species. One
hundred forty-eight samples were collected from 78 tree and shrub species (58 of them
identified at species level). Of these 78 species, 23 were collected from the
Environmental Protection Area (APA) of Experimental Biology Station (EEB - UNB),
27 in the nursery of the Reference Center on Degraded Areas of the Cerrado Biome
(CRAD - UNB) and 32 in nursery of the NOVACAP. Four samples were present in
both CRAD and NOVACAP areas. These plants were tested for 12 viral species
classified in five genera of agricultural importance:[Cucumovirus (Cucumber mosaic
virus - CMV), Tospovirus (Groundnut ringspot virus - GRSV, Tomato chlorosis virus
spot - TCSV, Tomato spotted wilt virus - TSWV and Zucchini lethal chlorosis virus -
ZLCV) Potyvirus (Potato virus Y - PVY, Watermelon mosaic virus - WMV, Papaya
ringspot virus - PRSV, Zucchini yellow mosaic virus - ZYMV and Pepper yellow
mosaic virus - PepYMYV), Tobamovirus (Pepper mild mottle virus - PMMoV) and
Begomovirus]. For the latter was used universal primers used to identify species that
infect tomato (Solanum lycopersicum). The results showed that of the 23 species
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collected in APA- EEB, around 61 % of the samples were positive for at least one viral
species. Of these, jameldo (Syzygium cumini) was positive for TSWV, PVY and
TCSV;sibipiruna (Caesalpinia pluviosa) was positive for WMV, PepYMV, ZYMV,
PRSV, CMV and TSWV, while the false quaresmeira (Miconia albicans) was positive
for WMV and TSWV. Of all evaluated samples, only one species (classified in
Passifloraceae family) was positive for Begomovirus. Of the 30 species collected in
CRAD, the frequency of samples positive for at least one viral species was around 63%,
48 % were positive for species of Tospovirus and none of them were positive for
PepYMV, WMV and begomovirus. The results of plant samples and viruses found in
the survey are the following: ipé amarelo (Handroanthus serratifolius) positive for
GRSV and TSWV; ipé preto (Zeyheria tuberculosa) for GRSV, TSWV, TCSV, PRSV,
PVY and CMV; capitdo do mato (Buchenavia tomentosa) for GRSV; angelim (Andira
vemifuga) for GRSV and CMV; tamboril da mata (Enterolobium contorsiliquum) for
GRSV and TSWV; tamanqueira (Aegiphila integrifolia) for TSWV; mamica de porca
(Zanthoxylum rhoifolium) for GRSV, TSWV, PVY and ZYMV; tingui (Callaeum
psilophyllum) for TCSV; mama-cadela (Brosimum gaudichaudii) for TSWV; carvoeiro
(Sclerolobium melinonii) for PMMoV; amburana (Amburana cearensis) for TCSV;
pixirica do campo (Miconia ferruginata) for GRSV, jatoba da mata (Hymenaea
courbaril) for ZLCV; maracujazeiro for GRSV and TSWV; paineira do Cerrado, café
de urubu, and pau pombo (Matayba elaeagnoides) for PMMoV. NOVACAP results
revealed that none of the samples were infected by PepYMV and Begomovirus, while
62.5 % was found to be infected by at least some viral species. This percentage 59.5 %
corresponded to species classified in Tospovirus. These results are listed below:
amburana, barbatimdo (Stryphnodendron adstrigens), carambola (Averrhoa carambola),
copaiba (Copaifera langsdorfii), soursop (Annona muricata), ingad mirim (Inga laurina),
ipé caraiba (Tabebuia aurea), ipé roxo (Tabebuia impetiginosa), lofantera (Lophantera
lactescens), mirindiba (Lafoensia glyptocarpa) and quaresmeira (Tibouchina granulosa)
had mixed infection with TSWV and GRSV species. The GRSV was also detected in
feijdo-cru (Lonchocarpus muehlbergianus), ligustro (Ligustrum lucidum), pau Brasil
(Caesalpinia echinata), piuna (Eugenia melanogyna) and TSWV in quaresmeira,
jenipapo (Genipa americana) and olho de cabra (Abrus arboreus). The plant species
barbatimdo, ingd mirim, ipé roxo, jenipapo, ligustro and pau Brasil, were positive for
TCSV while eucalipto (Eucalyptus spp.), feijdo-cru, pau de jacaré (Piptadenia
gonoachanta), pau Brasil and quaresmeira were positive for ZLCV. Among the species
evaluated for potyvirus feijdo-cru and pau de jacaré were positive for PRSV and feijéo-
cru, graviola, pau de jacaré and olho de cabra ZYMV. Samples of graviola and
plumbago (Plumbago auriculata) were positive for WMV and PVY, respectively, while
samples jenipapo and barbatimédo were positive for PMMoV. These results demonstrate
the great potential of the species evaluated as a reservoir of viral species.

Keywords: tree species, Begomovirus, Potyvirus, Tospovirus, Cucumovirus,
Tobamovirus

1. Introducéo
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A busca por uma economia mais verde, baseada na sustentabilidade, reserva um
papel de destaque para as florestas, a silvicultura e os produtos florestais e arbdreos
(FAO, 2011). Segundo o PNUMA (2011) uma economia verde resulta em melhoria do
bem-estar da humanidade e em menores niveis de desigualdade social, a0 mesmo tempo
em que reduz significativamente riscos ambientais e escassez de recursos de origem
ecoldgica. A diminuicdo dos riscos ambientais contribui consequentemente, para a
conservacédo da biodiversidade e preservacao das florestas.

A biodiversidade ¢ um dos recursos mais valiosos e para a sua manutencdo e
melhor aproveitamento, é preciso que a mesma seja mais bem conhecida, com base em
levantamentos e estudos taxondmicos (Goulart, 2007).

O Brasil possui a maior biodiversidade do planeta distribuida em seus sete biomas
Amazonia, Caatinga, Cerrado, Costeiro, Mata Atlantica, Pampa e Pantanal,

Dentre estes biomas merece destaque a Amazodnia. A floresta Amazénica é
considerada a maior floresta tropical umida do mundo e possui em torno de 5,5 milhdes
de quilémetros quadrados e um terco de todas as espécies vivas do planeta. A estimativa
existente € de que a Floresta Amazo6nica abrigue mais de cinco milhGes de espécies
vegetais, das quais apenas 30.000 foram identificadas.

Outro Bloma que merece destaque é o Cerrado. Este Bioma também recebe o
nome de ‘savana brasileira’ e engloba os estados de Goias, Tocantins, Mato Grosso,
Mato Grosso do Sul, Pard, Maranh&o, Minas Gerais, Piaui, Bahia e S&o Paulo.

O Bioma Cerrado ¢é considerado um ‘hotspot’ mundial da biodiversidade com
cerca de 11.627 espécies de plantas vasculares catalogadas e em torno 90.000 espécies
de insetos. O Cerrado vem sofrendo forte pressdo pela expansdo de fronteiras

agropecuadrias, refletindo em uma reducéo de aproximadamente 50% de sua cobertura
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vegetal nativa (MMA, 2013). Essa pressdo agricola torna o ambiente no Bioma Cerrado
propicio ao surgimento de novos patdgenos, incluindo patdgenos virais.

Além da importancia do ponto de vista de biodiversidade, areas florestais
compreendidas nos sete biomas, apresentam também grande importancia econémica.

Em nivel mundial a area florestal compreende pouco mais de quatro bilhGes de
hectares, 0 que corresponde a aproximadamente um terco da area terrestre (FAO, 2010).
O setor florestal é responsavel por uma média de 2% do PIB mundial (FAO, 2012) e os
produtos advindos deste setor séo classificados em produtos florestais madeireiros
(PFMs) e produtos florestais ndo madeireiros (PFNMs) (FAO, 1998 e MMA, 2014).

No Brasil, os PFMs, em grande parte, vém de florestas plantadas em
monocultivos principalmente com as espécies de Eucaliptus e Pinus. Os PFNMs, em
sua maioria, sdo retirados das florestas nativas e usados na industria alimenticia: agai
(Euterpe oleracea), aracd (Psidium araca), umbu (Spondias tuberosa) e palmito
(Syagrus oleracea); na industria cosmética: cupuagu (Theobroma grandiflorum),
castanha-do-para (Bertholletia excelsa), acai, andiroba (Carapa guianensis), buriti
(Mauritia flexuosa), pariparoba (Piper peltatum); industria farmacéutica: copaiba
(Copaifera langsdorfii), jenipapo (Genipa americana), sucupira (Pterodon spp.),
barbatimédo (Stryphnodendron adstringens) e na industria de limpeza: eucalipto e céco
(Cocos nucifera).

No presente trabalho optou-se pelo uso de espécies arboreas em substitiuicdo ao
termo espécies florestais principalmente pelo fato de que de acordo com termos
conceituais da area todas as espécies florestais sdo arbdreas, entretanto nem todas as
espécies tidas como arboreas sdo florestais.

Algumas espécies arboreas principalmente do Cerrado, ja sdo amplamente

utilizadas na arborizagédo de parques e jardins no Distrito Federal e entorno. Dentre elas
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podem ser citadas: mulungu (Erytrhina velutina), paineira branca ou barriguda (Ceiba
glaziovii), paineira rosa (Ceiba speciosa), ipé (Handroanthus spp., Zeyhera spp.,
Tabebuia spp.), pata de vaca (Bahuinia spp), cumbuca de macaco (Lecithys pisonis),
mutamba (Guazuma ulmifolia), jenipapo (Genipa americana), inga (Inga spp.), dentre
outras. Outras espécies vém sendo introduzidas na alimentacdo através de sucos,
sorvetes, bolos, geléias e doces pequi - Caryocar brasiliensis, cagaita, baru, araticum,
araca, pitanga (Eugenia uniflora) e murici (Byrsonima crassifolia), dentre outras.

Na arborizacdo do Distrito Federal também podem ser encontradas espécies
introduzidas como jambo rosa (Syzygum malacense) e reseda (Lagestroemia indica)
introduzidas da Polinésia e Asia (Silva Jr, 2010).

Os problemas fitossanitarios no cultivo destas espécies podem ocorrer em pré- ou
pOs-emergéncia, destacando-se principalmente problemas com pragas e patdgenos
fungicos (Alfenas et al., 2004). Fungos causadores de ‘damping-off” correspondem a um
dos principais problemas nesta fase de desenvolvimento da planta. Quanto as pragas,
principalmente em ambientes tropicais, 0s principais problemas ocorrem devido as
formigas cortadeiras e os lepidopteros desfolhadores (Zandncio et al., 1992; 1993; Della
Lucia, 1996), bem como os coledpteros (Gray, 1972).

Estudos de virus em espécies arbOreas sdo raros no pais. Este fato pode ser
explicado pelas caracteristicas intrinsecas dos virus.

Em outros paises existem varios estudos mostrando que as viroses estdo
relacionadas a declinios de florestas européias e norte americanas (Nienhaus & Castello,
1989; Jamalainen, 1957; Kegler et al., 1996; Arndt et al., 2007). Algumas espécies
virais sdo especificas de plantas arboreas e florestais e outras correspondem a virus

importantes de espécies cultivadas.
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Entre os virus encontrados infectando espécies arboreas estdo o EIm mottle virus -
EMV (Jones & Mayo, 1973; Schmelzer et al., 1966), Cherry leaf roll virus - CLRV
(Ford et al., 1972), Tomato bushy stunt virus - TBSV (Novak & Lanzova, 1980) Arabis
mosaic virus - ArMV (Thomas, 1970), Tobacco ringspot virus - TRSV (Fulton, 1969) e
European mountain ash ringspot-associated virus - EMARaV (Jamalainen, 1957;
Kegler et al., 1996; Mielke & Muehlbach, 2007).

Algumas espécies virais importantes para a agricultura apresentam ampla gama de
hospedeiras entre angiospermas e gminospermas. De acordo com Scholthof et al. (2011)
merecem destaque algumas espécies virais classificadas nos géneros Begomovirus,
Cucumovirus, Potyvirus, Tobamovirus e Tospovirus.

Algumas espécies virais importantes no pais classificadas nestes cinco géneros
sdo listadas a seguir: género Cucumovirus (Cucumber mosaic virus - CMV), Tospovirus
(Groundnut ringspot virus - GRSV, Tomato chlorosis spot virus - TCSV, Tomato
spotted wilt virus - TSWV e Zucchini lethal chlorosis virus - ZLCV), Potyvirus (Potato
virus Y- PVY, Watermelon mosaic virus - WMV, Papaya ringspot virus - PRSV,
Zucchini yellow mosaic virus - ZYMV e Pepper yellow mosaic virus - PepYMV),
Tobamovirus (Pepper mild mottle virus - PMMoV) e Begomovirus.

De acordo com Farias (2012) plantas nativas do Cerrado sdo hospedeiras de
importantes espécies virais classificadas nos géneros Tospovirus (GRSV e TSWV),
Potyvirus (PVY) e uma espécie de Begomovirus

Estes resultados refletem a necessidade e importancia do estudo de espécies virais
na interface vegetacdo nativa e areas cultivadas. Grande parte dos virus de plantas é
disseminada através de vetores, principalmente insetos e acaros, facilitando o transito de

virus entre ecossistemas naturais e agricolas.
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Neste contexto este trabalho foi realizado visando analisar amostras coletadas
em Area de Protecio Ambiental (APA) localizada na Estacdo Experimental de Biologia
(EEB) - Universidade de Brasilia, viveiro do CRAD (Centro de Referéncia em
Conservacio da Natureza e Recuperacdo de Areas Degradadas) e NOVACAP
(Companhia Urbanizadora da Nova Capital do Brasil) quanto a presenca de 12
importantes espécies virais distribuidas nos géneros Begomovirus, Cucumovirus,
Potyvirus, Tobamovirus e Tospovirus.

Um total de 148 amostras (distribuidas em 78 espécies botanicas) foi analisado.
Vaérias destas espécies, nativas do Bioma Cerrado, sdo importantes e amplamente
utilizadas como alimento, fonte de madeira, subprodutos para farmacos e arborizacado do

Distrito Federal e Entorno.

2. Material e Métodos

2.1. Locais de realizacdo dos experimentos

> Laboratorio de Virologia Vegetal (LVV) do Departamento de
Fitopatologia da Universidade de Brasilia

> Estacdo Experimental de Biologia da Universidade de Brasilia - EEB

> Laboratorio de Virologia e Biologia Molecular da Embrapa Hortalicas

2.2. Locais de coletas das amostras

> Area de Protecio Ambiental (APA) localizada na Estacdo Experimental
de Biologia (EEB) - Universidade de Brasilia (APA - EEB - UnB).

> Viveiro do Centro de Referéncia em Conservacdo da Natureza e

Recuperacdo de Areas Degradadas (CRAD - UnB).
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> Viveiro da Companhia Urbanizadora da Nova Capital do Brasil
(NOVACAP).

Todas as coletas foram realizadas em 2013 e as espécies avaliadas encontram-se
listadas na Tabela 2.

Ao todo, 148 amostras (78 espécies boténicas) foram analisadas, sendo 23
provenientes da APA-EEB-UnB (23 espécies botanicas), 51 do CRAD (27 espécies
boténicas) e 74 da NOVACAP (32 espécies botanicas). Dentre as 78 espécies botanicas
analisadas no trabalho, 58 foram identificadas e 20 (provenientes da APA-EEB-UnB)
aguardam identificacdo e, portanto, ndo foram discutidas neste trabalho. As espécies
olho de cabra (Abrus arboreus), inga branco (Inga laurina), amburana (Amburana
cearensis) e aroeira (Myracrondum urundeuva) constituem coletas em comum do

CRAD e NOVACAP.

60



Tabela 2. Lista de espécies arbdreas/arbustivas pelo local de coleta, Bioma brasileiro ou centro de origem, habito, nome popular, cientifico e

familia botéanica.

Local de coleta

Bioma/habito*

Nome popular*

Nome cientifico*

Familia*

CRAD

Amazonia / arbusto

Guazutibaim

Rosenbergiodendron longiflorum

Rubiaceae

Caatinga / arbdrea

Bacupari da mata

Cheiloclinium congnatum

Celastraceae

Cerrado / arborea

Angelim Andira vermifuga Papilionoideae
Babosa branca Cordia superba Boraginaceae
Tarumarana Buchenavia tomentosa Combretaceae
Café de urubu Psychotria mapourioides Rubiaceae
Tingui Callaeum psilophyllum Malpighiaceae
Capitdo do mato Terminalia argéntea Combretaceae
Carvoeiro Sclerolobium melinonii Fabaceae
Inga mirim Inga cylindrica Fabaceae
Ipé amarelo Handroanthus serratifolius Bignoniaceae

Ipé preto e Bolsa de pastor

Zeyheria tuberculosa

Bignoniaceae

Jatoba da mata Hymenaea courbaril Fabaceae
Mama-cadela Brosimum gaudichaudii Moraceae
Mamica de porca Zanthoxylum rhoifolium Rutaceae
Pixirica do campo Miconia ferruginata Melastomataceae
Paineira do Cerrado Eriotheca pubescens Malvaceae
Pau pombo e Camboata Matayba elaeagnoides Sapindaceae
Tamanqueira e Pau de tamanco Aegiphila integrifélia Lamiaceae
Tamboril da mata Enterolobium contortisiliqguum Fabaceae
Cerrado / arbusto Fedegoso gigante Senna alata Fabaceae
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Unha de gato Senegalia bonariensis Fabaceae
Cerrado / herbaceo Maracujazeiro Passiflora pohlie Passifloraceae
India / arborea Jameldo Syzygium cumini Myrtaceae

Cerrado / arbdrea

Falsa quaresmeira

Miconia albicans

Melastomataceae

EEB! Mata Atlantica /
] arborea Sibipiruna Caesalpinia pluviosa Fabaceae
Africa do Sul /
arbusto Plumbago e Jasmim azul Plumbago auriculata Plumbaginaceae
Curupita Couroupita guianensis Lecythidaceae
Amazonia/ arbdrea Lofantera e Chuva de oura Lophantera lactescens Malpighiaceae
Pau santo e MacaUba preta Platymiscium ulei Fabaceae
América Central /
arborea Jenipapo Genipa americana Rubiaceae
Antilhas/ arbusto Graviola Annona muricata Annonaceae
Asia / arborea Carambola Averrhoa carambola Oxalidaceae
Limdo Citrus limonium. Rutaceae
Caatinga / arbdrea Sansdo do campo Mimosa caesalpiniaefolia Fabaceae
Copaiba (Pau d’6leo) Copaifera langsdorfii Fabaceae
Barbatiméao Stryphnodendron adstringens Fabaceae
Cajueiro do Cerrado Anacardium humile Anacardiaceae
Feijdo cru e Rabo de bugio Lonchocarpus muehlbergianus Fabaceae
Guarantd Esenbeckia leiocarpa Rutaceae
Ipé caraiba Tabebuia aurea Bignoniaceae
Ipé roxo Handroanthus impetiginosus Bignoniaceae
Cerrado / arborea Jacarandd mimoso Jacaranda mimosifolia Bignoniaceae
NOVACAP Pau de jacaré Piptadenia gonoachanta Fabaceae
Jatoba pitomba Hymenaea sp. Fabaceae
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Mirindiba e Dedaleiro Lafoensia glyptocarpa Lythraceae
Pequi Caryocar brasilense Caryocaraceae
China / arborea Ligustro e Alfeneiro Ligustrum lucidum Oleaceae
Europa / arborea Sobro Roupala Montana Proteaceae
Jabuticaba Plinia trunciflora Myrtaceae
o Pau Brasil Caesalpinia echinata Fabaceae
Mata Atlantica / — - :
. Piuna e Camboim Eugenia melanogyna Myrtaceae
arborea
Quaresmeira Tibouchina granulosa Melastomataceae
Oceania / arborea Eucalipto Eucalyptus spp. Myrtaceae
Caatinga / arbdrea Amburana e Cerejeira Amburana cearensis Fabaceae
NOVACAP/CRA Aroeira Myracrodun urundeuva Anacardiaceae
D ) Olho de cabra Abrus arboreus Fabaceae
Cerrado / arbérea - -
Inga branco Inga laurina Fabaceae

1De um total de 23 espécies coletadas na Area de Preservacdo da Estacdo Experimental de Biologia da Universidade de Brasilia (APA - EEB - UnB) trés foram
identificadas no nivel de espécie e encontram-se listadas nesta Tabela. Outra amostra foi identificada no nivel de familia (Passifloraceae) e ndo encontram-se listada
nesta Tabela. * Informacdes de Bioma, habito, nome comum, nome cientifico e familia foram consultados em Silva Jr (2009, 2010); Souza & Lorenzi (2005).
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2.3. Espécies virais avaliadas
Foram avaliadas 12 espécies virais classificadas nos géneros listados abaixo:

1. Begomovirus;

2. Cucumovirus (Cucumber mosaic virus - CMV);

3. Potyvirus (Potato virus Y - PVY, Watermelon mosaic virus - WMV, Papaya
ringspot virus - PRSV e Zucchini yellow mosaic virus - ZYMV); Pepper yellow
mosaic virus - PepYMV);

4. Tospovirus (Groundnut ringspot virus- GRSV, Tomato chlorosis spot virus-
TCSV, Tomato spotted wilt virus - TSWV, Zucchini lethal chlorosis virus -
ZLCV);

5. Tobamovirus (Pepper mild mottle virus - PMMoV).

2.4. Metodos de deteccao
Para deteccdo das espécies foram realizados testes sorologicos (Dot Blot) e moleculares

(PCR).

2.4.1. Método Soroldgico - Dot Blot

Um dos testes adotados neste trabalho para deteccdo viral foi o Dot Blot (Almeida, 1995).
A membrana de nitrocelulose foi preparada conforme a quantidade de amostras para avaliacao.
A membrana foi imersa em solucéo % PBS (0,02M KH,PQ,; 0,02M KCL; 1,4M NacCl; 0,08M
Na,HPO,, pH 7,4) até ficar completamente umedecida e apds este procedimento foi colocada
sob papel filtro até secar. Cerca de trés discos foliares das amostras foram colocados em sacos
plasticos e macerados na presenca de tampao 2 PBS acrescentado de Polivinilpirrolidona -

PVP40 (2%). Em seguida 5 pL do extrato das amostras bem como dos controles positivo e
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negativo foram aplicados na membrana. Decorrido o tempo para secagem procedeu-se o Dot -
Blot cujo protocolo encontra-se descrito a seguir.

Todo o processo foi realizado em placa de Petri e a temperatura ambiente. Inicialmente as
membranas foram mergulhadas em solucéo bloqueadora (PBS, pH 7,4, acrescido de 2% de leite
em pd (Molico) desnatado - LPD) e colocadas em agitador durante duas horas a temperatura
ambiente. A seguir adicionou-se o extrato de planta sadia, 20 mL por placa e o antissoro (19G
especifico) na diluicdo de 1:1000 permanecendo em agitacdo durante toda a noite. Foram feitas
trés lavagens com % PBS e adicionado o mesmo até encher a placa e o conjugado geral (IgG
conjugado- goat-anti-rabbit-SIGMA/A3887-1 mL), diluido 1:30000 em ¥ PBS que ficou
agitando por 3 horas. Novamente foram feitas lavagens com % PBS. O complexo antigeno-
anticorpo foi detectado pela adicdo do tampéo de revelacdo (1M tris-base; 0,1M NaCl; 5 mM
MgCl,, pH 9,5) juntamente com 5-bromo-4-clor-3-indolil fosfato (BCIP) e “nitroblue
tetrazolium” (NBT), propor¢do 1:2 de BCIP-NBT, e colocada no agitador até revelar o
resultado. A reacdo foi interrompida mergulhando-se a membrana em agua. Os controles
positivos, das onze espécies virais avaliadas eram provenientes de indculo mantido em plantas

indicadoras em casa de vegetacdo da Embrapa Hortalicas.

2.4.2. Método Molecular: PCR

2.4.2.1. Extracdo de DNA

Inicialmente o DNA total foi extraido de cada amostra usando o protocolo de CTAB
(Boiteux et al, 1999) modificado. Trés discos foliares de cada amostra foram colocados nos
tubos de eppendorf (1,5 mL) e macerados em nitrogénio liquido. Posteriormente adicionou-se
700 uL de tampdo CTAB (Brometo de Cetil Trimetilaménio), B-mercaptoetanol (0,2%) e
PVP40 (2%). A seguir os tubos foram levados ao banho-maria por 5 minutos e apds este tempo

foi adicionado 700 uL clorofil (cloroférmio: alcool isoamilico, 24:1). Procedeu-se uma agitacéo
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vigorosa utilizando vértex e as amostras foram submetidas a centrifugacdo por 5 minutos a
13.200 rpm. O sobrenadante foi transferido a um novo tubo e adicionou-se isopropanol (2/3 do
volume do sobrenadante). Os tubos foram agitados manualmente por inversdo e em seguida
foram centrifugados a 13.200 rpm durante 13 minutos. O sobrenadante foi descartado e o
precipitado obtido foi lavado com 50 uL de etanol 70% e seco a temperatura ambiente. Para
ressuspensdo do pellet, 100 uL da solucdo de agua MiliQ foram adicionados. O DNA total foi
visualizado em gel de agarose a 1% e corado em brometo de etidio. As amostras foram

armazenadas em freezer -20 °C.

2.4.2.2. Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR)

Para a deteccdo de Begomovirus nas diferentes amostras coletadas apos a extracdo de
DNA, procedeu-se a amplificagdo utilizando um par de primers para 0 componente DNA-A:
‘PAL1v1978” (5’-GCATCTGCAGGCCCAACTYGTCTTTYCCNGT-3") e ‘PAR1c1496°(5’-
AATACTGCAGGGCTTYCTRTACATRGG-3’) (Rojas et al., 1993).

As reagoes de amplificagdo foram feitas em um volume total de 12,5 puL. contendo 1,25
ML de Tampdo 10X da enzima Taq Polymerase (100 mM Tris-HCI, pH 8,3 e 500 mM KClI,
Invitrogen), 0,5 pL de MgCl, (50 mM, Invitrogen), 0,25 pL dNTPs (2,5 mM, Invitrogen), 0,25
ML de cada primer PAL1v1978/PAR1c1496 (10uM), 0,1 pL da enzima Tag Polimerase
(5U/uL, Invitrogen), 7,9 uL de 4gua MiliQ e 2 uL. de DNA. As reagdes foram amplificadas em
termociclador programado com as seguintes condicdes: temperatura inicial de 94°C durante 2
minutos e posteriormente 35 ciclos sendo cada um deles de 94°C por 30 segundos
(desnaturacdo); 55°C por 1 minuto (anelamento) e 72°C por 3 minutos (extensdo). O produto da

PCR foi visualizado em gel de agarose a 1% e corado em brometo de etideo.

3. Resultados
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Ao todo, 148 amostras (78 espécies boténicas) foram coletadas apresentando um ou
mais sintomas similares aos induzidos por virus, tais como, desvios de cor do tipo:
amarelecimento, clorose, bronzeamento, pontos cloréticos e necroéticos, mosaico, mosqueado e

deformacdes foliares: bolhosidade, epinastia, rugosidade e encarquilhnamento.

3.1.Resultados dos testes sorolégicos e moleculares
3.1.1. Area de Preservacio Ambiental da Estacdo Experimental de Biologia da
Universidade de Brasilia (APA - EEB - UnB)

Foram coletadas e analisadas 23 amostras de 23 espécies botanicas na APA-EEB-UnB
com sintomas tipicos de virus de plantas. Até o presente momento somente trés amostras foram
identificadas no nivel de espécie sendo estas: jameldo (Syzigium cumini), sibipiruna
(Caesalpinia pluviosa) e falsa quaresmeira (Miconia albicans). Uma amostra foi identificada
no nivel de familia (Passifloraceae). Estas espécies encontram-se ilustradas na Figura 3.

As demais espécies foram analisadas, entretanto, aguardam identificacao e por isto ndo

foram incluidas neste trabalho.
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Figura 3. A-D: Espécies arboreas e arbustivas exibindo sintomas similares aos induzidos por

virus de plantas coletadas em Area de Preservacio Ambiental da Estacdo Experimental de
Biologia da Universidade de Brasilia (APA - EEB - UnB). A. Jameldo (Syzygium cumini). B.
Sibipiruna (Caesalpinia pluviosa). C. Falsa quaresmeira (Miconia albicans) e D. Espécie da
familia Passifloraceae.

De um modo geral os resultados mostraram que 60,9 % das plantas analisadas foram
positivas para pelo menos uma espécie viral. Dentre as espécies identificadas, o jamelao
(Syzygium cumini) foi positivo para TSWV, TCSV e PVY, a sibipiruna (Caesalpinia pluviosa)
para WMV, PepYMV, ZYMV, PRSV, CMV e TSWV, enquanto a falsa quaresmeira (Miconia
albicans) foi positiva para WMV e TSWV. Foram selecionadas duas membranas para ilustrar
os resultados obtidos. Nestas membranas podem ser observados que os controles (positivo e
negativo), de acordo com a espécie viral testada, reagiram conforme esperado e permitiram a
leitura das amostras testadas (Figura 4). Na letra A da Figura 4, amostras de sibipiruna e falsa
quaresmeira foram positivas para WMV e encontram-se nas posi¢cées C1 e H1. Na letra B da

mesma figura somente sibipiruna (posicdo C1) foi positiva para ZYMV. As amostras de
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jameldo (posicdo Al) e da espécie ndo identificada da familia Passifloraceae (posi¢cfes G3/H3

da Figura 4) foram negativas para estes dois virus.
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Figura 4. A-B: Membranas de teste Dot Blot com amostras de espécies arboreas provenientes da
Area de Preservacido Ambiental da Estacdo Experimental de Biologia da Universidade de Brasilia
(APA - EEB - UnB) para as espécies virais: Watermelon mosaic virus (WMV) (A) e Zucchini
yellow mosaic virus (ZYMV) (B). A maioria das espécies arbdreas encontra-se em fase de
identificacdo e as posicOes abaixo listadas correspondem as espécies j& identificadas. Al. Jameldo
(Syzygium cumini). C1. Sibipiruna (Caesalpinia pluviosa). H1. Falsa quaresmeira (Miconia
albicans) e G3/H3. Espécie da familia Passifloraceae. Amostras do controle negativo tomate
(Solanum lycopersicum) correspondem as posi¢des A5, B5 e C5, enquanto as amostras positivas
de inéculos mantidos em plantas indicadoras da Embrapa Hortaligas correspondem as posicdes E5,
F5 e G5.

As reacdes de PCR foram conduzidas conforme especificado e um amplicon foi obtido

para a espécie da familia Passifloraceae e nos controles usados como positivos. Futuramente

este amplicon sera clonado e enviado para sequenciamento.
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3.2.Centro de Conservacdo da Natureza e Recuperacdo em Areas Degradadas do
Bioma Cerrado (CRAD - UnB)

No viveiro do CRAD foram coletadas 51 amostras distribuidas em 27 espécies arbdreas
pertencentes a 16 familias botanicas. A maioria destas espécies, nativas do Bioma Cerrado,
apresentavam sintomas tipicos de virus de plantas. As mudas destas espécies estavam expostas
em canteiros ao ar livre. Dezoito destas espécies encontram-se ilustradas nas Figuras 5 e 6.

Ao realizar Dot-Blot aproximadamente 62,3% do total de espécies do CRAD foram
positivas para pelo menos uma espécie viral avaliada. O GRSV foi detectado em 30% das
mudas, seguido de TSWV com 26%, PMMoV com 15%, TCSV com 11% e os virus, PVY e
CMV responderam por 8%. As espécies ZYMV, ZLCV e PRSV foram detectadas em 4% das
espécies avaliadas. N& houve nenhuma amostra positiva para Begomovirus, WMV e

PepYMV.
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Figura 5. A-1: Espécies arbdreas e arbustivas exibindo sintomas similares aos induzidos por virus de plantas,

coletadas em viveiro do CRAD (Centro de Referéncia em Areas Degradadas do Bioma Cerrado da
Universidade de Brasilia). A. Ipé preto (Zeyheria tuberculosa). B. Fedegoso gigante (Senna alata). C.
Tamboril da mata (Enterolobium contortisiliquum). D. Tarumarana (Buchenavia tomantosa). E. Capitdo do
mato (Terminalia argentea). F. Angelim (Andira vermifuga). G. Inga mirim (Inga cylindrica). H. Jatoba da

mata (Hymenaea courbaril) e I. Tingui (Callaeum psilophyllum).
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Figura 6. A-1: Espécies arboreas e arbustivas exibindo sintomas similares aos induzidos por virus de plantas
coletadas em viveiro do CRAD (Centro de Referéncia em Areas Degradadas do Bioma Cerrado da Universidade
de Brasilia).A. Tamanqueira (Aegiphila integrifolia) B. Ipé amarelo (Handroanthus serratifolius). C. Mamica de
porca (Zanthoxylum rhoifolium). D. Mama-cadela (Brosimum gaudichaudii). E. Olho de cabra (Abrus arboreus).
F. Carvoeiro (Sclerolobium melinonii). G. Guazutibaim (Rosenbergiodendron longiflorum). H. Paineira do

Cerrado (Eriotheca pubescens) e I. Falsa quaresmeira (Miconia albicans).

Foram selecionadas duas membranas para ilustrar os resultados obtidos com as espécies
virais PRSV (Figura 7A) e o TSWV (Figura 7B). Nestas membranas podem ser observados
que os controles (positivo e negativo) de acordo com a espécie viral testada estavam

apropriados para comparagdo com as amostras coletadas.
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Figura 7. A-B: Membranas de Dot Blot com amostras de espécies arbéreas provenientes do CRAD -UnB
(Centro de Referéncia em Areas Degradadas do Bioma Cerrado da Universidade de Brasilia)
exemplificadas para dois virus: Papaya ringspot virus (PRSV) (A) e Tomato chlorosis spot virus
(TSWV) (B).Para a membrana A, amostras positivas sdo visualizadas nas posi¢Oes: E2 e F2 e para a
membrana B nas posicdes: E2, F2, F4 e C6, conferir espécies abaixo. O nome (comum e cientifico) das
espécies arbdreas e suas posigdes na membrana encontram-se a seguir: Al a G1. Ipé amarelo
(Handroanthus serratifolius). H1. Inga branco (Inga laurina). 11, J1, A2 a B2. Ingd mirim (Inga
cylindrica). C2 e D2. Aroeira (Myracrodun urundeuva). E2 e F2. Ipé preto (Zeyheria tuberculosa). G2 a
12. Tarumarana (Buchenavia tomentosa). J2 e A3. Capitdo do mato (Terminalia argentea). B3 e C3.
Angelim (Andira vermifuga). D3 e E3. Paineira do cerrado (Eriotheca pubescens). F3 e G3. Guazutibaim
(Rosenbergiodendron longiflorum). H3 a J3. Babosa branca (Cordia superba). A4 e B4 Tamanqueira
(Aegiphila integrifolia). C4 e D4 Mamica de porca (Zanthoxylum rhoifolium). E4 e F4 Tingui (Callaecum
psilophyllum). G4 e H4 Fedegoso gigante (Senna alata). J4 Bacupari da mata (Cheiloclinium
congnatum). A5 e B6 Miconia (Tibouchina granulosa). C5. Mamacadela (Brosimum gaudichaudii). D5.
Unha de gato (Senegalia bonariensis). E5. Jatob4 da mata (Hymenaea courbaril). H5. Carvoeiro
(Sclerolobium melinonii). 15. Tamboril da mata (Enterolobium contortisiliquum). A6. Olho de cabra
(Abrus arboreus). C6. Amburana (Amburana cearensis). D6. Maracujazeiro (Passiflora pohlii). E6. Pau
pombo (Matayba elaeagnoides) e H6. Café urubu (Psychotria mapourioides). As posices néo
mencionadas aqui ndo apresentam interesse para esse trabalho. Amostras do controle negativo tomate
(Solanum lycopersicum) correspondem as posi¢des A7, B7, C7, D7 e E7 enquanto as amostras positivas
sdo in6culos mantidos em plantas indicadoras correspondendo as posicdes F7, G7, H7, 17 e J7.
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Os resultados desta coleta encontram-se na Tabela 3. As espécies virais TSWV e GRSV
foram detectadas na maioria das amostras positivas causando infec¢cdo mista em ipé amarelo
(Handroanthus serratifolius), ipé preto (Zeyheria tuberculosa), tamboril da mata
(Enterolobium contortisiliquum) e mamica de porca (Zanthoxylum rhoifolium). O
maracujazeiro (Passiflora pohlii), tamanqueira (Aegiphila integrifolia) e mama-cadela
(Brosimum gaudichaudii) foram positivas para TSWV, enquanto as espécies capitdo do mato
(Terminalia argentea), angelim (Andira vermifuga) e miconia (Tibouchina granulosa)
apresentaram resultado positivo para GRSV. Além disto, foi possivel observar também que
amostras de ipé preto, tingui (Callaeum psilophyllum) e amburana (Amburana cearensis) se
mostraram positivas para TCSV. A espécie viral ZLCV foi detectada apenas em jatoba da mata
(Hymenaea courbaril).

Dentre as espécies de Potyvirus analisadas, resultados positivos foram observados em
ipé preto (PRSV e PVY), mamica de porca (PVY e ZYMV).

O CMV, espécie viral encontrada frequentemente em espécies cultivadas foi detectado
em angelim e ipé preto.

Para a espécie de Tobamovirus, 0 PMMoV, foi detectado em carvoeiro (Sclerolobium
melinonii), paineira do Cerrado (Eriotheca pubescens), pau pombo (Matayba elaeagnoides) e
café de urubu (Psychotria mapourioides).

Nenhuma das amostras analisadas apresentou reacdo positiva para as espécies de
Potyvirus: PepYMV e WMV.

Nenhum amplicén foi obtido utilizando primers para espécies de Begomovirus que

infectam tomateiro e outras solanaceas.
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Tabela 3: Lista de espécies arbdreas coletadas por nome cientifico, nome comum (quantidade de amostras de plantas distintas), sintomas e

resultados de detecgdo soroldgica diretamente das espécies coletadas.

Nome cientifico

Nome comum
(nGmero de amostras)

Sintomas (separados por linhas por amostras)

Dot-Blot
(amostras positivas/amostras totais)

Terminalia argentea

capitédo do mato (2)

lesdes necroticas

Nenhum resultado positivo para as espécies
virais avaliadas*

Amarelecimento

GRSV(1/1)

Andira vermifuga

angelim (2)

pontos necroticos, clorose e rugosidade

GRSV(1/2) e CMV(1/2)

Enterolobium
contortisiliquum

tamboril da mata(2)

amarelecimento e bolhosidade

GRSV/(1/2) e TSWV(1/2)

Zanthoxylum mamica de porca (2) amarelecimento GRSV e TSWV(1/1)
rhoifolium clorose GRSV, PVY e ZYMV(L/1)
Zeyheria ipé preto (2) necrose nos bordos, pontos cloraticos GRSV, TCSV, TSWV, PRSV, PVYe

tuberculosa

CMV/(1/1)

clorose

GRSV, TCSV, TSWV, PRSV e PVY(1/1)

Handroanthus
serratifolius

ipé amarelo (7)

amarelecimento, epinastia

GRSV(2/7) e TSWV(6/7)

bolhosidade

Nenhum resultado positivo para as espécies
virais avaliadas*

Passiflora pohlie maracujazeiro (1) amarelecimento e rugosidade GRSV e TSWV
Sclerolobium carvoeiro (1) amarelecimento e pontos bronzeados PMMoV
melinonii’
Eriotheca pubescens paineira (1) amarelecimento e pontos necroticos PMMoV
Matayba pau pombo (1) amarelecimento PMMoV
elaeagnoides
Psychotria café urubu (1) rugosidade e amarelecimento PMMoV

mapourioides
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Amburana cearensis amburana (1) Amarelecimento TCSV
Callaeum tingui (2) Amarelecimento TCSV(1/2)
psilophyllum
Aegiphila tamanqueira (2) deformacéo nos bordos foliares e TSWV(1/2)
integrifolia amarelecimento
Brosimum mama-cadela (1) amarelecimento e pontos bronzeados TSWV(1/1)
gaudichaudii
Hymenaea courbaril | jatoba da mata (1) Amarelecimento ZLCV(1/1)
Miconia ferruginata | pixirica do campo pontos cloraticos GRSV(1/2)

(2)

Inga laurina inga branco (1) pontos cloréticos
Inga cylindrica ingd mirim (4) amarelecimento e nanismo
Myracrodun aroeira (2) pontos clordticos e clorose
urundeuva
Buchenavia tarumarana (3) lesdo necrotica nos bordos e
tomentosa amarelecimento
Rosenbergiodendron guazutibaim (2) amarelecimento, necrose e rugosidade
longiflorum

Cordia superba

babosa branca (3)

amarelecimento

Senna alata fedegoso gigante (2) amarelecimento e necrose nos bordos
Cheiloclinium bacupari da mata (1) clorose
congnatum
Senegalia unha de gato (1) amarelecimento
bonariensis

Abrus arboreus

olho de cabra (1)

amarelecimento e rugosidade

Nenhum resultado positivo para as espécies
virais avaliadas*

* Todas as amostras foram testadas para 12 espécies virais: Cucumber mosaic virus - CMV, Groundnut ringspot virus - GRSV, Tomato chlorosis spot virus - TCSV, Tomato
spotted wilt virus - TSWV, Zucchini lethal chlorosis virus - ZLCV, Potato virus Y- PVY, Watermelon mosaic virus - WMV, Papaya ringspot virus - PRSV, Zucchini yellow
mosaic virus - ZYMYV, Pepper yellow mosaic virus - PepYMV, Pepper mild mottle virus - PMMoV e Begomovirus. Para este Gltimo utilizou-se primers universais usados na
identificacdo de espécies que infectam o tomate (Solanum lycopersicum.
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3.3. Coleta: Companhia Urbanizadora da Nova Capital do Brasil (NOVACAP)
Na NOVACAP 74, amostras foliares de 32 espécies arbdreas e arbustivas classificadas
em 16 familias boténicas foram coletadas e algumas apresentavam sintomas tipicos de virus de

plantas. Algumas destas amostras encontram-se ilustradas nas Figuras 8 e 9.

-y y
ST
Y

Figura 8. A-l: Espécies arboreas e arbustivas exibindo sintomas similares aos induzidos por virus de

plantas coletadas em viveiro da NOVACAP (Companhia Urbanizadora da Nova Capital do Brasil). A.
Jabuticaba (Plinia trunciflora). B Eucalipto (Eucalyptus spp.). C. Lofantera (Lophanthera lactescens).
D. Jenipapo (Genipa americana). E. Ligustro (Ligustrum lucidum). F. Amburana (Amburana

cearensis). G. Plumbago (Plumbago auriculata) e H/I. Pequi (Caryocar brasiliense).
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Figura 9. A-l: Espécies arbéreas exibindo sintomas similares aos induzidos por virus de plantas coletadas em

viveiro da NOVACAP (Companhia Urbanizadora da Nova Capital do Brasil). A. Quaresmeira (Tibouchina
granulosa). B. Aroeira (Myracrodun urundeuva). C. Copaiba (Copaifera langsdorfii). D. Ipé caraiba (Tabebuia
aurea). E. Pau santo (Platymiscium ulei). F. Jacarandd mimoso (Jacaranda mimosifolia). G. Barbatiméo

(Stryphnodendron adstringens) e H/I. 1pé roxo (Handroanthus impetiginosus).

No Dot Blot grande parte das amostras foi positiva para espécies do género Tospovirus.
Os principais virus detectados foram GRSV e TSWV (Figura 10), concomitante em amburana,
barbatimdo, carambola, copaiba, graviola, inga branco ipé caraiba, ipé roxo, lofantera,
mirindiba e quaresmeira. A espécie viral GRSV foi detectada também em feijdo-cru, ligustro,

pau-brasil, piuna e quaresmeira, enquanto o TSWV foi detectado em jenipapo e olho de cabra.
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Outra espécie do género Tospovirus, 0 TCSV, foi detectado neste estudo em amostras de
barbatimdo, ingd, ipé roxo, jenipapo, ligustro e pau Brasil. J4, o ZLCV foi detectado em
eucalipto, feijdo-cru, jacaré do Cerrado, pau Brasil e quaresmeira.

Espécies do género Potyvirus foram detectadas em feijdo-cru e jacaré do Cerrado
(PRSV), feijdo-cru, graviola, jacaré do Cerrado e olho de cabra (ZYMV). Somente a graviola
foi positiva para 0 WMV e o plumbago para PVY.

N&o houve amostra positiva para PepYMV e Begomovirus.

As espécies positivas para mais de trés virus foram barbatimao, feijao - cru, graviola,
ingd, ipé roxo, jacaré do Cerrado, jenipapo, pau Brasil e sansdo do campo. Na Tabela 4 estdo
listadas as plantas (nome comum), os sintomas apresentados e o resultado da deteccdo
sorologica.

A quantidade de espécies positivas foi de 47% para GRSV, 41% para TSWV, 19% para
TCSV, 16% para ZLCV, 13% para ZYMV, 6% para PRSV e PMMoV e 3% para PVY e
WMV.

As plantas amburana, aroeira, olho de cabra e inga branco foram coletadas nos dois
viveiros. Em aroeira ndo foi detectado virus em nenhuma amostra coletada de ambos os
viveiros. Amburana proveniente do CRAD foi positiva para TCSV e na NOVACAP a amostra
de amburana foi positiva para GRSV e TCSV. Para olho de cabra e inga branco ndo houve
deteccdo viral em nenhuma amostra de planta do CRAD, porém, da NOVACAP a primeira foi

positiva para TSWV e ZYMV enguanto a segunda foi positiva para GRSV, TCSV e TSWV.
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Figura 10. A-B: Membranas de Dot Blot com amostras de espécies arbdreas provenientes do NOVACAP
(Companhia Urbanizadora da Nova Capital do Brasil) exemplificadas para dois virus: Groundnut
ringspot virus (GRSV) (A) e Tomato spotted wilt virus (TSWV) (B).Para a membrana A, amostras
positivas sdo visualizadas nas posi¢des: 4E, 6E, 10E, 1F, 3E, 4C, 1E, 6D, 5F, 1C, 7E, 9E, 5E, 8C, 2D a
5D, 6F, 9F, 10F, 2G, 4A, 7A, 6G, 5l, 2C, 7D, 6A, 5C e 9C para a membrana B nas posic¢des: 4E, 6E,
10E, 1F, 3E, 4C, 1E,6D, 5F, 1C, 7E, 9E, 5E, 8C, 2D a 5D, 6F, 9F, 10F, 2G, 4A, 7A e 6G conferir
espécies abaixo. O nome (comum e cientifico) das espécies arboreas e suas posigdes na membrana
encontram-se a seguir: 1A e 2A. jabuticaba. 3A e 10B. eucalipto. 4A. lofantera. 5A. curupita. 6A e 3F.
jenipapo. 7A, 8A e 10A. mirindiba. 9A e 6B. aroeira. 1B. jacaranda mimoso. 2B. sobro. 3B. pau santo.
4B. sansdo do campo. 5B. jacaré do cerrado. 5I. feijdo-cru. 8B. citrus. 9B, 4G, 5G e 6G. quaresmeira.
2C. pau Brasil. 3C, 6C a 8C, 2D a 5D, 6F a 2G. ipé roxo. 4C e 1E. carambola. 5C e 9C. olho de cabra.
5E ipé caraiba. 1D. guarantd. 6D e 10D. copaiba. 7D. piund. 8D. jatoba pitomba. 9D. cajueiro do
Cerrado. 2E e 3E. barbatimdo. 4E, 6E, 10E e 1F. amburana. 7E a 9E. inga branco. 4F. ligustro. 1C.
graviola. 7G a 3H. plumbago e 6H a 8H, 11 a 41. pequi. 1J a 5J controle negativo de plantas de tomate
(Solanum lycopersicum) sadio e 6J a 10J controle positivo de plantas indicadoras mantidas como indculo

viral em casa de vegetacdo da Embrapa Hortalicas.
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Tabela 4: Lista de espécies por nome cientifico, nome comum (quantidade de amostras de plantas distintas), sintomas e resultado de detecgdo

soroldgica.
Nome cientifico Nome comum | Sintomas Deteccédo sorolégica
(amostras)
Eugenia melanogyna piuna (1) amarelecimento GRSV
Ligustrum lucidum ligustro (1) clorose GRSV e TCSV

Inga laurina

inga branco(2)

encarquilhamento

GRSV, TCSV e TSWV (2/2)

Handroanthus impetiginosus

ipé roxo (15)

rugosidade

GRSV, TCSV e TSWV (9/15)

Stryphnodendron adstringens

barbatimao (2)

amarelecimento

GRSV, TCSV, TSWV e

PMMoV (1/2)
Caesalpinia echinata pau Brasil (1) pontos cloréticos GRSV, TCSV e ZLCV
Tabebuia aurea ipé caraiba (1) pontos cloréticos GRSV e TSWV

Lophantera lactescens lofantera (1) clorose GRSV e TSWV
Averrhoa carambola carambola (2) clorose GRSV (1/2)

TSWV (1/2)
Copaifera langsdorfii copaiba (2) bolhosidade GRSV (1/2)

TSWV (1/2)
Lafoensia glyptocarpa mirindiba (3) pontos cloréticos GRSV e TSWV (1/3)
Amburana cearensis amburana (4) pontos cloréticos GRSV e TSWV(2/4)

Tibouchina granulosa

quaresmeira (4)

pontos cloréticos

GRSV, TSWV e ZLCV(1/4)

Annona muricata

graviola (1)

clorose

GRSV, TSWV, ZYMV e
WMV

Lonchocarpus
muehlbergianus

feijdo cru (1)

amarelecimento

GRSV, ZYMV, PRSV e ZLCV
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Plumbago auriculata

Genipa americana

plumbago (7)

clorose

PVY (2/7)

Abrus arboreus

jenipapo (2)

amarelecimento

TCSV, GRSV e PMMoV (1/2)

olho de cabra (2)

amarelecimento

bolhosidade GRSV, TSWV, ZYMV e PRSV
(2/2)
GRSV(1/2)
Eucalyptus spp. eucalipto (1) amarelecimento ZLCV
Piptadenia gonoachanta pau de jacaré (1) encarquilhamento ZYMV, PRSV e ZLCV
Myracrodun urundeuva aroeira (2) clorose Nenhum resultado positivo para
Anacardium humile cajueiro do Cerrado (1) bolhosidade as especies virais avaliadas™
Citrus limonium liméo (1) amarelecimento
Couroupita guianensis curupita (1) bolhosidade
Esenbeckia leiocarpa guaranta (1) bolhosidade
Plinia trunciflora jabuticaba (2) amarelecimento
Jacaranda mimosifolia jacarandd mimoso (1) pontos cloréticos
Hymenaea spp. jatoba pitomba (1) amarelecimento
Platymiscium ulei pau santo (1) clorose
Caryocar brasilense pequi (7) amarelecimento
Mimosa caesalpiniaefolia sansdo do campo (1) bolhosidade
Roupala montana sobro (1)

* Todas as amostras foram testadas para 12 espécies virais: Cucumber mosaic virus - CMV, Groundnut ringspot virus - GRSV, Tomato chlorosis spot virus - TCSV, Tomato
spotted wilt virus - TSWV, Zucchini lethal chlorosis virus - ZLCV, Potato virus Y- PVY, Watermelon mosaic virus - WMV, Papaya ringspot virus - PRSV, Zucchini yellow

mosaic virus - ZYMV, Pepper yellow mosaic virus - PepYMV, Pepper mild mottle virus - PMMoV e Begomovirus. Para este Gltimo utilizou-se primers universais usados na
identificacdo de espécies que infectam o tomate (Solanum lycopersicum.
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4. Discusséo

O presente estudo fornece um primeiro panorama a respeito da potencial variabilidade de
espécies virais ocorrendo em plantas arbdreas e arbustivas do Bioma Cerrrado. De fato, poucos
sdo os estudos disponiveis sobre a ocorréncia/diversidade de virus em espécies arboreas,
especialmente no Brasil. Assim, este trabalho destaca o potencial de espécies arboreas como
reservatorio de espécies virais importantes para agricultura. E importante ressaltar que métodos
de deteccdo e caracterizagdo mais precisos se fazem necessarios para confirmar os dados
reportados no presente trabalho. Algumas caracteristicas inerentes ao patdgeno como tamanho,
pouca diversidade morfoldgica e necessidade de técnicas mais sofisticadas quando comparado
a outros patogenos dificultam também a diagnose e estudo de virus nestas espécies. Apesar da
falta de conhecimento, diversas espécies arbdreas podem ser acometidas por infeccBes virais
que podem causar degeneracdo e perda da vitalidade. A deteccdo de virus em espécies arboreas
é dificil devido a elevada quantidade de compostos fendlicos, a disseminacdo irregular de
patdgenos em populacdes de arvores sob condigdes naturais, alem da baixa concentracdo viral
(IUFRO, 2013).

Neste trabalho utilizando métodos tradicionais de deteccdo de virus de plantas
classificados como sorolégico (Dot Blot) e molecular (PCR) foi possivel constatar a presenca
de algumas espécies virais em espécies arbdreas. Testes soroldgicos tem sido utilizados na
identificacdo e caracterizacdo de fitovirus (Van Regermortel, 2000). Algumas espécies virais
classificadas no mesmo género apresentam estreitas e complexas relacdes soroldgicas, podendo
ocorrer assim reacdes entre diferentes espécies do mesmo género (Francky et al., 1985;
Murphy et al., 1995). Esta caracteristica poderia explicar o fato de varias espécies de Potyvirus
e Tospovirus serem detectadas em uma mesma planta, corroborando com estudo de Vicent et
al. (2014) onde varias espécies geneticamente relacionadas a potyvirus e tospovirus foram

detectadas em plantas arboreas nativas da Australia.
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Apesar do presente trabalho restringir a deteccdo para um grupo de 12 espécies virais
distribuidas em cinco géneros importantes para agricultura mundial, este fato, ndo exclui a
possibilidade da ocorréncias de distintos virus estarem acometendo as plantas coletadas. Um
grande grupo de amostras exibindo sintomas similares aos induzidos por infecgdo viral e
transmitidos mecanicamente para espécies indicadoras (resultados ndo mostrados) foram
negativas para as doze espécies virais testadas. Acredita-se que estas amostras de plantas
possam estar infectadas com outras espécies virais, incluindo provaveis espécies novas.

Ao realizar uma vasta busca na literatura sobre a diversidade viral presente em espécies
arboreas taxonomicamente préximas as espécies aqui estudadas foram encontrados os seguintes
relatos: Brunt et al. (1996) registraram, na Alemanha, Scrophularia mottle virus - ScrMV
(género Tymovirus; familia Tymoviridae) em Catalpa bignonioides, espécie da familia
Bignoniaceae. No presente trabalho, as seguintes espécies virais foram detectadas em espécies
da familia Bignoniaceae: ipé amarelo (GRSV e TSWV), ipé preto (GRSV, TCSV, TSWV,
PRSV, PVY e CMV) e ipé roxo (GRSV, TCSV e TSWV).

Em Cassia alata (=. Senna alata), ndo foram detectados virus classificados nas 12
espécies avaliadas, apesar do género ser conhecido como hospedeiro de algumas espécies
virais. Cinco virus foram detectados ocorrendo em espécies de Cassia no Brasil. Almeida et al.
(2002) relataram uma estirpe do virus Soybean mosaic virus - SMV (género: Potyvirus; familia:
Potyviridae); ao passo que Lin et al. (1979) relataram o Cassia mild mosaic virus - CMMV
(Potyvirus) em Cassia macranthera. Paguio & Kitajima (1981) descreveram uma espécie com
caracteristicas semelhantes a aquelas descritas para o género Carlavirus. Brunt et al. (1996)
relataram TSWV em Cassia occidentalis e WMV em Cassia tora. Por sua vez, Beserra Jr et al.
(2012) encontraram duas espécies virais, classificadas no género Potyvirus e outra na familia

Tymovirales.
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Em babosa branca (familia Boraginaceae) ndo houve deteccéo viral porém, em Myosotis
sylvatica da mesma familia foram detectadas espécies do género Nepovirus, na Austrélia
(Harris, 2002). Espécies de Nepovirus sdo transmitidas por nematoides longidorideos (géneros
Longidorus, Paralongidorus e Xiphinema).

Na familia Lythraceae, a planta ornamental Lythrum salicaria é hospedeira do virus
Carnation ringspot virus - CRSV (género Dianthovirus, familia Tombusviridae) (Brunt et al.,
1996). N&o ha relatos deste virus no Brasil. Em mirindiba, planta desta mesma familia, neste
trabalho duas espécies de Tospovirus foram detectadas: GRSV e TSWV.

A familia Fabaceae engloba muitas plantas importantes, dentre elas o feijao e a soja séo
plantas suscetiveis a varios virus, destacando-se 0 begomovirus Bean golden mosaic virus
(BGMV) no feijoeiro. Neste estudo 18 espécies arboreas da familia Fabaceae foram avaliadas e
doze destas foram positivas para pelo menos um dos virus testados, sendo elas: carvoeiro,
jatoba da mata, tamboril da mata, sibipiruna, copaiba, barbatimé&o, feijdo-cru, pau de jacaré, pau
Brasil, amburana, olho de cabra e inga branco. As plantas negativas foram: inga mirim,
fedegoso gigante, unha de gato, pau santo, sansédo do campo e jatoba pitomba.

Plantas da familia Malvaceae também sdo acometidas por muitas espécies virais, e em
paineira do Cerrado j& houve deteccdo de TSWV e GRSV apoés inoculacdes experimentais,
demonstrando o potencial da paineira do Cerrado como hospedeira destes virus (Farias, 2012).
Neste trabalho PMMoV foi detectado em paineira.

Kitajima & Santos (1993) associaram uma espécie do género Rhabdovirus (familia
Rhabdoviridae) a mancha amarela da graviola, corroborando que a graviola pode hospedar
virus. Em graviola foi detectado GRSV, TSWV, ZYMV e WMV.

Em eucalipto trabalhos de Sastry et al. (1971) e Brzostowski & Grace (1994) ilustram
virus com particulas rigidas e icosaédricas na india. No presente trabalho houve deteccdo de

GRSV, TSWV e ZLCV.
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Em mama-cadela (familia Moraceae) foram detectados TSWV, PMMoV e TMV. Sabe -
se que as plantas de Ficus carica, desta mesma familia, sdo hospedeiras de virus dos géneros
Potyvirus e Carlavirus detectado nos Estados Unidos (Walia, 2009).

Na familia Oleaceae a principal espécie hospedeira de virus é Fraxinus spp. (uma ampla
quantidade de relatos encontra-se na Tabela 1 deste capitulo). O ligustro membro desta familia
foi positivo para GRSV e TCSV. Ainda ndo houve relatos para espécies de Tospovirus em
plantas desta familia. Uma doenca conhecida como a ‘lepra explosiva’ (agente causal
transmitido pelo acaro eriofideo Brevipalpus phoencis) foi relatada ocorrendo no Parana e S&o
Paulo em espécies do género Ligustrum (Kitajima et al., 2003). Na Europa, as espécies
Tobacco rattle virus (TRV), Tomato bushy stunt virus (TBSV), Tobacco necrosis virus (TNV),
TMV e o CMV ja foram descritos infectando espécies de Ligustrum (Albouy & Devergne,
1999).

Em plumbago houve deteccdo de PVY e ndo houve deteccdo de Begomovirus, embora
Tomato leaf curl virus (género Begomovirus, familia Geminiviridae) ja tenha sido relatado
anteriormente por Brunt et al., (1996)

A preocupacao com o tema, reside no fato de que estudos tém demonstrado o impacto de
virus que emergiram em ecossistemas nativos e apresentam grande potencial em causar danos
significativos em espécies cultivadas (Nienhaus & Castello; Vicent et al., 2014). Por outro
lado, estudos da regido floristica do sudoeste Australiano, a qual representa uma interface entre
um ecossistema nativo e um agrossistema recente, mostra que a espécie exdtica, o Bean yellow
mosaic virus (BYMV) foi capaz de infectar e causar danos em hospedeiras nativas. Deste
modo, fica claro a importancia de conhecer a diversidade de espécies virais que infectam
espécies arbdreas ou florestais.

O Bioma Cerrado, considerado um hotspot devido a sua grande biodiversidade, pode

abrigar diversos virus que estdo ocorrendo de forma sub-epidémica com as espécies arbdreas e
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arbustivas e que ainda sdo desconhecidos bem como espécies virais que ocorrem em zonas
agricolas préximas as areas de protecdo ambiental. Como mostrado neste trabalho, as espécies
arboreas e arbustivas sdo hospedeiras de espécies virais classificadas em cinco géneros

importantes: Begomovirus, Cucumovirus, Potyvirus, Tobamovirus e Tospovirus.

5. Concluséo

Conclui-se que espécies arbdreas em diferentes ambientes (APA e viveiro) podem estar
sendo infectadas por espécies virais geneticamente relacionadas com importantes virus para a
agricultura. Desta forma, algumas espécies da flora do Cerrado podem se constituir reservatorio
de outras espécies virais. No total de 78 espécies coletadas na APA e viveiros pelo menos uma
amostra foi positiva para uma espécie viral avaliada. Dentre as espécies virais avaliadas, um
indice maior de deteccdo foi observado para espécies do género Tospovirus enquanto em
ambiente de viveiro ndo houve deteccdo para PepYMV e Begomovirus. Na area de Protecédo
Ambiental nenhuma deteccéo foi realizada para PMMoV e ZLCV. Os resultados do presente
estudo indicam que existe uma grande possibilidade de infecgdes mistas, como indicado pela
porcentagem de espécies arboreas com infeccdo com mais de um virus.

Houve deteccdo para espécies de Begomovirus somente em uma planta da familia

Passifloraceae.
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CAPITULO 3

Avaliacéo do potencial de espécies arbdreas como hospedeiras de Tomato chlorothic mottle
virus (ToCMoV), Potato virus Y (PVY) e Groundnut ringspot virus (GRSV)

Resumo

A expansao das fronteiras agricolas fez com que areas outrora ocupadas pela vegetacdo nativa
do Cerrado no centro-oeste do Brasil fossem substituidas por grandes cultivos de milho,
algodao, soja e tomate. Desta forma, existe a possibilidade de espécies arbdreas nativas da flora
do Cerrado, servirem com reservatorios de virus desconhecidos ou mesmo espécies que
ocorrem em culturas de interesse agrondmico e que sdo cultivadas proximas a areas de Cerrado.
Algumas espécies virais importantes infectando tomateiro sdo: Tomato chlorotic mottle virus -
ToCMoV (género Begomovirus), Potato virus Y - PVY (género Potyvirus) e Groundnut
ringspot virus - GRSV (género Tospovirus). Estas espécies virais foram artificialmente
inoculadas em diferentes acessos de espécies arboreas para determinar o papel destas plantas
como reservatorio de virus em condicGes naturais. As seguintes espécies arboreas foram
inoculadas individualmente com as trés espécies virais acima listadas: amburana (Amburana
cearensis), angico (Anadenthera falcata), aracd (Psidium araca), baru (Coumarouna alata),
cabeludinha (Eugenia tomentosa), carambola (Averrhoa carambola), ipé amarelo
(Handroanthus serratifolius), ipé branco (Handroanthus roseo-albus), ipé caraiba (Tecoma
aurea), jenipapo (Genipa americana), mutamba (Guazuma ulmifolia), copaiba (Copaifera
langsdorfii), quaresmeira (Tibouchina granulosa) e sucupira branca (Pterodon emarginatus).
Onze destas espécies sdo nativas do bioma Cerrado. Para Begomovirus as plantas foram
submetidas a inoculagdo via vetor virulifero (ToCMoV) durante 20 dias e ap0ds este periodo
coletou-se a terceira folha do apice das plantas para contagem de ovos, ninfas e adultos do
vetor. As plantas permaneceram em uma casa de vegetacao livre do vetor. Observou-se que
todas as espécies foram colonizadas pelo vetor e as plantas apresentavam sintomas de pontos
cloréticos coincidindo com colonizagdo de ninfas na regido abaxial da folha. Plantas de
mutamba e quaresmeira se mostraram extremamente suscetiveis a B. tabaci, apresentando
elevadas taxas de oviposicdo bem como a presenca de ninfas e adultos. A avaliacdo para o virus
foi feita mediante sintomas observados dos sete até os 120 dias ap6s o término da inoculacéo
(dati). As plantas permaneceram assintomaticas até os 120 dati. Amostras foliares foram
coletadas aos 60 dati para analise por PCR e nenhuma delas apresentou resultado positivo para
0 ToCMoV. Desta forma, as espécies arbdreas avaliadas apresentaram uma resposta do tipo
ndo hospedeira ao ToCMoV. Para o PVY a inoculacdo viral foi feita em seis plantas de cada
espécie arborea mediante extrato vegetal tamponado e as avaliacbes de sintomas foram
realizadas dos sete aos 120 dias apds a inoculacdo (dai). Necrose foliar foi observada em ipé
caraiba, bronzeamento e reducdo foliar em copaiba, amarelecimento e necrose em ipé amarelo.
As demais plantas permaneceram assintomaticas. Aos 35 dai realizou-se um Dot Blot e nédo
houve resultado positivo para PVY. Ao recuperar o virus das espécies arboreas atraves de
inoculagdes em plantas de Nicotiana tabacum cv. TNN, as plantas que foram inoculadas com
amostras provenientes de amburana, ipé amarelo, ipé branco, ipé caraiba, cabeludinha, copaiba,
guaresmeira e jenipapo apresentaram sintomas e resultado positivo na sorologia. O GRSV
também foi inoculado mecanicamente em seis plantas de cada espécie arborea e as avaliagGes
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visuais realizadas conforme mencionado anteriormente para PVY. Foram observados sintomas
de bronzeamento em copaiba, encarquilnamento em ipé caraiba, necrose foliar em quaresmeira
e as demais permaneceram assintomaticas. Ao realizar o Dot Blot dez espécies arboreas
apresentaram pelo menos uma planta positiva para GRSV. Os resultados séo apresentados a
seguir entre parénteses indicando o nimero de plantas positivas em um nimero total avaliado.
Assim temos: plantas de baru (1/5), carambola (3/6), ipé amarelo (1/6), ipé branco (1/6), ipé
caraiba (1/6), jenipapo (1/6), mutamba (1/6), copaiba (1/6), quaresmeira (3/6) e sucupira branca

(2/6) apresentaram resultado positivo. Testes de recuperacdo viral inoculando em plantas de D.
stramonium foram observados nesta indicadora somente para amostras provenientes de baru e
copaiba, entretanto, sem detec¢cdo na sorologia. Para as espécies angico e aracd nao houve
deteccdo de nenhum dos virus testados. Estes resultados indicam o potencial de diferentes
espécies arbdreas como hospedeiras alternativas destas trés importantes espécies virais que
infectam o tomateiro, o que pode influenciar na distribuicdo e fonte de inoculo viral no
ambiente.

Palavras - chave: espécies arbdreas, Begomovirus, Potyvirus, Tospovirus

Abstract

The expansion of agricultural frontiers in central Brazil caused the replacement of areas
covered by the native Cerrado flora by large acreages of agronomic crops such as soybean,
corn, cotton, and tomato. In this new context, native tree species might function as reservoirs of
unknown pathogenic virus species or even as alternative host of viruses already reported in
agronomic crops. Important species of viruses infecting tomato have been described, including
Tomato chlorotic mottle virus - ToCMoV (genus Begomovirus), Potato virus Y - PVY (genus
Potyvirus) e Groundnut ringspot virus - GRSV (genus Tospovirus). These viral species in tree
species were inoculated to determine the role of certain tree species as a source of potential
reservoir of virus in nature. Isolates of these viral species were employed to inoculate the
following list of tree species: amburana (Amburana cearensis), angico (Anadenthera falcata),
araca (Psidium araca), baru (Coumarouna alata), cabeludinha (Eugenia tomentosa), carambola
(Averrhoa carambola), ipé amarelo (Handroanthus serratifolius), ipé branco (Handroanthus
roseo-albus), ipé caraiba (Tecoma aurea), jenipapo (Genipa americana), mutamba (Guazuma
ulmifolia), copaiba (Copaifera langsdorfii), quaresmeira (Tibouchina granulosa) and sucupira
branca (Pterodon emarginatus). Eleven of these tree species are native to the Cerrado biome.
To Begomovirus plants were inoculated via viruliferous vector adults (ToCMoV) for 20 days
and after this period was collected the third leaf from the apex of plants to count eggs, hymphs
and adults of the vector. The plants remained in a greenhouse free vector. Plants mutamba and
quaresmeira were highly susceptible to B. tabaci, with high rates of oviposition and the
presence of nymphs and adults. The rating for the virus was taken by symptoms from seven to
120 days after the end of the inoculation period (dati). The plants remained asymptomatic until
120 dati. Leaf samples were collected at 60 days after inoculation (dati) for analysis by PCR
and none of them showed positive results for TOCMoV. Thus, the tree species will be assessed
from the response of type non- host resistance ToCMoV. For PVY viral inoculation was made
by buffered plant extract and ratings of symptoms were performed from seven to 120 days after
inoculation (dai). Foliar necrosis was observed in ipé caraiba, chlorotic spots and reduction
foliar in copaiba and yellowing and necrosis in ipé amarelo. The other plants remained
asymptomatic. At 35 dai performed a Dot Blot and there was positive for PVY. When
recovering the virus by inoculating tree species in plants of Nicotiana tabacum cv. TNN, the
plants were inoculated with samples from amburana, ipé amarelo, ipé branco, ipé caraiba,
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cabeludinha, copaiba, quaresmeira and jenipapo had symptoms and positive serology. The
GRSV was also inoculated mechanically in 6 plants species both and visual assessments
performed from seven to 120 dai. Symptoms of leaf necrosis were observed in quaresmeira,
bronzed in copaiba, shriveling in ipé caraiba and the other remained asymptomatic. The results
are presented below in parentheses indicate the number of plants in a positive total number
evaluated. Upon Dot Blot plants baru (1/5), carambola (3/6), ipé amarelo (1/6), ipé branco
(1/6), ipé caraiba (1/6), jenipapo (1/6), mutamba (1/6), copaiba (1/6), quaresmeira (3/6) and
sucupira branca (2/6) were positive. Viral recovery tests inoculating plants of Datura
stramonium were observed in this indicator only for samples from baru and copaiba, however,
without detection in serology. For the species angico and aracé there was no detection of virus
was tested. These results allow us to conclude that these species tested here have potential as
alternative hosts of three tomato virus, which can impact the distribution and source of viral
inoculum under field conditions.

Keywords: trees species, Begomovirus, Potyvirus and Tospovirus

1. Introducéo

As espécies arboreas sdo extremamente importantes para a economia contribuindo para
aumento e geracao de emprego, bem como melhorando a qualidade de vida da populagéo, por
exemplo, na arborizacdo urbana (Ferreira e Galvéo, 2000).

Considerando a grande biodiversidade do Brasil distribuida em seus sete biomas:
Amazonia, Cerrado, Caatinga, Costeiro, Mata Atlantica, Pampas e Pantanal, destaca-se o bioma
Cerrado, considerado um hotspots global devido a riqueza apresentada. Neste bioma 44% de
espécies lenhosas sdo endémicas (Klink & Machado, 2005; IBAMA, 2011).

O planejamento e posterior construcdo da capital do pais em areas ocupadas pelo bioma
Cerrado fizeram com que aumentasse o desmatamento devido as construcfes civis. Assim
espécies nativas e exdticas foram empregadas na arborizacdo urbana. Esta arborizacdo é
realizada pela NOVACAP, que possui dois viveiros para abastecimento de Brasilia e o entorno.

Outro ponto a destacar é a expansdo das fronteiras agricolas substituindo a vegetacédo
nativa do Cerrado por grandes cultivos de soja e tomate. Desta forma, espécies arbdreas podem
ser reservatorios de virus desconhecidos ou mesmo espécies que ocorrem em culturas

agrondmicas cultivadas préximas a areas de Cerrado. Algumas destas espécies virais,
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importantes para o tomateiro, s&o: Tomato chlorotic mottle virus (ToCMoV), o Potato virus Y
(PVY) e o Groundnut ringspot virus (GRSV).

Estudos de virus em espécies arbOreas no exterior mostram que 0S virus ocorrem
frequentemente em ambientes de floresta proximo a culturas agricolas (Nienhaus & Castello,
1989; Jamalainen, 1957; Kegler et al., 1996).Acredita-se que o fluxo de espécies virais entre 0s
sistemas nativos (dos quais algumas espécies de plantas ja sdo exploradas comercialmente) e as
plantas cultivadas seja continuo, devido a proximidade destes diferentes sistemas em alguns
casos e principalmente pela transmissao das espécies virais via vetores (Vicent et al., 2014).

Uma parte das espécies virais relatadas em espécies arbdreas é conhecida por causarem
doencas em importantes culturas de importancia agronémica, no entanto, no Brasil e para o
bioma Cerrado estes estudos ainda sdo escassos. Este quadro se repete na Asia, Africa e no
Hemisfério Sul, onde, at¢ o momento pouco se conhece sobre a distribuicdo de virus em
florestas.

Para maiores conhecimentos sdo necessarios estudos experimentais de inoculacao viral
para saber o comportamento de determinadas espécies botanicas frente a diferentes espécies
virais. Ao realizar tais experimentos deve-se levar em consideracdo que o tipo de sintoma sofre
variacdes dependendo das condi¢des ambientais, idade da planta, genética viral e da hospedeira
e, diferentes respostas por parte da hospedeira podem ser observadas. Assim, em resposta a
infeccdo viral, considera-se aqui que a planta pode apresentar-se como resistente (diferentes
niveis sdo observados) quando algum (s) passo (s) do ciclo de infec¢éo viral € (sdo) barrado (s)
(replicacdo/expressdo e/ou movimento a curta e longa distancia), tolerante: ocorre
replicacdo/expressdo e movimento viral, entretanto ndo ha interferéncia nos niveis de
produtividade e suscetivel (também em diferentes niveis) ocorre a replicacdo e movimento
viral a curta e longa distancia, com manifestacdo de sintomas e infeccdo sistémica. E

importante salientar que para o maximo de resisténcia adota-se o termo imune, onde em uma
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espécie vegetal sabidamente hospederia de determinada espécie viral, o virus ndo é capaz de
replicar-se em protoplastos (Hull, 2002).

Espécies de virus classificados nos géneros Begomovirus, Potyvirus e Tospovirus sdo
importantes a nivel mundial e nacional, causando perdas na agricultura em diferentes culturas.

No género Begomovirus (familia Geminiviridae) sdo incluidas espécies com &cido
nucléico de DNA fita simples que podem ser monopartidas (um componente gendmico - DNA
A) ou bipartidas (dois componentes gendmicos: DNA A e DNA B). Estas espécies sdo
transmitidas eficientemente pelo aleirodideo Bemisia tabaci (popularmente conhecida como
mosca branca) (Brown et al., 2011).

Atualmente considera-se Begomovirus como 0 mais importante género de virus de
plantas em termos de numero de especies ja descritas. No Brasil, um complexo de virus
composto de pelo menos dezesseis espécies desse género é responsavel por grandes perdas nas
lavouras de tomate, merecendo destague 0 ToCMoV. Esta espécie encontra-se distribuida em
varios locais do pais, ressalvando que, no Brasil, até o presente momento, todas as espécies
deste géenro relatadas em tomateiro sdo bipartidas.

O género Potyvirus € o mais estudado dentro da familia Potyviridae. Espécies deste
género possuem &cido nucleico de RNA de fita simples, sentido positivo (Adams et al., 2011).
O Potato virus Y (PVY) é a espécie-tipo e uma das espécies mais importantes do género e se
caracteriza como um virus cosmopolita e de distribuicdo mundial (Shukla et al., 1994; Janzac et
al., 2008; Scholthof et al.,2011).

Ja no género Tospovirus encontram-se espécies de genoma de RNA fita simples
tripartido. Algumas espécies de Tospovirus sdo importantes por causarem perdas significativas
no rendimento e qualidade dos produtos vegetais de leguminosas e culturas ornamentais em
varias partes do mundo (Mumford, Barker, & Wood, 1996; Pappu, 1997; Pearce, 2005; Persley,

Thomas, & Sharman, 2006). Dentre as espécies que fazem parte deste género cita-se 0 GRSV,
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um virus do complexo do ‘vira- cabega’ que acomete solanaceas na América do Sul (Nagata et
al., 1995: Avila et al., 1998; Colariccio et al., 2000).

O conhecimento de espécies arbdreas que podem ser potenciais hospedeiras dos virus
relatados geram resultados importantes para a virologia vegetal, pois podem influenciar na
distribuicdo e manutencdo de isolados virais de importancia para espécies agrondémicas e que
podem, futuramente, também se tornar importantes no meio de producao florestal.

Neste contexto o presente trabalho foi realizado com intuito de determinar a resposta de
diferentes espécies arbdreas (grande parte nativas do Bioma Cerrado) frente a inoculacdo de

trés espécies virais importantes para o tomateiro classificadas em trés géneros distintos.

2. Material & Métodos

2.1. Locais dos ensaios

e Laboratdrio de Virologia Vegetal do Departamento de Fitopatologia Universidade de
Brasilia, localizado em Brasilia, Distrito Federal.

e Estacdo Experimental de Biologia (EEB) da Universidade de Brasilia, localizado em
Brasilia, Distrito Federal.

e Laboratdrio de Virologia Vegetal da Embrapa Hortalicas

e Casas de Vegetacdo da Embrapa Hortalicas

2.2. Origem das espécies florestais

As espécies florestais foram coletadas no Viveiro da Companhia Urbanizadora da Nova
Capital do Brasil (NOVACAP) com idade em torno de seis meses. As plantas foram avaliadas
previamente aos ensaios para constatar a inexisténcia dos virus testados. Os testes de deteccao
serdo descritos a seguir. Foram separadas duas plantas de cada espécie arborea avaliada para

constituirem o controle negativo nos ensaios de inoculacéo viral.
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Na Tabela 5 encontram-se relacionadas quatorze espécies arboreas avaliadas por nome
comum, cientifico e familia boténica. Destas espécies, onze sdo do Bioma Cerrado sendo elas:
amburana, angico, aracga, baru, cabeludinha, copaiba, ipé amarelo, ipé branco, ipé caraiba,
mutamba e sucupira branca. A carambola ¢ originaria da india, o jenipapo da América Central
e a quaresmeira da Mata Atlantica.

Destas quatorze espécies algumas sdo importantes para economia e fornecem produtos
para industria madeireira (amburana e sucupira branca) enquanto outras fornecem subprodutos
para inddstria alimenticia (araca, baru, carambola e jenipapo) e uso medicinal (amburana,
copaiba, jenipapo e sucupira branca).

Das onze espécies nativas do Cerrado, oito sdo amplamente utilizadas na arborizacao de
Brasilia (angico, baru, cabeludinha, ipé amarelo, ipé branco, ipé caraiba, mutamba e sucupira
branca).

Tabela 5: Quatorze espécies arbdreas avaliadas neste trabalho frente as espécies virais Tomato
chlorotic mottle virus (ToCMoV), Potato virus Y (PVY) e Groundnut ringspot virus (GRSV)

listadas de acordo com o nome comum, cientifico e familia botanica.

Familia* Nome comum* Nome cientifico*
Bignoniaceae Ipé amarelo Handroanthus serratifolius
Ipé branco Handroanthus roseo-albus
Ipé caraiba Tecoma aurea
Fabaceae Amburana Amburana cearensis
Angico Anadenanthera falcata
Baru Coumarouna alata
Copaiba Copaifera langsdorfii
Sucupira branca Pterodon emarginatus
Malvaceae Mutamba Guazuma ulmifolia
Melastomataceae Quaresmeira Tibouchina granulosa
Myrtaceae Araca Psidium araca
Myrtaceae Cabeludinha Eugenia tomentosa
Oxidaliaceae Carambola Averrhoa carambola
Rubiaceae Jenipapo Genipa americana

*Classificacdo de espécie por nome cientifico (nome comum) e familia botanica segundo Silva Jr (2009, 2010) e
Souza & Lorenzi (2005).

2.3. Origem dos isolados virais
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1. Begomovirus

O Tomato chlorotic mottle virus (ToCMoV) foi mantido via bombardeamento de clone
infeccioso em plantas de tomate cultivar Santa Clara na Embrapa Recursos Genéticos e
Biotecnologia e mantidos na EEB em casa de vegetacdo na presenca do vetor virulifero (B.
tabaci).

2. Potyvirus

O isolado viral de Potato virus Y (PVY) utilizado é proveniente da Embrapa Hortalicas e
mantido na EEB em plantas de Nicotiana tabacum cv TNN.

3. Tospovirus

O isolado viral de Groundnut ringspot virus (GRSV) € proveniente da Embrapa

Hortalicas e vem sendo mantido em plantas de D. stramonium.

2.4. Origem de populacéo de Bemisia tabaci
A populacdo do vetor B. tabaci € proveniente da Embrapa Hortalicas e vem sendo

mantida em insetarios na EEB-UnB.

2.5. Delineamento experimental

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado (DIC) com seis repeticdes. Foi
realizada a comparacdo das médias pelo Teste Tukey, para as contagens de ovos, ninfas de 1°
instar, ninfas de 2° e 3° instares, ninfas de 4° instar e adulto de B. tabaci. Os resultados de
contagem foram previamente transformados por log 10(x+1). O programa utilizado foi o0 SAS

(2008).

2.6. Métodos de inoculacao
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2.6.1. Inoculagdo de ToCMoV via moscas-brancas viruliferas em condicfes de
casa de vegetacao

Este ensaio foi conduzido em casa de vegetacdo. As seis plantas de cada espécie arbdrea
juntamente com doze plantas do controle positivo tomate (Solanum lycopersicum) - cv. Santa
Clara foram expostas a inoculacdo via vetor virulifero Bemisia tabaci biétipo B.

As plantas mantidas em vasos (uma planta por vaso) foram submetidas a alta pressao de
indculo durante vinte dias formando o grupo inoculado (GlI). O grupo de plantas ndo-inoculadas
(GNI) foi formado por duas plantas de cada espécie arbdrea a ser avaliada e foi mantido em
casa de vegetacdo livre de moscas-brancas. Apos vinte dias de inoculagdo coletou-se terceira
folha do apice para baixo de cada planta para contagem de ovos, ninfas (primeiro, segundo e
terceiro, e quarto instares) e adultos do vetor. As plantas do Gl e GNI foram tratadas com

Imidacloprid e colocadas em ambiente livre de moscas-brancas.

2.6.2. Inoculacdo mecanica de GRSV e PVY

Esta etapa foi conduzida em casa de vegetacdo e as plantas usadas para fornecer indculo
foram inoculadas duas semanas antes dos ensaios a partir de plantas previamente infectadas (D.
stramonium com GRSV e N. tabaccum com PVY).

A inoculacdo foi realizada, utilizando-se 10 mL de tampédo fosfato de potéssio e
macerando cerca de 10 a 15 discos foliares das plantas fontes de indculo. Hastes flexiveis
umedecidas em tampdo de inoculacdo com folhas infectadas maceradas foram friccionados na
regido adaxial das folhas das espécies listadas na Tabela 5, previamente polvilhadas com o
abrasivo “Carborundum” (carboneto de silicio). Apds uma semana foi realizada uma re-
inoculacdo. Apos 40 dias foram retiradas amostras duplicadas das espécies arboreas para
recuperacdo viral inoculando seu extrato tamponado em plantas indicadoras, fumo cv. TNN e

D. stramonium, para PVY e GRSV, respectivamente.
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2.7. AvaliacOes sintomaticas e deteccdo viral para ToCMoV, GRSV e PVY

As avaliacdes foram realizadas aos 7, 14, 21, 28, 35, 60 e 120 dias apds a inoculacéo
(dai) para todos os virus.

As deteccdes para ToCMoV foram feitas aos 35 e 60 dati através de extracdo de DNA
(Metodologia descrita no item 2.4.2.1 do Capitulo 2) e PCR (Metodologia descrita no item
2.4.2.2 do Capitulo 2).

Para GRSV e PVY, a deteccéo viral foi via Dot Blot realizado aos 35 dai (Metodologia
no item 2.4.1 do capitulo 2). Para as indicadoras fumo cv. TNN e D. stramonium a deteccéo foi

realizada aos 26 dai.

3. Resultados e Discussao

3.1. Resposta de espécies arbdreas a inoculacdo de ToCMoV via vetor Bemisia
tabaci

Foi constatada durante a conducdo dos ensaios a visita de moscas brancas em todas as
plantas em avaliacdo. Grande quantidade de adultos era sempre observada na face abaxial com
especial destaque para a mutamba (Figura 11A) e também nas demais espécies arboreas.

Quanto as avaliagdes dos sintomas, todas as plantas apresentaram pontuacgdes cloroticas
na face adaxial (coincidindo com a presenca de ninfas na parte abaxial da folha), conforme
ilustrado para amburana (Figura 11B) e copaiba (Figura 11C). Nenhuma espécie arborea
apresentou sintomas de infeccdo viral aos 45 dati conforme pode ser observado nas espécies
abaixo ilustradas: araca (Figura 11D), cabeludinha (Figura 11E) e mutamba (Figura 11F).
Aos 120 dati todas as plantas das espécies arbOreas permaneceram assintomaticas e apenas as
plantas do controle suscetivel, que ja apresentavam sintomas desde trés dati, permaneceram

com sintomas (Figura 11G). Das 12 plantas de tomate utilizadas como controle para
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inoculagdo de ToCMoV, oito sobreviveram e exibiram fortes sintomas. Por outro lado nas
plantas ndo inoculadas ndo foram observados sintomas em nenhuma das avaliagdes.

Os sintomas fortes exibidos pelo controle tomate frente ao ToCMoV confirmam
resultados anteriores com esta espécie de Begomovirus (Fernandes-Acioli et al., 2011).

Apobs a PCR aos 35 e 60 dati, amplicons foram obtidos somente para plantas do controle
suscetivel, evidenciando que as espécies arboreas apresentaram uma resposta de resisténcia de
ndo hospedeira.

Né&o existe até o presente momento relato de ToOCMoV em espécies arboreas, apesar de
Farias (2012), apds usar 0 mesmo par de primers usado neste trabalho, ter obtido amplicéns em

amostras de Mimosa caesalpinifolia proveniente de Cuiabé.
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Figura 11. A-G: Plantas inoculadas com Tomato chlorotic mottle virus - ToCMoV (género Begomovirus) via
vetor Bemisia tabaci. A. Planta de Mutamba (Guazuma ulmifolia) com alta presenca de adultos de B. tabaci na
face abaxial da folha aos 20 dias de inoculacdo B. e C. Planta de Amburana (Amburana cearensis) (B) e copaiba
(Copaifera langsdorfii) (C) apresentando pontos cloréticos coincidindo com ninfas na face abaxial foliar aos 14
dias ap6s término da inoculagdo (dati). D, E e F Plantas de Araga (Psidium araca) (D), Cabeludinha (Eugenia
tomentosa) (E) e Mutamba (F) sem sintomas de virus aos 45 dias ap6s término das inoculagdes.G. Plantas de

tomate (Solanum lycopersicum) cv. Santa Clara com sintomas.

Durante o periodo das inoculagcdes via vetor observou-se a visita constante de B. tabaci
em todas as plantas. Decorridos 20 dias procedeu-se a contagem dos diferentes estagios de vida
do vetor, confirmando-se a eficiéncia da inoculacdo através dos valores obtidos na testemunha
suscetivel. O mesmo nédo foi observado para todas as espécies arboreas (Tabela 6), uma vez
que os indices de oviposicao e diferentes estagios ninfais, bem como adultos foram baixos na

maioria das espécies aqui avaliadas e discutidas a seguir.
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Tabela 6: Relacdo de espécies arbdreas quanto a colonizacdo de moscas-brancas (Bemisia

tabaci biétipo B) viruliferas (Tomato chlorotic mottle virus - ToCMoV).

Espécies arbdreas Estégios do ciclo de vida do vetor

(Nome cientifico) Ovos 1° instar | 2°e 3°instar | 4° instar Adulto

Amburana cearensis 1,24 b 0,73 de 0d Oa Ocd
Anadenanthera falcata Oc of 0d Oa 0,10 cd
Psidium araca 111D 0,13 ef od Oa 0,10 cd
Coumarouna alata 0,42 bc 0,12 ef 0d Oa 0,26 cd
Eugenia tomentosa 0,05¢c of 0d Oa 0,59c¢c
Averrhoa carambola Oc of 0d Oa 0,19 cd
Handroanthus serratifolius | 0,31 bc 0,10 ef 0d Oa 0,28 cd
Handroanthus roseo-albus | 2,32 a 1,54 bc 0,69 bc Oa 0,30 cd
Tecoma aurea 1,14 b 1,24 cd 0,93Db Oa 0,36 cd
Genipa americana 1,04 bc 0,32 ef 0d Oa 0,10 cd
Guazuma ulmifolia 3,04 a 2,45 a 194 a Oa 1,98 a
Copaifera langsdorfii Oc Of od Oa 0,05 cd
Tibouchina granulosa 2,73 a 2,43 a 197 a Oa 1,43 Db

Pterodon emarginatus 0,86 bc 0,31 ef 0,05 cd 0,05a 0cd
Solanum lycopersicum 2,76 a 2,11 ab 0,84 Db Oa 1,28 b

IMédias transformadas seguidas pela mesma letra na coluna néo diferem entre si pelo Teste de Tukey (5% de significancia).

O ciclo de vida de B. tabaci inicia com oviposi¢do (em torno de 300 ovos/fémea) (Brown
& Bird, 1992), passando por ovo, quatro instares ninfais e adulto. Neste trabalho procedeu-se a
contagem destes estagios, sendo que 2° e 3° instares foram analisados juntos conforme consta
na Tabela 6.

Dentre as espécies arbdreas avaliadas, carambola, angico e copaiba apresentaram uma
provavel resisténcia ao vetor evidenciada pelos baixos valores de todos os estdgios (ovos,
ninfas e adultos) diferindo estatisticamente da testemunha. QOutras espécies, como amburana,
aracd, baru e cabeludinha também apresentaram este tipo de comportamento. Nestas espécies
apesar de haver oviposicdo, o desenvolvimento de ninfas dos diferentes instares ndo foi
observado (ou observado em pequenas quantidades) durante as contagens. Por outro lado as

espécies ipé branco, mutamba e quaresmeira ndo diferiram estatisticamente da testemunha
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quanto a ovos, ninfas de 1, 2 e 3° instares. Praticamente ndo foram observadas ninfas de 4°
instar para nenhuma destas plantas, incluindo a testemunha. Ao avaliar a presenca de adultos no
momento da contagem, mutamba diferiu-se estatisticamente da testemunha, apresentando
valores mais elevados.

Nas espécies arboreas houve relagdo direta entre a densidade de adultos e ovos,
entretanto, 0 mesmo ndo ocorreu para a quantidade de ninfas com exce¢do de mutamba e
quaresmeira. Este resultado corrobora, em parte, com os trabalhos de Butler Junior et al. (1989)
e Yee & Toscano (1996) que registraram relacdo direta entre a densidade de adultos de mosca-
branca bi6tipo B e a densidade de ovos e ninfas nos hospedeiras de algoddo e alfafa,
respectivamente. Villas Boas et al. (2001) sugerem que o mecanismo que envolve a escolha da
hospedeira para alimentagéo e abrigo do adulto, envolve a consequente selecdo do hospedeiro
para oviposicao.

Ferreira et al. (2008) fez o primeiro relato de mosca-branca ocorrendo em Eucalyptus
camaldulensis planta da familia Myrtaceae. Nesta familia ainda foi encontrado mosca-branca
nos género Eugenia e Psidium (Cock, 1986; Mound & Halsey, 1978), entretanto ndo se
conhece o potencial destas espécies no ranking de preferéncia do vetor.

As plantas mutamba e quaresmeira mostraram-se claramente suscetiveis a mosca-branca.

Sabe-se que a mosca branca encontra-se disseminada por todo o pais atacando diversas
culturas como tomate, repolho, meldo, abobrinha, algoddo, feijdo, soja, além de plantas
daninhas e ornamentais (Villas Béas et al., 2001; Lourencdo & Nagai, 1994), entretanto este é
0 primeiro relato em mutamba e quaresmeira.

Outros ensaios poderdo ser conduzidos futuramente visando avaliar também outras
caracteristicas de comportamento do inseto, dentre elas a preferéncia e nao preferéncia por

estas espécies arbdreas.
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2.1. Resposta de espécies arbdreas a inoculagdo mecanica com PVY via extrato
vegetal tamponado

Nas andlises visuais a maioria das espécies arbdreas ndo apresentou sintomas evidentes
de infeccdo por PVY como: jenipapo (Figura 12A), baru (Figura 12B), angico, amburana,
araca, cabeludinha, mutamba, sucupira branca, quaresmeira, ipé branco e carambola. As plantas
que apresentaram sintomas foram: copaiba (reducdo foliar e bronzeamento - Figura 12C), ipé
caraiba (encarquilnamento e necrose do bordo foliar - Figura 12D) e ipé amarelo
(amarelecimento e necrose - Figura 12E).

Quanto aos controles positivos e negativos de N. tabacum cv. TNN, foram observados
que os controles positivos ja apresentavam sintomas de mosaico, mosqueado, bolhosidade e
reducdo foliar (Figura 12F) aos dias apds a re-inoculacdo. Plantas do controle negativo

permaneceram assintomaticas (Figura 12G).

Figura 12. A-G: Plantas inoculadas mecanicamente com Potato virus Y (PVY). A e B. Plantas

assintomaticas de Jenipapo (Genipa americana) e Baru (Coumarouna alata). C. Planta de Copaiba
(Copaifera langsdorfii) com sintoma de reducéo foliar e bronzeamento. D. Planta de Ipé caraiba (Tecoma
aurea) com sintomas de encarquilhamento e necrose proximo aos bordos foliares. E. Planta de Ipé amarelo
(Handroanthus serratifolius) com sintoma de necrose. F e G. Plantas de fumo (Nicotiana tabacum) cv.

TNN com sintomas (controle positivo, inoculado) e sem sintomas (controle negativo, ndo inoculado).
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Apenas o controle positivo foi detectado via Dot Blot aos 35 dai e nenhuma espécie
arborea foi detectada neste teste soroldgico.

Como plantas de copaiba, ipé amarelo e ipé caraiba apresentavam-se sintomaticas e
foram negativas por Dot Blot, testes de inoculagdo (recuperacdo viral) em plantas de fumo
foram realizados, principalmente devido ao fato de que a carga viral presente nestas espécies
arboreas poderia estar baixa. Assim, dois pools de cada uma das espécies acima citadas
(compostos por duas plantas) foram inoculadas em fumo para confirmar se a auséncia de
deteccdo em Dot-Blot era devida a baixa concentragéo viral.

Procedeu-se também inocula¢es em plantas de fumo a partir das outras onze espécies
arbdreas, cujas plantas inoculadas permaneceram assintomaticas.

Os resultados sdo apresentados a seguir entre parénteses indicando o niumero de plantas
positivas em um numero total de plantas avaliadas (2). Plantas de fumo sintomaticas (aos 26
dias apos inoculacbes) foram provenientes de amostras de amburana (1 planta com sintoma/2
plantas inoculadas), ipé amarelo (2/2), cabeludinha (2/2), ipé caraiba (2/2), copaiba (2/2),
quaresmeira (2/2), jenipapo (1/2) e ipé branco (1/2) (Figura 13A - 13H nesta ordem). A
Figura 13l representa o controle negativo Nicotiana tabacum cv TNN inoculado apenas com o
tampao fosfato de potéssio. Plantas de fumo inoculadas com amostras das demais espécies
arbdreas permaneceram assintomaticas.

Todas as plantas de fumo que exibiram sintomas reagiram positivamente no novo teste de

Dot Blot realizado.
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Figura 13. A-l: Plantas de fumo (Nicotiana tabacum cv. TNN) inoculadas mecanicamente com extrato
vegetal de espécies arbéreas previamente inoculadas com Potato virus Y (PVY). Os sintomas ilustrados
nesta figura foram observados aos 26 dias ap6s inoculacdes (dai). Na ordem espécies arboreas usadas como
fonte para as inoculagBes: A. ipé amarelo (Handroanthus serratifolius). B. cadeludinha (Eugenia
tomentosa). C. ipé caraiba (Tecoma aurea). D. copaiba (Copaifera langsdorfii). E. quaresmeira
(Tibouchina granulosa). F. jenipapo (Genipa americana). G. ipé branco (Handroanthus roseo - albus). H.

amburana (Amburana cearensis) e I. controle inoculado somente com tampéo.

Estas espécies podem ser consideradas como potenciais reservatorios de PVY na
natureza. A transmissdo a partir destas fontes pelo vetor (pulgdo) precisa ser estudada para
determinar a real importancia destas espécies como fontes de inoculo viral.

As plantas de araca, angico, baru, carambola, sucupira branca e mutamba apresentaram

uma resposta de ndo hospedeira uma vez que nao ha relatos de infec¢do por PVY e ndo houve
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deteccdo viral apds a inoculagdo nestas espécies e nem apds a tentativa de recuperacdo em
plantas de fumo.

A idade das plantas no momento das inoculagdes é um critério importante a ser
considerado. A inoculacdo foi realizada em plantas jovens quando a grande maioria delas
exibia de 5-6 folhas. A escolha das plantas no viveiro da NOVACAP seguiu rigorosamente este
critério, entretanto plantas das espécies jenipapo, carambola e araca apresentavam-se um pouco
mais desenvolvidas, apesar da idade semelhante entre todas elas. Sabe-se que este fato pode
interferir no resultado, visto que para jenipapo a deteccdo somente foi confirmada apo6s a
recuperacdo em plantas de fumo, porém ndo se sabe se este fato ocorreu pela idade da planta ou
por outro fator, tendo em vista que comportamento similar foi observado em espécies que
foram inoculadas com nimero menor de folhas.

Para araca e carambola os resultados obtidos indicam uma provavel resisténcia ao virus,
contudo estudos futuros poderdo ser conduzidos em plantas com idade precoce.

As espécies ipé caraiba, copaiba e ipé amarelo mostraram-se suscetiveis e podem servir
como fonte de in6culo de PVY, entretanto testes com aquisicdo e transmissdo pelo vetor
deverdo ser realizados futuramente.

Farias (2012) relata que paineira do Cerrado (Eriotheca pubescens) e inga-branco (Inga
laurina) comportaram-se como suscetiveis a PVY.

Por outro lado, ainda de acordo com Farias (2012) mutamba foi considerada como
resistente. Resultado idéntico foi observado neste trabalho.

Vicent et al. (2014) também realizaram estudos de inoculacdo viral em varias espécies
nativas da Australia e confirmaram através de sintomas e testes sorologicos que muitas destas

sdo hospedeiras de espécies de Potyvirus.
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Estes trabalhos sdo importantes para conhecimento da gama de hospedeiras de espécies
virais, bem como do ponto de vista epidemiolégico tendo em vista que podem contribuir

futuramente para adog¢do de técnicas de manejo e controle de virus em espécies cultivadas.

3.2 Resposta de espécies arbdreas a inoculagdo mecénica com GRSV via
extrato vegetal tamponado

Nas avaliagBes visuais das espécies arbdreas foram observados sintomas de
bronzeamento em copaiba (Figura 14A), amarelecimento internerval em ipé amarelo (Figura
14B), encarquilnamento em ipé caraiba e necrose foliar em quaresmeira coincidindo com as
plantas positivas na deteccdo via Dot-Blot. As demais espécies arbOreas permaneceram
assintomaticas como as plantas de baru (Figura 14C), ipé branco (Figura 14D), angico, araca,
amburana, cabeludinha, carambola, jenipapo, mutamba e sucupira branca (fotos néo
mostradas).

As plantas do controle positivo D. stramonium apresentaram os sintomas ilustrados na
Figura 14E, enquanto plantas do controle negativo permaneceram assintomaticas (Figura

14F).
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Figura 14. A-F: Plantas inoculadas mecanicamente com Groundnut ringspot virus (GRSV). A. Planta
de copaiba (Copaifera langsdorfii) com sintoma de bronzeamento foliar. B. Planta de ipé amarelo
(Handroanthus serratifolius) com sintoma leve de amarelecimento. C e D. Plantas de baru
(Coumaruna alata) e ipé branco (Handroanthus roseo - albus) assintomaticas. E e F. Plantas de
Datura stramonium, controle positivo (inoculado) e controle negativo (inoculado apenas com tampéo

de inoculagdo) respectivamente.

Ao realizar o Dot Blot dez das quatorze espécies arboreas apresentaram pelo menos uma
planta positiva para 0 GRSV. Os resultados sdo apresentados a seguir entre parénteses
indicando o namero de plantas positivas em um namero total avaliado. As plantas positivas
foram de baru (1/6), carambola (3/6), ipé amarelo (1/6), ipé branco (1/6), ipé caraiba (1/6),
jenipapo (1/6), mutamba (1/6), copaiba (1/6), quaresmeira (3/6) e sucupira branca (2/6),
enquanto que amburana, angico, araca e cabeludinha foram negativas.

Para confirmar a presenca viral foi realizada inoculacdo de extrato vegetal das espécies
arboreas em D. stramonium (conforme procedimento descrito acima para recuperacgdo viral de

PVY em plantas de fumo).
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Para as espécies amburana, angico, araca e cabeludinha mesmo apds testes de
recuperagdo em D. stramonium, nenhum sintoma foi observado e os resultados foram negativos
em Dot-Blot.

Dentre as outras dez espécies arbdreas usadas como inéculo para D. stramonium na
tentativa de recuperacdo viral, apenas a amostra proveniente de copaiba foi capaz de induzir
sintomas na indicadora utilizada (Figura 15A). O controle negativo permaneceu assintomatico

(Figura 15B). Nao houve deteccgéo viral (via Dot-Blot) em nenhuma destas plantas (Figura

15C).
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Figura 15. A-B: Plantas de Datura stramonium inoculadas a partir de espécies arboreas infectadas com
Groundnut ringspot virus (GRSV). A. Planta inoculada com amostra de copaiba (Copaifera langsdorfii)
exibindo sintomas de encarquilhamento e desvio de cor 26 dias apds inoculagbes (dai). B. Controle
inoculado apenas com tampédo. C. Membrana de Dot Blot para GRSV. Somente os controles positivos
foram detectados (posi¢des 6D, 6E e 6F).

A maioria das espécies arboreas avaliadas comportou-se como hospedeira de GRSV. As
espécies copaiba, ipé amarelo, ipé caraiba e quaresmeira foram confirmadas como potenciais
hospedeiras de GRSV, onde apds a observacdo de sintomas evidentes a deteccdo foi
confirmada mediante Dot-Blot.

Plantas de baru, carambola, ipé branco, jenipapo, mutamba e sucupira branca, apesar de

assintomaticas tiveram detecgdo positiva apos realizacdo de teste sorologico, indicando que as
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mesmas, caso sejam infectadas, podem servir também como reservatério de virus em condigdes
naturais.

Por outro lado nenhum sintoma (nem detecgéo viral) foi observado em plantas de angico,
araca, amburana e cabeludinha.

Farias (2012) realizou testes de inoculagcdo mecénica, em espécies arbdreas do bioma
Cerrado, com intuito de detectar potenciais hospedeiras de GRSV. Através de sorologia (Dot
Blot) confirmou-se a presenca deste virus em paineira rosa (Ceiba speciosa), paineira do
Cerrado, inga-branco, pacari (Lafoensia pacari) e aroeira vermelha (Schinus terebinthifolius).

Vicent et al. (2014) também realizaram inoculagdes mecanicas de espécies de Tospovirus
em plantas nativas da Australia. Inoculagdes com TSWV resultaram em sintomas Sseveros e
perdas de até 100% na matéria seca de folhas e frutos.

As plantas inoculadas com GRSV e PVY ainda estdo sendo avaliadas periodicamente e
vale enfatizar a importancia da realizacédo de estudos futuros de transmissao via vetores usando
estas espécies arboreas como fontes de indculo viral para distintas espécies cultivadas de

interesse.

4. Concluséao

Conclui-se que as espécies testadas apresentaram uma resposta do tipo ndo hospedeira ao
ToCMoV, porém ao vetor em todas as plantas houve ao menos a presenca de um dos estagios
do ciclo de vida. Na andlise de variancia, mutamba e quaresmeira mostraram-se altamente
suscetiveis a B. tabaci.

As espécies ipé caraiba, copaiba e ipé amarelo mostraram-se suscetiveis ao PVY,
enquanto araca, angico, baru, carambola, sucupira branca e mutamba apresentaram-se

resistentes. As demais espécies testadas (amburana, cabeludinha, ipé branco, quaresmeira e
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jenipapo) apesar de assintométicas podem funcionar como fontes de reservatorio desta espécie
viral.

A maioria das espécies arboreas (dez ao todo) avaliadas comportou-se como hospedeira
de GRSV. Esta espécie viral parece ser bastante polifaga e quatro espécies arboreas
comportaram-se como suscetiveis (copaiba, ipé amarelo, ipé caraiba e quaresmeira) exibindo
sintomas evidentes e detec¢do positiva por sorologia. Outras seis espécies (baru, carambola, ipé
branco, jenipapo, mutamba e sucupira branca) ndo desenvolveram sintomas, mas tiveram
plantas positivas na sorologia. Comportamento de resisténcia foi observado nas espécies

angico, araca, amburana e cabeludinha.
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cAriTuLo 4

Avaliacdo do potencial de Solanum melongena (berinjela) como hospedeira de Tomato
chlorotic mottle virus (ToCMoV), Potato virus Y (PVY) e Groundnut ringspot virus (GRSV)

Resumo

Espécies de Begomovirus, Potyvirus e Tospovirus causam grandes prejuizos em diversas
solanéceas, incluindo o tomateiro. A tentativa de reduzir a disseminacdo de doencas causadas
por especies destes géneros virais é bastante dificil e dispendiosa. Desta forma, o uso de
variedades resistentes ao virus e/ou ao vetor é uma das opcbes mais desejadas. Uma alternativa
é a busca de novas fontes de resisténcia no préprio tomate ou em espécies afins. Neste cenario,
a berinjela (Solanum melongena) € considerada uma opcao atraente, principalmente pelas
observacOes de plantas assintomaticas proximas a fontes de inoculo de culturas suscetiveis. No
Brasil até o presente momento ndo existe relato de nenhuma espécie de Begomovirus
infectando berinjela, entretanto algumas espécies deste género vém sendo relatadas na cultura,
principalmente na Asia e Africa. Por outro lado espécies de Potyvirus (Potato Virus Y - PVY) e
Tospovirus (Groundnut ringspot virus - GRSV) ja foram relatadas em berinjela no Brasil. Neste
contexto, 93 acessos de berinjela que fazem parte do Banco de Germoplasma de Berinjela da
Embrapa Hortalicas (BGB-CNPH) foram avaliados visando encontrar materiais resistentes a
espécies de Begomovirus (Tomato chlorotic mottle virus - ToCMoV) e Potyvirus (PVY) e 88
acessos foram avaliados para GRSV. Para ToCMoV a inoculacéo foi realizada via exposi¢édo ao
vetor mosca-branca (Bemisia tabaci) durante 20 dias e o controle positivo foi o tomate
(Solanum lycopersicum) cv. Santa Clara. Apos o periodo de inoculagdo, amostras foliares
foram coletadas para contagem de diferentes estagios do vetor. A avaliacdo para B. tabaci
mostrou que todos os acessos foram visitados pelo vetor. Sete acessos foram altamente
suscetiveis ao vetor e outros sete foram resistentes: CNPH 013, CNPH 176, CNPH 177, CNPH
178, CNPH 188, CNPH 354 e CNPH 395. Os demais acessos, de um modo geral, apresentaram
alguns valores similares ao controle positivo e outros diferiram estatisticamente. As avaliacdes
para virus foram realizadas mediante observacdo de sintomas dos sete aos 120 dias apds o
término da inoculacdo (dati) pelo vetor. Testes de hibridizacdo molecular e PCR foram
realizados aos 35 dati. Nenhuma planta de berinjela foi detectada como positiva ao ToCMoV.
Para PVY e GRSV plantas de cada acesso foram inoculadas mecanicamente via extrato vegetal
tamponado. Os controles utilizados foram Nicotiana tabaccum cv. TNN e Datura stramonium
respectivamente. A avaliacdo de sintomas foi feita dos sete até os 120 dati e aos 35 dati foi
realizada a deteccdo por Dot Blot. Para PVY as plantas permaneceram assintomaticas e nao
houve plantas positivas na deteccao soroldgica. Para 0 GRSV na deteccdo via Dot Blot, plantas
de 32 acessos foram negativas e ndo haviam mostrado sintomas apresentando uma resposta de
resisténcia. Estes resultados indicam que alguns destes acessos podem constituir boas fontes
para uso em programas de melhoramento para resisténcia a Begomovirus, Potyvirus e
Tospovirus que infectam tomateiro no Brasil.

Palavras chave: berinjela, Begomovirus, Potyvirus, Tospovirus
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Abstract

Species of the genera Begomovirus, Potyvirus and Tospovirus may cause major damages in
many solanaceous crops, including tomato. The attempt to reduce the spread of diseases caused
by these viral species is quite difficult and expensive. Thus, the use of virus-resistant varieties
and/or the vector is one of the most desirable choices. An alternative is to search for new
sources of resistance in tomato itself or in related species. In this scenario, the eggplant
(Solanum melongena) is considered an attractive option, especially for observations of
asymptomatic plants near sources of inoculum to susceptible crops. In Brazil to date there are
no reports of Begomovirus species infecting eggplant, however some species of this genus have
been reported in this crop, especially in Asia and Africa. On the other hand species of Potyvirus
(Potato Virus Y - PVY) and Tospovirus (Groundnut ringspot virus - GRSV) have been reported
in eggplant in Brazil. In this context, 93 eggplant accessions were assessed searching for
resistant materials to Begomovirus (Tomato chlorotic mottle virus - ToCMoV) and Potyvirus
(PVY) and 88 accessions were evaluated for GRSV. ToCMoV inoculation was carried out via
its whitefly vector (Bemisia tabaci) during 20 days and tomato (Solanum lycopersicum) cv.
Santa Clara was used as positive control. After this period, leaf samples were collected for
future count different stages of the vector. The evaluations for B. tabaci resistance showed that
all accessions were visited by the vector. Seven accessions were found to be highly susceptible
to vector and others seven accessions were found to be resistant: CNPH 013, CNPH 176,
CNPH 177, CNPH 178, CNPH 188, CNPH 354 e CNPH 395. Other accessions showed
similarity to positive control in the some aspects. Evaluations were performed by visual
symptom analyzes from seven to 120 days after the inoculation (dai). Molecular hibridization
and PCR assays were carried out at 35 dai. No eggplant plant was detected as positive to
ToCMoV. Accessions were mechanically inoculated with GRSV and PVY isolates. The
controls were Nicotiana tabaccum cv. TNN and Datura stramonium respectively. A symptom
assessment for both virus was made from seven to 120 dai and 35 dai the detection was carried
out by Dot Blot. For PVY, all accessions remained asymptomatic with no positive serological
detection in all plants. For GRSV in Dot Blot detection via plants of 32 accessions were
negative and had shown no symptoms presenting a resistance response. Other accessions were
found to be susceptible to GRSV. The results indicate that some of these accessions can be
good sources for use in breeding programs for resistance to Begomovirus, Tospovirus and
Potyvirus from tomatoes in Brazil.

Keywords: eggplant, Begomovirus, Potyvirus and Tospovirus

1. Introducéo
A berinjela (Solanum melongena) é uma espécie classificada na familia Solanaceae.
Estudos indicam que a berinjela é originaria das regides tropicais da india e o seu cultivo tem
sido realizado h&d muitos séculos pelos chineses e arabes (Filgueira, 2008).
PlantacGes de berinjela representam aproximadamente dois milhdes de hectares plantados

espalhados pelo mundo, sendo a China e a india os maiores produtores desta hortalica (FAO,
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2011). No Brasil, o cultivo ainda ndo € expressivo e a producdo concentra-se nas regides Sul e
Sudeste (Santos et al., 2006 e Reis et al., 2007).

A berinjela é uma cultura bastante rustica, sendo mais tolerante a doencas que outras
olericolas da familia Solanaceae como o tomate (Solanum lycopersicum), a batata (Solanum
tuberosum) e o pimentdo (Capsicum annum). Mesmo sendo tolerante, existem alguns
patdgenos nos diferentes grandes grupos de microrganismos (fungos, nematdides, bactérias e
virus) que sdo capazes de infectar berinjela (Eck & Snyder, 2006).

Informacdes sobre a tolerdncia da berinjela tém sido confirmadas por observagdes de
campo (informagdes pessoais: Dr. Leonardo Silva Boiteux), onde mesmo na presenga de fontes
de inoculo de varias espécies virais (espécies dos géneros Begomovirus, Potyvirus e
Tospovirus) que acometem solanaceas, plantas de berinjela permanecem assintomaticas.

As especies classificadas no género Begomovirus possuem DNA de fita simples e podem
apresentar um ou dois componentes gendmicos sendo chamadas de monopartidas ou bipartidas,
respectivamente (Brown et al., 2011 e Seal et al., 2006). Em berinjela ja foram relatadas trés
espécies de Begomovirus, todas elas com genoma bipartido. Green et al. (2003) relataram as
espécies: Tomato yellow leaf curl Thailand virus (TYLCTHV) e Ageratum yellow vein virus
(AYVV) na Tailandia, enquanto Pratap et al. (2011) relataram Tomato leaf curl New Delhi
virus (TOLCNDV) na india.

No Brasil, em tomate, existe uma grande diversidade genética de espécies de
Begomovirus formando um agrupamento filogeneticamente distante de qualquer begomovirus
relatado em outros paises do mundo (Ambrozevicius et al., 2002; Faria et al., 1997; Galvao et
al., 2003; Ribeiro et al., 2003).

Em torno de doze novas espécies foram relatadas infectando tomateiros no Brasil

(Albuquergue et al., 2011; Andrade et al., 2006; Calegario et al., 2007; Faria et al., 1997;
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Fauquet et al., 2008; Fernandes et al., 2008; Fernandes et al., 2006; Ferreira et al., 2007;
Ribeiro, 2006; Ribeiro et al., 2006; Zerbini et al., 2005).

Uma destas espécies, o Tomato chlorotic mottle virus (ToCMoV), é considerada
importante pela distribuicdo e usada como modelo em varios estudos pelo grupo de virologistas
da UnB e Embrapa (Centro Nacional de Pesquisa de Hortalicas - CNPH e Embrapa Centro
Nacional de Recursos Genéticos - Cenargen).

A transmissdo de espécies do género Begomovirus ocorre via vetor Bemisia tabaci
(familia Aleyrodidae), popularmente conhecido como mosca-branca. O ciclo de vida deste
aleirodideo passa pelos estagios de ovo, ninfas de 1°, 2°, 3° e 4° instar e adulto (Villas-Bbas &
Castelo-Branco, 2009).

Com a introducdo de um novo bidtipo de B. tabaci no Brasil, conhecido até pouco tempo
atras como biotipo B, houve um aumento na incidéncia e severidade das doencas causadas por
espécies de Begomovirus (Lourencdo & Nagai, 1994 e Souza-Dias et al., 1996). Este aumento
foi atribuido principalmente as caracteristicas deste biotipo que € altamente polifago e com alto
grau de adaptacdo (Bedford et al., 1994; Morales & Jones, 2004).

Durante muitos anos, a classificacdo de mosca-branca foi feita em bidtipos, entretanto De
Barro et al. (2011) re-classificaram os antigos 41 bidtipos em 11 grupos contendo 24 especies
indistinguiveis morfologicamente. Dinsdale et al. (2010) subdividiram estas 24 espécies em
onze grupos genéticos. Dentre eles podem ser citados: Middle East-Asia Minor (MEAM1)
relacionado com 0s bidtipos “B” e “B2”, Mediterranean species (MED) relacionado com os
biodtipos: “Q”, “J” e “L”, New World species relacionado com os bidtipos “A”, “C”, “D”, “F”,
Jatropha, “N”, “R” e Sida. Estudo recente de Marubayashi et al. (2012) com varias populagdes
de B. tabaci presente nos estados de Sdo Paulo e Mato Grosso mostrou gque as espécies foram

classificadas nos grupos MEAM1, New World e New World 2.
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Por outro lado, espécies de Potyvirus e Tospovirus, que também acometem o tomateiro e
outras solanéceas, sdo transmitidas mecanicamente e por afideos e tripes, respectivamente.

Espécies de Potyvirus apresentam RNA de fita simples sentido positivo (Adams et al.,
2011). A espécie-tipo do género é o Potato virus Y (PVY), bastante cosmopolita e de
distribuicdo mundial. Dentre as varias hospedeiras em solaniceas, destacam-se o tomate,
pimentdo, fumo e batata (Janzac et al., 2008). De acordo com Scholthof et al. (2011) o PVY ¢
considerado o quinto virus mais importante economicamente.

Algumas espécies de Potyvirus séo relatadas infectando berinjelas: Eggplant mosaic virus
(EMV) (Briand et al., 1997), Eggplant severe mottle virus (ESMV) (Ladipo et al., 1988) e PVY
(Sastry et al., 1974). No Brasil, Brioso et al. (1988) relataram PVY em plantas de berinjela no
Rio de Janeiro.

No género Tospovirus, estdo classificados virus de RNA fita simples (Plyusnin et al.,
2011). As espeécies apresentam ampla gama de hospedeiras e estdo distribuidas em todo o
mundo afetando ndo apenas solanaceas, mas também espécies de outras familias botanicas. No
Brasil destacam-se as espécies virais Tomato spotted wilt virus - TSWV, Groundnut ringspot
virus - GRSV, Tomato chlorotic spot virus - TCSV e Chrysanthemum stem necrosis virus -
CSNV, responsaveis por causarem a doenca conhecida como ‘vira-cabeca do tomateiro. Dentre
estas espécies virais, 0 GRSV ja foi citado como a predominante em alguns locais do pais (Reis
et al., 2011 e Nagata et al., 1995).

Todas estas espécies de Tospovirus acima citadas (TSWV, GRSV, TCSV e CSNV
também infectam a berinjela (Lima et al., 2002 e Reis et al., 2011).

Assim, devido a importancia dos virus citados e a ampla distribuicdo das espécies
ToCMoV, PVY e GRSV, especialmente no cultivo de solandceas, dentre as quais destaca-se o

tomate, o objetivo principal deste trabalho foi avaliar a resposta de varios acessos de berinjela
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como hospedeiras destas espécies virais no intuito de encontrar materiais que possam servir

como fontes de resisténcia.

2. Material e Métodos

2.1. Locais dos ensaios

e Laboratorio de Virologia Vegetal do Departamento de Fitopatologia da Universidade de
Brasilia, localizado em Brasilia, Distrito Federal.

e Estacdo Experimental de Biologia (EEB) da Universidade de Brasilia - Distrito Federal.

2.2. Origem dos acessos de berinjela (S. melongena)

Os acessos de berinjela utilizados neste trabalho foram provenientes do Banco de
Germoplasma de Berinjela da Embrapa Hortalicas (BGB-CNPH). Foram utilizados neste
trabalho um total de 93 acessos de berinjela na avaliagdo para Tomato chlorotic mottle virus
(ToCMoV) e Potato virus Y (PVY). Devido a problemas na germinacdo de sementes, 88

acessos destes 93 foram avaliados para Groundnut ringspot virus (GRSV).

2.3. Origem dos isolados de virus

Foram utilizadas trés espécies virais:

1) Tomato chlorotic mottle virus (ToCMoV): mantido em plantas de tomate cv
Santa Clara, em casa de vegetacdo na presenca do vetor virulifero (B. tabaci biotipo B). As
primeiras plantas usadas como fonte de in6culo foram obtidas através de bombardeamento com
clone infeccioso de ToCMoV na Embrapa Cenargen.

2) Potato virus Y (PVY): mantido em plantas de fumo cultivar TNN. Proveniente

da Embrapa CNPH.
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3) Groundnut ringspot virus (GRSV): mantido em plantas de Datura stramonium.

Proveniente da Embrapa CNPH.

2.4. Origem de populacéo de Bemisia tabaci

Os primeiros insetos aviruliferos foram provenientes da criacdo de insetos da Embrapa
CNPH.

A populacédo avirulifera do vetor B. tabaci biétipo B vem sendo mantida em plantas de
repolho (Brassica oleraceae var. capitata) enquanto a populacdo virulifera vem sendo mantida

em tomate infectado com ToCMoV.

2.5. Delineamento experimental e anélise estatistica

e ToCMoV

Plantas dos 93 acessos foram dispostas em Delineamento em Blocos Casualizados (DBC)
para inoculacdo de ToCMoV via vetor. Foram usadas 12 plantas por cada acesso. Estas plantas
foram distribuidas em trés bandejas e dispostas em um insetario contendo moscas-brancas
viruliferas.

A analise estatistica foi realizada usando os dados obtidos através da contagem dos
diferentes estagios do ciclo de vida do vetor: ovos, ninfas de 1° instar, 2° e 3° instares
(contados juntos), 4° instar e adulto de B. tabaci.

Os resultados de contagem foram transformados por log 10 (x+1) e re-transformados por
107M(x + 1) (10 elevado a soma de x mais um) e comparados as médias pelo Teste de Scott-

Knott. Foi utilizado o programa SAS (2008).

¢GRSV e PVY
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Foram utilizadas cinco plantas de cada acesso de berinjela para inoculagéo viral e dez
plantas de Nicotiana tabacum cv. TNN e Datura stramonium para controle da inoculagdo por
PVY e GRSV, respectivamente. Destas dez plantas, cinco foram utilizadas como controles
positivos (inoculado) e cinco como controles negativos (ndo inoculado). O delineamento foi

inteiramente casualizado (DIC).

2.6. Meétodos de inoculagéo

2.6.1. Inoculacdo de ToCMoV via moscas-brancas viruliferas em condicfes de
insetario

As inoculagdes foram realizadas em um insetario contendo moscas-brancas (Bemisia
tabaci biotipo B) viruliferas (ToCMV). Foram avaliadas 16 plantas por cada acesso. Deste
total, quatro plantas formaram o grupo ndo inoculado (GNI) e permaneceram em ambiente livre
do vetor. As demais plantas (12) apresentando de 3-4 folhas foram distribuidas em trés
bandejas e dispostas em DBC formando assim o grupo inoculado (GlI). O controle utilizado foi
o tomate cv. Santa Clara (suscetivel ao virus e ao vetor). A cada dois dias as bandejas eram
casualizadas e as plantas fonte de indculo (tomate) agitadas para facilitar a visita dos insetos
nas plantas de berinjela.

Decorridos 20 dias da exposicdo das plantas ao vetor virulifero, procedeu-se a coleta de
uma amostra por planta (terceira folha do &pice para base) para contagem futura dos diferentes
estagios do ciclo de vida do vetor. Apds a coleta, as plantas do GI e GNI foram tratadas com
Imidacloprid e mantidas em DIC em ambiente livre do vetor.

As plantas foram avaliadas para infec¢do viral (presenca ou auséncia de sintomas) até 120
dias apds o término da inoculacdo (dati).

Devido ao elevado nimero de acessos, associados a desuniformidade da germinacéo e a

metodologia empregada para avaliacdo dos estagios de vida do vetor (contagens individuais em
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toda folha) optou-se por uma avaliacdo escalonada de acessos, aqui denominada de acessos
avaliados na primeira remessa (11 acessos), segunda (28 acessos) e terceira remessa (54

acessos) conduzidos a partir dos meses de margo, setembro e outubro respectivamente.

2.6.2.  Inoculagdo mecénica de PVY e GRSV

As plantas utilizadas como fontes de indculo de GRSV e PVY foram inoculadas duas
semanas antes da data prevista para inoculacdo dos acessos de berinjelas

A inoculacdo foi realizada quando as plantas apresentavam de trés a cinco folhas. Foram
utilizados em média 10 mL de tampéo fosfato de potassio (NaH,PO4H,0) 0,01 M e sulfito de
sodio (Na,;S03) 1% (P/V) em agua destilada, pH 7,0. Em media foram utilizados de 10 a 15
discos foliares das plantas fontes de inoculo. Hastes flexiveis umedecidas em tampédo de
inoculagdo com folhas infectadas maceradas foram friccionados na regido adaxial das folhas de
mudas de berinjela previamente polvilhadas com o abrasivo “Carborundum” (carboneto de
silicio). Re-inoculacbes foram realizadas sete dias ap0s as inoculagdes conforme descrito

acima.

2.7. Avaliagdo sintomatica para resposta a infeccdo por ToCMoV, GRSV e PVY
As plantas foram avaliadas aos 7, 14, 21, 28, 35, 60 e 120 dati de ToCMoV. AvaliacGes
sintomaticas também foram realizadas nestes intervalos e até aos 120 dias ap0s as re-

inoculacdes para GRSV e PVY.

2.8. Métodos de deteccdo
2.8.1  Begomovirus - ToCMoV
Os testes realizados foram tissue print (acessos da primeira, segunda e terceira remessa) e

PCR (acessos da terceira remessa).
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2.8.1.1. Extracdo de DNA

As extragdes de DNA foram realizadas segundo protocolo CTAB modificado (Boiteux et
al., 1999). Detalhes do processo encontram-se detalhados no item 2.4.2.1 do Capitulo 2.

Para cada acesso do Gl de plantas de berinjela da terceira remessa foram realizados dois
pools no momento da extragdo. Assim, meio disco foliar de cada uma das seis plantas de cada
acesso foi usado para compor o primeiro pool (plantas de 1-6) e as outras seis para compor um
segundo pool (plantas de 7-12).

Para os controles também foram realizados pools, sendo de seis plantas para o controle

positivo (tomate) e de quatro plantas para 0 GNI

2.8.1.2. Reacdo em Cadeia da Polimerase - PCR

Ao todo foram 166 pools (54 acessos no total sendo108 pools do Gl e 54 pools do GNI, 2
pools de tomate controle positivo e 2 pools de tomate controle negativo) provenientes das
extracOes de DNA. As condicdes das reacfes de PCR foram conduzidas conforme descrito
anteriormente no item 2.4.2.1 do Capitulo 2. Como controle positivo utilizou-se uma planta de

tomate proveniente d insetario onde ocorreu a inoculacdo via vetor virulifero.

2.8.1.3. Tissue Print

Para realizacdo da técnica de tissue print, a segunda folha do apice da planta foi cortada e
0 seu peciolo pressionado cuidadosamente em membrana de nailon carregada positivamente
(Amersham Hybond - N+). As deteccdes foram realizadas com sonda marcada com P*? (para
11 acessos da primeira remessa) e sonda marcada com digoxigenina (para 82 acessos da
segunda e terceira remessa). As hibridizacbes foram realizadas na Embrapa Cenargen e

Embrapa CNPH respectivamente.
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2.8.1.3.1. Sonda marcada com P*

Antes da hibridizagdo, a membrana foi tratada com 4 mL de NaOH 0.4M por 5 minutos
(min.). A seguir adicionou-se 4 mL Tris-HCI 1M (pH 7.5) durante 5 min. por duas vezes.
Finalmente a membrana foi lavada com SSC2X e deixada para secar a temperatura ambiente
(Brasileiro & Carneiro, 1998).

A deteccdo viral foi realizada através de sondas radioativas (para uma regido do
componente A viral) utilizando-se o kit Rediprime Il Labeling System (GE healthcare)
ea32PdCTP, conforme instrugdes do fabricante.

A pré-hibridizagdo e a hibridizagéo de acidos nucléicos foram feitas com tampé&o Church
modificado a 55 °C e as lavagens com SSC 2X e SSC 1X na mesma temperatura. As
membranas foram expostas no Imaging plate BAS-MS (Fuji Film) e analisadas em um
equipamento Biolmaging Analyser FLA 3000 (Fuji Film) de acordo com metodologia realizada

por Fontenele et al. (2010).

2.8.1.3.2. Sonda marcada com digoxigenina

N&o houve tratamento anterior ao procedimento da membrana. Inicialmente a membrana
foi colocada em tubo de vidro com 25 mL de tampéo ultrasensivel (ultrahyb, Life Tech) por 1
hora a 68°C. ApOs esta etapa, retirou-se parte do tampéo, deixando em torno de 10 mL deste
tampao, ao qual adicionou-se 50 pL da sonda.

A sonda foi produzida previamente atraves de uma reacdo de PCR usando 50 puL de
tampao 10x, 40 uL MgCl,, 20 uL dNTP, 5 pL de cada primer, 5 pL Tag DNA polimerase, 25
ng de DNA , 365 pL agua miliQ autoclavada e 2,5 pL DIGAUTP (Roche). Os primers

utilizados foram Cpl e Cp2: CCCGTCGACATGYCTAAGMGKGAKGCCCC e
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CCCCTGCAGAACTTCCAAGTCTGGACG amplifica um fragmento de 820 pb (Fernandes et
al., 2010).

A seguir realizou-se a hibridizacdo a 68°C overnight. A proxima etapa foi retirar a sonda
do tubo e armazena-la a - 20°C para uso futuro. A membrana foi lavada duas vezes com
SSC2X durante 5 min. a temperatura ambiente. Posteriormente, mais duas lavagens com
SSCO0,5X foram realizadas. Cada lavagem foi realizada por 15 min. a 68°C. Depois de
descartada a solugdo, um volume de 50 mL do tampé&o de bloqueio foi adicionado ao tubo (50
mL PBS Tween 1x e 2% de leite em pd) por 1 hora (h) a temperatura ambiente. O tamp&o de
bloqueio foi entdo coletado e, em 10 mL do mesmo, adicionou-se 1 pL de anticorpo anti-
digoxigenina (150U/uL, Roche) deixando em contato com a membrana por 1h a temperatura
ambiente. Decorrido esse tempo, a membrana foi lavada por trés vezes com 15 mL de PBS
Tween a temperatura ambiente por 10 min. cada lavagem. A reacdo foi visualizada por
colorimetria, apds deixar 15 min. em tampédo de revelacdo adicionado de BCIP (5-bromo-4-
cloro-3-indolil fosfato) e NBT (cloreto nitroazul de tetrazélio), na proporcéo 1:2 BCIP-NBT.

Para interrupc¢éo da reacdo, a membrana foi lavada com agua destilada.

2.8.2. Deteccdo de PVY e GRSV

Foram coletadas amostras foliares aos 35 dias apos as re-inoculagdes. Trés discos foliares
foram macerados em tubos eppendorf de 1,5 mL, na presenca de 1 mL de tampdo PBS-1X,
com 0,1 % de sulfito de sodio. A seguir 3 uLL foram pipetados em membrana de nitrocelulose
Hybond C. Esperou-se até que a membrana secasse e aplicou-se a solucdo de bloqueio PBS-1X
+ Tween (2 %) (PBS-T)+ 5 % p/v de leite desnatado. Apds incubagdo a temperatura ambiente
por uma hora sob agitacdo, a membrana foi lavada trés vezes com 10 mL de PBS-T, 10 min.
por vez. Em seguida foi adicionado o anticorpo especifico para PVY ou GRSV, na proporcao

de 1:1.000. A membrana foi incubada a temperatura ambiente por 2h sob agitacdo e novamente
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lavada com PBS-T por trés vezes de 5 min. cada, sob agitagdo. Adicionou-se 0 anticorpo
secundario (goat-anti-rabbit-SIGMA/A3887-1 mL) na diluicdo de 1:30.000) seguindo-se
incubacdo a temperatura ambiente por 3h em agitacdo. Apds novas lavagens de 15 min. cada,
em agitacdo, foram colocados 10 mL da solugédo fosfatase alcalina e nesta adicionou-se 33 pL
de BCIP e¢ 66 uL de NBT. Para interrupcdo da reacdo, a membrana foi lavada com agua

destilada.

3. Resultados e Discussao
3.1. Resposta a inoculac¢do por ToCMoV via B. tabaci

Plantas de noventa e trés acessos de berinjela e o controle tomate suscetivel ‘Santa Clara’
receberam intensa visita do vetor virulifero durante os 20 dias em que permaneceram no
insetario. Apos este periodo a terceira folha do apice para a base de cada planta individual foi
coletada para contagem dos diferentes estagios de vida do vetor. Neste momento todas as
plantas de berinjela ndo apresentavam sintomas tipicos de virus de plantas (Figura 16A),
entretanto pontos clordticos observados na face adaxial eram correspondentes a ninfas na face
abaxial indicando a alta oviposicdo nestes acessos (Figura 16B).

Quanto ao controle tomate os primeiros sintomas (amarelecimento e encarquilnamento)
foram observados apos sete dias de exposicao ao vetor virulifero (Figura 16C). Este resultado
em tomate confirma resultados anteriores com esta espécie de Begomovirus obtidos por
Fernandes-Acioli et al. (2011). Das doze plantas de tomate inoculadas, todas mostraram
sintomas aos 14 dias apds dati, entretanto trés delas morreram aos 28 dati e uma aos 35 dati.

Os acessos de berinjela ndo apresentaram sintomas virais desde a inoculacdo (Figura

16D) até os 120 dati.
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A Figura 16E mostra plantas de tomate do Gl apresentando sintomas severos de
deformacdo foliar e nanismo, enquanto os tomates do GNI permaneceram assintomaticos,

demonstrando que houve controle de infecgdes secundarias.

Figura 16. A-E: Plantas de acessos de berinjela (Solanum melongena) provenientes do Banco de
Germoplasma da Embrapa Hortalicas (BAG - CNPH) inoculadas via B. tabaci com Tomato chlorotic mottle
virus ToCMoV (A, B, C e D) e tomate (Solanum lycopersicum) controles negativo e positivo (E). A. Acessos
de berinjela assintomaticos 20 dias ap6s o término das inoculagfes (dati). B. Folha de berinjela acesso CNPH
395 exibindo pontos cloréticos na face adaxial coincidindo com ninfas de B. tabaci na face abaxial da folha.
C. Planta de tomate (Solanum lycopersicum) com sintomas de amarelecimento e encarquilhamento disposta
em Delineamento inteiramente casualizado (DIC). D. Plantas de berinjela acesso CNPH 7 assintomaticas aos
sete dati (3 plantas da esquerda foram inoculadas e a planta da direita ndo foi inoculada). E. Plantas de
tomate controle negativo (& esquerda) assintomético, e controle positivo (a direita), com sintomas severos de

nanismo e encarquilhamento.

Aos 40 dati procedeu-se os testes de deteccdo via hibridizagdes (Figura 17) e PCR (géis
ndo mostrados). Apenas controles positivos foram detectados conforme ilustrado na linha 15 e
posi¢des 17A a 171. Planta da posi¢do 17E na Figura 17 estava morta no momento da coleta e

avaliagdo. Nenhuma planta dos acessos mostrou resultado positivo em nenhuma avaliag&o.
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Figura 17: Resultado da hibridizacdo de 14 acessos de berinjela (Solanum melongena) para
Tomato chlorotic mottle virus (ToCMoV). Cada linha representa as doze plantas de cada acesso
na ordem de 1 a 14: CNPH 329, CNPH 330, CNPH 332, CNPH 334, CNPH 335, CNPH 337,
CNPH 354, CNPH 357, CNPH 369, CNPH 373, CNPH 387, CNPH 388, CNPH 390 e CNPH
393. Plantas de tomate (Solanum lycopersicum) cv. Santa. Clara usadas como controle positivo
(inoculados) encontram-se na linha 15 letras de A a I. Posi¢do 15E: planta morta. Os controles

negativos (ndo inoculados) encontram-se na linha 15, letras Ja L.

Apos realizar as hibridizacbes para 0s acessos da primeira, segunda e terceira remessa € a
PCR para 0s acessos da terceira remessa (géis ndo mostrados) verificou-se que nenhuma planta
dos 93 acessos de berinjela testados foi positiva. A resposta observada nestes materiais pode ser
classificada como um tipo de resisténcia da ndo hospedeira ao ToOCMoV.

Estes resultados corroboram estudos de Amaral (2013) no qual nenhum dos 45 acessos de
berinjela testados mostraram resultados positivos ao ToCMoV em acessos de berinjela. Até o
momento ndo ha relatos de ToCMoV em berinjela, nem de outras espécies de begomovirus na
cultura no Brasil.

Trés espécies de Begomovirus (com genoma bipartido) ja foram relatadas em berinjela.

Green et al. (2003) relataram as espécies: Tomato yellow leaf curl Thailand virus (TYLCTHV)
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e Ageratum yellow vein virus (AYVYV), infectando berinjela na Tailandia e Pratap et al. (2011)
detectaram a espécie Tomato leaf curl New Delhi virus (TOLCNDV) na india.

Trabalhos de busca de fontes de resisténcia em berinjela ainda sdo escassos, porém
pesquisas com espécies de Begomovirus, inclusive para ToCMoV, ja foram realizadas,
principalmente em acessos de tomate. Santana et al. (2001) encontraram fontes de resisténcia
promissoras, as quais serviram como base para trabalhos posteriores de introgressao de genes
via melhoramento genético em tomateiro, como é o exemplo do material TX-468RG com
resisténcia a espécies de Begomovirus monopartidos e bipartidos (Giordano et al., 2005;
Garcia-Cano et al., 2008).

Neste contexto e visando atender aos requisitos dos programas de melhoramento na busca
de resisténcia ampla, duradoura e estavel, os materiais aqui estudados poderao ser usados ainda
para verificar a amplitude da resisténcia frente a outras espécies de Begomovirus, bem como
outras espécies de importantes géneros virais e até mesmo de outros grupos de patdgenos. A
busca e caracterizacdo de materiais resistentes € a base para trabalhos de melhoramento tanto
para berinjela quanto para outras espécies de géneros da familia Solanaceae.

Com relacdo ao comportamento destes acessos aos vetores as plantas dos 93 acessos de
berinjela também foram avaliadas em trés remessas sendo 11, 28 e 54 acessos avaliados na
primeira, segunda e terceira remessa respectivamente.

O ciclo de vida de B. tabaci inicia-se com oviposicdo. De acordo com Villas Boas et al.
(2001), em torno de 300 ovos sdo colocados por cada fémea. O ciclo de vida passa por ninfa de
1° instar ((nico estagio que se movimenta), 2°, 3° e 4° instar e adulto.

A avaliacdo foi feita considerando os diferentes estagios do ciclo de desenvolvimento de
B. tabaci. Apds transformacéo e re-transformacéo dos dados, os resultados foram comparados e

encontram-se nas Tabelas 7, 8 e 9.
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Dentre os acessos avaliados e apresentados na Tabela 7 observa-se que todos, exceto
CNPH 30, néo diferiram estatisticamente da testemunha tomate quanto as ninfas de primeiro,
segundo e terceiro instares. A contagem de adultos do vetor na testemunha suscetivel e nos
acessos também ndo diferiu estatisticamente, exceto para CNPH 12 que apresentou valor
relativamente baixo. A contagem de ovos variou bastante entre os acessos avaliados que se
comportaram como mais suscetiveis e diferiram estatisticamente da testemunha.

Dentre estes 11 acessos de berinjela avaliados na primeira remessa, somente no acesso
CNPH 13 néo foi observada a presenca de ovos. Uma baixa contagem de ninfas de quarto
instar foi observada neste acesso também, diferindo estatisticamente da testemunha.

Este fato foi observado em outros acessos, que apesar de uma alta contagem para outros
instares (primeiro, segundo e terceiro), apresentaram baixo valor de ninfas de quarto instar.
Resultado interessante foi observado para os adultos apesar, dos acessos ndo diferirem da
testemunha somente 0 acesso CNPH 12 apresentou média menor que o tomate. Estes resultados
mostram que a mosca branca colonizou a berinjela de forma semelhante ao tomate, entretanto
algum fator da hospedeira (berinjela) pode ter interferido no desenvolvimento do ciclo de vida
do vetor.

Na segunda remessa foram avaliados 28 acessos de berinjela e o controle tomate cv.
Santa Clara. Os resultados encontram-se apresentados na Tabela 8. Para a variavel namero de
ovos, 20 acessos diferiram estatisticamente da testemunha suscetivel.

Quanto aos estagios ninfais, observou-se que houve diferenca estatistica, para o 1° instar,
entre a testemunha e outros 17 acessos. O acesso CNPH 331 apresentou média (102,72) bem
superior quando comparado aos demais tratamentos e diferiu estatisticamente da testemunha
suscetivel que apresentou média de ninfas de 1° instar de 30,36. No acesso CNPH 378 foi
observado menores valores para ninfas de primeiro instar (12,08), entretanto 0 mesmo nao

diferiu estatisticamente da testemunha.
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Tabela 7: Relagdo de onze acessos de berinjela (Solanum melongena), quanto a colonizagéo
(ovos, ninfas de diferentes instares e adultos) pelo aleirodideo mosca-branca (Bemisia tabaci)
virulifero (Tomato chlorotic mottle virus - ToCMoV).

Acessos Estagios do ciclo de vida do vetor
Ovos 1°instar | 2°e 3° instar 4° instar Adultos

CNPH 12 94,7 a 42,65 a 59,32 a 37,29b 0,85b
CNPH 13 0d 15,76 a 31,75a 1,62 ¢ 5,67 a
CNPH 15 105,38 a 35,04 a 36,83 a 11,32 ¢ 7,17 a
CNPH 23 71,4 b 26,29 a 40,36 a 13,96 ¢ 53la
CNPH 25 68,28 b 17,67 a 25,83 a 4,53 d 6,31a
CNPH 26 114,01 a 42,16 a 55,72 a 10,15¢ 4,25 a
CNPH 27 138,65 a 28,02 a 36,01a 6,63 ¢ 4,22 a
CNPH 30 68,21 b 17,19 a 14,89 b 531d 491a
CNPH 33 91,6a 30,25a 28,01la 712¢ 4,63 a
CNPH 36 97,45 a 33,98 a 41,28 a 11,69 ¢ 574a
CNPH 38 138,97 a 39,57 a 56,48 a 20,2b 52la

Tomate 34,82 c 27,51a 53,38 a 719a 3,89 a

* Doze plantas de cada acesso e do controle suscetivel tomate foram expostas a inoculagdo via vetor virulifero
durante 20 dias. Médias re-transformadas seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem entre si pelo Teste de
Scott- Knot (5% de significancia).

Ninfas de 2° e 3° instares foram avaliadas juntas. Nao houve diferenca estatistica entre o
controle positivo e a maioria dos acessos, porém 0ito acessos apresentaram menores valores
destes estagios ninfais (CNPH 329, CNPH 369, CNPH 378, CNPH 383, CNPH 393, CNPH
396, CNPH 400 e CNPH 405) evidenciando uma provavel resisténcia ao vetor. Resultado
interessante foi observado para ninfas de 4° instar, pois o tomate ndo diferiu estatisticamente de
17 acessos e diferiu estatisticamente dos demais. Neste caso, estes acessos se comportaram de
forma mais suscetivel que a prépria testemunha.

Para contagem de adultos, os acessos CNPH 407, CNPH 357, CNPH 354, CNPH 337,
CNPH 415, CNPH 369, CNPH 387 e CNPH 405 diferiram do controle suscetivel. Houve

grande variacdo entre os acessos, sendo considerados os acessos CNPH 395 e CNPH 354 com
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taxas mais elevadas para a maioria dos estagios de vida do vetor avaliado. Os acessos CNPH

393 e CNPH 400 apresentaram baixas médias para todos os estagios avaliados.

Tabela 8: Relacdo de vinte e oito acessos de berinjela (Solanum melongena) quanto a
colonizagdo (ovos, ninfas de diferentes instares e adultos) pelo aleirodideo mosca-branca
(Bemisia tabaci) virulifero (Tomato chlorotic mottle virus - ToCMoV).

Acessos* Estagios do ciclo de vida do vetor
Ovos 1° instar 2° e 3° instar 4° instar Adulto

CNPH 329 28,96 b 12,48 b 12,38 b 1,26 ¢ 0,66 b
CNPH 330 65,78 b 72,21 a 24,48 a 4,24 a 0,79 b
CNPH 331 65,61 b 102,72 a 22,97 a 2,43 b 0,26 b
CNPH 332 58,82 b 77,97 a 39,19 a 2,96 b 0,3b
CNPH 334 | 104,75a 84,81 a 36,12 a 3,83 a 0,33 b
CNPH 335 36 b 45,54 a 31,42 a 57a 0,19b
CNPH 337 54,07 b 54,03 a 36,05 a 559a 1,56 a
CNPH339 451 b 37,72 a 36,82 a 4,41 a 0,47 b
CNPH 354 60,6 b 65,51 a 68,59 a 56a 1,62 a
CNPH 357 158,22 a 43,1 a 47,84 a 3,24 b 187a
CNPH 369 29,12 b 28,53 b 13,75 b 0,74 c 111a
CNPH 373 45,82 b 30,89 b 25,27 a 0,77 c 0,44 b
CNPH 378 50,2 b 12,08 b 1341 b 0,32 ¢ 0b
CNPH 383 70,34 b 24,41 b 11,96 b 2,38 b 0,59 b
CNPH 387 55,15 b 22,66 b 279a 0,53 ¢ 1,07 a
CNPH 388 | 117,42 a 28,53 b 22,07 a 0,42 c 0,17 b
CNPH 390 70,22 b 15,26 b 24,29 a 0,23 ¢ 0,46 b
CNPH 393 41,58 b 17,48 b 11,05 b 0,44 c 0,3b
CNPH 395 | 185,98 a 62,4 a 49,08 a 0,28 ¢ 0,67 b
CNPH 396 39,88 b 36,13 a 13,32 b 1,09 ¢ 0,46 b
CNPH 397 30,07 b 36,55 a 22,87 a 0,15¢ 0,32 b
CNPH 400 50,43 b 18,66 b 13,02 b 0,22 c 0,29 b
CNPH 405 39,65 b 53,47 a 18,73 b 2,35 b 0,89 a
CNPH 406 | 129,81 a 34,36 a 28,32 a 1,06 c 0,41b
CNPH 407 84,55 a 35,7 a 39,79 a 0,41c 2,42 a
CNPH 408 | 151,67 a 46,06 a 40,17 a 0,38 c 0,51b
CNPH 414 69,92 b 22,2 b 25,88 a 0,16 ¢ 0,3b
CNPH 415 | 118,3la 47,32 a 55,14 a Oc 1,54 a

Tomate 98,4 a 30,36 b 36,68 a 1,08 ¢c 0,49 b

* Doze plantas de cada acesso e do controle suscetivel tomate foram expostas & inoculagdo via vetor virulifero
durante 20 dias. Médias re-transformadas seguidas pela mesma letra na coluna néo diferem entre si pelo Teste de
Scott- Knot (5% de significancia).

Dos 54 acessos de berinjela representados na Tabela 9 avaliados na terceira remessa,

quanto a contagem de ovos observam-se diferencas estatisticas para a testemunha em quase
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todos os casos. Na grande maioria das vezes os valores de contagem foram menores para 0S
acessos do que o controle (tomate) evidenciando a resisténcia dos mesmos ao vetor. Apenas
nove dos cinquenta e quatro acessos (CNPH 236, CNPH 245, CNPH 209, CNPH 225, CNPH
240, CNPH 243, CNPH 232, CNPH 222 e CNPH 203) néo diferiram do tomate demonstrando
suscetibilidade ao vetor.

Para a contagem de ninfas de 1° instar os acessos que apresentaram maiores valores
foram CNPH 209 e CNPH 236 diferindo-se estatisticamente da testemunha quanto a
suscetibilidade ao vetor, porém 48 acessos diferiram da testemunha com menores valores de
ninfas de 1° instar.

Para contagem de ninfas de 2° e 3° instares, 28 acessos diferiram estatisticamente da
testemunha com resultados menores. Para as ninfas de 4° instar, 47 acessos apresentaram as
menores médias diferindo estatisticamente do tomate e dos demais acessos.

Na contagem de adultos ndo houve diferenca estatistica entre 0s acessos e a testemunha
exceto para 23 acessos que tiveram médias superiores ao controle tomate. Os acessos CNPH
236, CNPH 245, CNPH 209 e CNPH 240 tiveram as maiores médias para todos os estagios de
vida do vetor, enquanto, os acessos CNPH 176, CNPH 177, CNPH 178, CNPH 188
apresentaram menores médias para todos os estagios de vida do vetor.

De um modo geral todos os acessos foram visitados, em todos 0s ensaios. Houve variacao
entre 0s estagios de vida do vetor na contagem das trés remessas levando em consideragédo a
quantidade de acessos inoculados e a variagcdo ambiental.

Na contagem de adultos nos trés ensaios 0s acessos de berinjela apresentaram diferenca
com relacdo ao controle positivo com resultados superiores, embora ndo tenham diferido
estatisticamente. Um total de sete acessos: CNPH 13, CNPH 176, CNPH 177, CNPH 178,
CNPH 188, CNPH 354 e CNPH 395 mostraram-se altamente resistentes ao vetor devido a

baixa quantidade dos diferentes estagios de vida de B. tabaci em comparacdo aos demais
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acessos. Por outro lado os CNPH 38, CNPH 209, CNPH 236, CNPH 240, CNPH 245, CNPH
393 e CNPH 400 mostraram-se altamente suscetiveis.

Acessos aqui considerados também como suscetiveis tiveram comportamento similar a
testemunha tomate em pelo menos trés das cinco variaveis avaliadas. Estes acessos acima
citados poderdo ser usados em ensaios posteriores com objetivo de serem usados como
controles suscetiveis e resistentes de berinjela.

Embora existam na literatura varios relatos de plantas resistentes ao vetor B. tabaci, tais
como: abdbora (Curcubita spp.) (Alves et al., 2005), algoddo (Gossypium hirsutum) (Toscano
et al., 2003), soja (Glycine max) (Valle & Lourencdo, 2002 e Lima & Lara, 2004) e tomate
(Toscano et al., 2002), estudos para berinjela ndo estdo disponiveis na literatura. Os acessos
aqui avaliados mostraram em sua maioria suscetibilidade a colonizacdo pelo vetor, entretanto
alguns destes acessos apresentaram-se potencialmente resistentes ao vetor, como os citados
acima.

Baldin et al. 2005 avaliaram nove genotipos de tomate quanto aos mecanismos de
resisténcia a B. tabaci e observaram que o tomate cv. Santa Clara foi a mais atrativa e
suscetivel as moscas-brancas.

Mecanismos de resisténcia a insetos ja foram descritos para outras espécies do género
Solanum, principalmente em tomateiro. Os mecanismos apresentados para resisténcia de tomate
aos vetores sdo antibiose, antixenose e tolerancia. Além disso, os tricomas glandulares podem
dificultar a fixacdo ou aumentar a probabilidade de morte do inseto na planta (Baldin et al.,
2005). Em Solanum pennelli a presenca do aleloquimico acilagicar confere um aspecto
pegajoso na superficie foliar funcionando como armadilha para o vetor e em consequéncia
disto, resisténcia (Gilardon et al.,2001). Futuramente deverao ser conduzidos estudos para estes

mecanismos de resisténcia em berinjela.
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Tabela 9: Relagdo de cinquenta e quatro acessos de berinjela (Solanum melongena) quanto a colonizagdo (ovos, ninfas de diferentes instares e

adultos) pelo aleirodideo mosca-branca (Bemisia tabaci) virulifero (Tomato chlorotic mottle virus - ToCMoV).

Estégios de ciclo de vida do vetor

Acessos* Ovos 1°instar 2° e 3° instar 4° instar Adulto
CNPH 170 1191 ¢c 0,45e 0,29 d od 0,53 ¢
CNPH 174 484 c 0,54 e 0,7d od 0,28 ¢
CNPH 176 0,86 d Oe 0d 0d 0,06 c
CNPH 177 404 c 0,05e od od 0,41c
CNPH 178 2,37d 041e 0,1d 0d 0,8¢c

CNPH 180 8,42c 1,49d 0,29 d 0d 0,69¢c
CNPH 181 15,37 b 4,18 ¢ 3,75b 0,26 d 0,78 ¢
CNPH 182 11,39 ¢ 0,94 d 0,46 d 0d 0,84c
CNPH 183 11,94 c 0,66 d 0,54d 0d 2,27hb
CNPH 185 2,92 d 0,13 e 0,19d 0,07 d 1,28 ¢
CNPH 186 8,85¢ Oe 0d 0d 2,66 b
CNPH 188 2,25d 0,14 e 0,15d 0d 1,02 ¢
CNPH 189 6,51 c Oe 0,41d 0d 0,82¢c
CNPH 190 593¢c Oe 0,38d 0d 0,82¢c
CNPH 192 33,15b 458¢c 471b 0,35d 1,68 ¢
CNPH 193 25,92 b 451c 2,39 ¢ 0,11d 0,42c
CNPH 194 492c 1,72d 1,2¢c 0,29 d 0,84c
CNPH 195 29,14 b 9,54 b 464b 0d 4,04 a
CNPH 196 9,24 c 4,64 c 1,39¢c 0d 0,64 c
CNPH 197 6,14 c 1,63d 0,69d 0,12d 1,05¢
CNPH 200 2,42 d 1,42d 1,77 ¢ 0,23 d 2,14 b
CNPH 203 43,36 a 8,89 b 5,09 b 0,32d 4,18 a
CNPH 204 2,05d 2,67¢C 1,39¢ 0,12d 2,31b
CNPH 207 2,54 d 1,56d 1,25¢ 0,21d 157c¢
CNPH 208 30,66 b 11,05 b 12,07 a 0,7d 3,45b
CNPH 209 68,18 a 35,19a 34,7a 3,25d 3,02b

132



CNPH 219 0d 0,74 d 0,78d 0d 1,45¢
CNPH 220 12,11 c 4,06 C 2,34 ¢C 0,06d 0,69 c
CNPH 221 27,21 Db 7,84c 8,78 b 0,12d 2,06 Db
CNPH 222 43,8 a 4,17c 10,54 a 1,09d 4,22 a
CNPH 223 19,87 Db 3,62 ¢ 142c 0,17d 177c
CNPH 225 66,14 a 0,09 e 14,42 a 0,55d 56a
CNPH 226 548 ¢ 7,52 ¢ 7,09b 0,78d 2,66Db
CNPH 228 6,92 c 1,48d 192c 0,3d 163c
CNPH 231 37,23 b 6,87 c 16,32 a 0,26d 105c
CNPH 232 50,57 a 4,26 C 12,46 a 0,06d 155¢
CNPH 234 11,98 ¢ 2,04 d 2,04 c 0d 1,14 c
CNPH 235 38,07 b 4,64 c 5,03b 0,34d 29b
CNPH 236 80,68 a 23,71a 15,45a 2,16 ¢ 4,76 a
CNPH 237 27,14 b 1,33d 5,33Db 0,07d 8,68 a
CNPH 239 28,18 b 14d 9,09b 0,12d 312D
CNPH 240 60,91 a 9,54 b 19,94 a 142 c 3,82Db
CNPH 241 5,05¢ 0,98 d 175¢ 0,09d 252D
CNPH 242 20,03 b 1,75d 8,71 b 0,2d 2,75Db
CNPH 243 54,79 a 0,65d 10,21 a 0,34d 5,28 a
CNPH 244 351D 1,43 d 12,74 a 0,1d 8,28 a
CNPH 245 72,57 a 3,14 c 27,55 a 0,06 d 6,12 a
CNPH 249 1,68 d 3,14 c 245¢C 0,34d 1,26 ¢
CNPH 250 21,89 b 4,48 c 10,58 a 1,13 ¢ 0,32¢c
CNPH 251 6,75¢C 4,79¢c 7,27hb 1,03 ¢ 0,62 c
CNPH 252 18,06 b 452c¢C 4,19b 1,29 ¢ 0,96 c
CNPH 253 17,1b 7,44 c 5,78 b 1,68 ¢ 111c
CNPH 254 5,71c 0,92d 191c 0,39d 0,58 c
CNPH 255 30,79 b 6,29 C 11,08 a 6,63 a 2,26 b

Tomate 51,47 a 16,47 b 8,62 b 2,12 c 0,69 c

* Doze plantas de cada acesso e do controle suscetivel tomate foram expostas a inoculacéo via vetor virulifero durante 20 dias. * Médias re-transformadas seguidas pela mesma
letra na coluna ndo diferem entre si pelo Teste de Scott- Knot (5% de significancia).
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Assim, pode-se concluir que alguns acessos ndo diferiram estatisticamente do controle
suscetivel (para ovos, ninfas de 1°, 2° e 3° instares), mas diferiram em relacdo a testemunha
para o nimero de ninfas de 4° instar e adultos, o que poderia indicar algum tipo de resisténcia
ao vetor manifestada na forma de atraso no desenvolvimento do ciclo de B. tabaci. De acordo
com Baldin et al. (2005) que observaram o mesmo tipo de comportamento de trés acessos de
tomate selvagens frente a colonizagdo do vetor B. tabaci, 0 mesmo poderia ser explicado
devido a possiveis efeitos negativos caracterizados como antixenose, que significa uma menor
utilizacdo do hospedeiro pelo inseto, podendo ser na alimentagéo, oviposic¢do ou abrigo.

Ensaios para andlise de preferéncia e ndo preferéncia do vetor pelos distintos acessos
poderdo ser conduzidos futuramente visando avaliar também caracteristicas de comportamento
do inseto.

Quanto ao virus, 0os materiais apresentando resisténcia ao vetor apds as avaliacdes
poderdo ser avaliados novamente através da inoculacdo através de outro metodo (como

biobalistica ou enxertia).

3.2. Resposta a inoculacédo por PVY

Os primeiros sintomas (mosaico e deformacdo foliar) nas plantas do controle positivo
fumo (Nicotiana tabacum cv TNN) foram observados aos sete dias ap0s as re-inoculaces,
garantindo o sucesso da infeccdo viral.

Em alguns acessos de berinjela os sintomas foram de necrose nas folhas inoculadas
como pode ser observado nos acessos CNPH 337 aos 14 dai e CNPH 38 aos sete dai (Figuras
18A e B), entretanto acredita-se que esta necrose tenha sido causada pela inoculagdo mecanica.
Nas avaliacbes seguintes ndo houve evolucdo destes sintomas e as plantas desenvolveram

normalmente.
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A maioria das plantas ndo apresentou sintomas como observado nas Figuras 18C, D e E
(acessos CNPH 20, CNPH 339 e CNPH 7 respectivamente).

Ao realizar as avaliacfes semanais foram observados sintomas de mosqueado/mosaico e
reducdo da &rea foliar em todas as plantas do controle suscetivel fumo. Nos controles nédo
inoculados, as plantas de fumo permaneceram assintomaticas desenvolvendo-se normalmente,
excluindo a possibilidade de infecgcdes secundarias. Na Figura 18F estdo ilustradas plantas de

fumo do controle positivo inoculado e ndo inoculado.

Figura 18. A-F: Plantas de acessos de berinjela (Solanum melongena) provenientes do Banco de
Germoplasma de Berinjela - Embrapa Hortalicas (BGB - CNPH) e controles (Nicotiana tabacum - TNN)
inoculados e ndo inoculados mecanicamente com Potato virus Y (PVY). A e B. Acesso CNPH 337 aos 14 dai e
CNPH 38 aos 7 dai com sintomas de lesdo necrética na parte adaxial da folha no local da inoculagdo. C.
Acesso CNPH 20 assintomético aos 28 dai. D. Acesso CNPH 339 assintomatico aos 28 dai. E. Acesso CNPH
7 assintomatico aos 28 dai. F. Plantas de Nicotiana tabacum cv TNN controle positivo & esquerda sintomético

e controle negativo & direita, assintomatico.

Neste trabalho as plantas permaneceram assintomaticas até os 120 dias pds-inoculagdo

em comparagdo ao controle positivo.
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Apos realizar o Dot-Blot nenhuma planta dos 93 acessos avaliados apresentou resultado
positivo. Na Figura 19 encontram-se representados 14 acessos e 0s controles positivos (Linha
H de 1 a 6) e os controles negativos (Linha H de 7 a 10). Os demais acessos ndo foram

representados aqui.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Figura 19: Resultado de Dot-Blot realizado com 14 acessos de berinjela proveniente do Banco
de Germoplasma de Berinjela (Solanum melongena) - Embrapa Hortaligas (BGB - CNPH) e
plantas do controle positivo e negativo (Nicotiana tabacum cv TNN) inoculadas
mecanicamente com Potato virus Y - PVY. Na linha H estdo representados os controles
positivos inoculados (1-6) e os controles negativos: ndo inoculados (7-10). Ordem dos acessos
na linha, a cada cinco plantas refere-se a cada acesso avaliado. Os acessos avaliados foram:
CNPH 329, CNPH 330, CNPH 331, CNPH 332, CNPH 334, CNPH 335, CNPH 337, CNPH
339, CNPH 354, CNPH 357, CNPH 369, CNPH 373, CNPH 378 e CNPH 383.

Vérias espécies pertencentes ao género Potyvirus ja foram encontrados em berinjela
destacando as espécies: Eggplant green mosaic virus (EGMV) (Lapido et al., 1988a), Eggplant

severe mottle virus (ESMV) (Lapido et al., 1988b), Pepper veinal mottle virus (PVMV)
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(lgwegbe & Waterworth, 1982) e Brinjal mild mosaic virus (BMMV) (Navqgi & Mahmood,
1976).

Espécies de PVY em berinjela ja foram relatadas por Sastry et al. (1974) e Brioso et al.
(1988). Em estudo de Brioso et al. (1988) apds inoculacdo mecanica de PVY em 30 linhagens
de berinjela apenas cinco cultivares mostraram-se resistentes.

De acordo com os resultados obtidos para os acessos de berinjela ao PVY, auséncia de
sintomas e deteccdo viral via Dot-Blot, e ainda considerando que ja existem relatos desse virus
infectando linhagens de berinjela avalia-se que a resposta da berinjela ao PVY foi de
resisténcia. Isto demonstra uma possivel fonte de resisténcia e estimula o desenvolvimento de
analises moleculares visando identificar os genes envolvidos na resisténcia afim de introgredi-
los em outras espécies do género Solanum, principalmente o tomate, via estratégias de

transgenia.

3.3.Resposta a inoculacédo por GRSV

Os primeiros sintomas nas plantas do controle positivo Datura stramonium foram
observados aos sete dias ap0s as re-inoculagdes, garantindo o sucesso do processo de
inoculacgéo.

Plantas dos acessos de berinjela exibiram sintomas nas folhas inoculadas aos sete dias
apos a re-inoculacdo tais como manchas necroticas conforme ilustrado no acesso CNPH 15
(Figura 20A). Sintomas de bolhosidades foram observados aos 28 dai em alguns acessos
conforme ilustrado para 0 CNPH 27 na Figura 20B. Nas avaliagdes seguintes estes sintomas
ndo evoluiram e nem foram observados outros tipos de sintomas.

Plantas da maioria dos acessos nao apresentaram sintomas e algumas delas encontram-se
ilustradas abaixo (plantas dos acessos CNPH 337, CNPH 38 e CNPH 33 ilustradas nas Figuras

20C, D e E respectivamente).
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Nos controles positivos, 0s sintomas foram severos e evoluiram com o tempo. As plantas
de D. stramonium, ndo inoculadas, permaneceram assintomaticas, excluindo-se assim a
possibilidade de infec¢cdes secundarias. Na Figura 20F pode ser observado que a planta de D.
stramonium inoculada, a esquerda apresenta sintomas severos de nanismo, enquanto, a planta

de D. stramonium ndo inoculada a direita, estad bem desenvolvida e assintomatica.

Figura 20: A-F: Plantas de acessos de berinjela (Solanum melongena) provenientes do Banco de
Germoplasma de Berinjela - Embrapa Hortalicas (BGB - CNPH) e controles (Datura stramonium)
inoculados e ndo inoculada mecanicamente com Groundnut ringspot virus (GRSV). A. Acesso CNPH 15 aos
7 dias ap6s a re-inoculagdo com sintomas de pontos necroticos. B. Acesso CNPH 27 aos 28 dai com sintomas
de bolhosidades. C. Acesso CNPH 337 assintomatico aos 28 dai. D. Acesso CNPH 38 assintomético aos 28
dai. E. Acesso CNPH 33 assintomatico aos 28 dai. F. Plantas de D. stramonium controle positivo a esquerda,

e controle negativo, a direita, assintomatico.

Dos 88 acessos avaliados, 56 deles tiveram pelo menos uma planta positiva (Dot Blot) em
um total de seis plantas inoculadas por acesso. Destes 56, dez acessos (CNPH 357, CNPH 373,

CNPH 380, CNPH 383, CNPH 387, CNPH 397, CNPH 400, CNPH 407, CNPH 408 e CNPH
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415) apresentaram plantas com sintomas de lesdes necrdticas e bolhosidades nos primeiros 28
dai.

O sintoma de lesdo local necrotica é tipico de um tipo de resposta de resisténcia
conhecido como Reacéo de Hipersensibilidade (HR). Neste trabalho, entretanto, outro sintoma
associado as lesbes locais corresponde a bolhosidades. Este tipo de deformacdo foliar ndo foi
observado nas plantas do controle inoculado apenas com tampao.

Plantas dos dez acessos que apresentaram estes sintomas desenvolveram-se normalmente
e 0s sintomas nao evoluiram com o tempo, permancendo nas folhas inoculadas, no entanto, foi
possivel confirmar que houve movimento viral a longa distancia, uma vez que aos 35 dai,
resultados positivos foram observados em Dot-Blot realizado com a segunda folha da planta
(distante do local de infeccdo priméria). Neste grupo, foram detectadas mais de quatro plantas
positivas por acesso (Figura 21). O tipo de comportamento destes acessos é diferente de HR,
uma vez que apesar da lesdo local, houve inicialmente sintoma de bolhosidade, mas ndo houve
evolucdo de sintomas. Estes acessos poderdo ser avaliados futuramente quanto a sua
produtividade para verificar se 0s mesmos podem ser considerados como tolerantes.

Em tomate resisténcia do tipo reacdo de hipersensibilidade é conferida pelo gene Sw-5
que confere resisténcia a mais de uma espécie do género Tospovirus (Brommonschenkel et al.,
2000; Lau, 2001; Picoli, 2000). Marcador molecular ja se encontra disponivel para este gene
(Dianese et al., 2010) e extracdes de DNA estdo sendo realizadas com intuito de verificar a
possivel existéncia de analogos do Sw-5 em berinjela.

Conforme mencionado anteriormente dez acessos tiveram mais de quatro plantas
positivas. Estudo de Lima et al. (2002) avaliou a resisténcia de berinjelas as espécies virais
TSWV, TCSV, CNSV e GRSV. Todos os isolados virais infectaram pelo menos uma das
variedades inoculadas e os sintomas observados foram clorose, manchas necroticas, mosaico,

distorcdo foliar, manchas cloréticas nas folhas e frutos e caule e necrose do peciolo. Em
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algumas combinacbes de isolado viral e gendtipo de berinjela a infeccdo levou a morte da
planta.

Dos outros 46 acessos, 13 apresentaram (CNPH 15, CNPH 27, CNPH 36, CNPH 192,
CNPH 220, CNPH 242, CNPH 329, CNPH 332, CNPH 334, CNPH 335, CNPH 339, CNPH
393 e CNPH 405) de uma a trés plantas exibindo sintomas de mosaico aos 21 dai. Estas plantas
foram positivas via Dot Blot realizado aos 35 dai, entretanto nas avaliagbes de 60 e 120 dias

estes sintomas ndo eram tao evidentes e as plantas pareciam ter se recuperado.
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Figura 21: Resultado de Dot-Blot realizado com 32 acessos de berinjela proveniente do Banco
de Germoplasma de Berinjela (Solanum melongena) - Embrapa Hortalicas (BGB - CNPH) e
plantas do controle positivo e negativo de Datura stramonium inoculadas mecanicamente com
Groundnut ringspot virus - (GRSV). Ordem dos acessos na linha, a cada cinco plantas refere-se
a um acesso avaliado. Os acessos avaliados foram: CNPH 329, CNPH 330, CNPH 332, CNPH
334, CNPH 335, CNPH 337, CNPH 355, CNPH 339, CNPH 357, CNPH 354, CNPH 373,
CNPH 380, CNPH 383, CNPH 387, CNPH 397, CNPH 388, CNPH 390, CNPH 393, CNPH
405, CNPH 406, CNPH 413, CNPH 396, CNPH 414 e CNPH 412. Plantas de Datura
stramonium usadas como controle positivo (inoculado) encontram-se na linha | nimeros de 5 a
11. Posicdo 8 planta morta. E como controle negativo (ndo inoculado) linha I nimeros de 12 a
15.

Os outros 33 acessos (CNPH 12, CNPH 23, CNPH 33, CNPH 38, CNPH 170, CNPH
174, CNPH 176, CNPH 180, CNPH 181, CNPH 182, CNPH 183, CNPH 185, CNPH 188,
CNPH 194, CNPH 203, CNPH 204, CNPH 222, CNPH 223, CNPH 228, CNPH 231, CNPH
235, CNPH 241, CNPH 243, CNPH 245, CNPH 254, CNPH 330, CNPH 337, CNPH 354,
CNPH 388, CNPH 390, CNPH 406, CNPH 413 e CNPH 414) ndo apresentaram sintomas em
nenhuma das avaliacdes realizadas embora tenham tido de 1-3 plantas positivas na sorologia.

Trinta e dois acessos foram considerados resistentes, pois ndo apresentaram sintomas e

nem deteccdo via Dot Blot. Sdo eles: CNPH 13, CNPH 30, CNPH 177, CNPH 178, CNPH 186,
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CNPH 189, CNPH 190, CNPH 196, CNPH 197, CNPH 200, CNPH 206, CNPH 207, CNPH
208, CNPH 209, CNPH 219, CNPH 221, CNPH 225, CNPH 232, CNPH 236, CNPH 237,
CNPH 238, CNPH 240, CNPH 244, CNPH 249, CNPH 250, CNPH 251, CNPH 252, CNPH
253, CNPH 255, CNPH 355, CNPH 396 e CNPH 412. Estes acessos deverdo ser analisados
futuramente também para outras espécies virais do género Tospovirus.

Estes resultados mostram que houve uma variagdo entre 0s acessos e entre as plantas de
cada acesso. Infere-se que entre as plantas de cada acesso pode ter ocorrido um ou mais fatores
que desencadearam uma vulnerabilidade da planta a infecgdo, uma vez que outras plantas ndo
demonstraram esta suscetibilidade. Pode ser sugerida uma possivel segregacdo dentro dos

materiais.

4. Concluséao

Conclui-se que todos os acessos de berinjela avaliados foram resistentes ao ToCMoV e
PVY néo detectando sintomas e nem a presenca viral. Os acessos CNPH 13, CNPH 176, CNPH
177, CNPH 178, CNPH 188, CNPH 354 e CNPH 395 apresentaram resisténcia a B. tabaci
devido a baixa quantidade de ovos, ninfas e adulto enquanto os acessos CNPH 38, CNPH 209,
CNPH 236, CNPH 240, CNPH 245, CNPH 393 e CNPH 400 mostraram-se altamente
suscetiveis com alta quantidade de ovos, ninfas e adulto, em quantidades até mesmo superiores
ao controle.

Para 0 GRSV, a maioria das plantas dos acessos avaliados apresentou-se assintomatica,
entretanto muitos tiveram detecdo positiva em Dot Blot. Trinta e dois acessoss apresentaram
uma resposta de resisténcia manifestada atraves da auséncia de sintomas e deteccdo viral.

O resultado indica que estes acessos aqui analisados do BGB - CNPH podem se constituir

em um potencial fornecedor de gene(s) para uso em programas de melhoramento para
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resisténcia a Begomovirus, Potyvirus e Tospovirus que infectam tomateiro e outras solanaceas

no Brasil.

CONCLUSOES GERAIS

Conclui-se que espécies arboreas e arbustivas podem ser reservatério de virus
importantes para agricultura e de virus ainda desconhecidos. As espécies arbdreas e arbustivas
que foram tratadas neste trabalho sdo hospedeiras de virus importantes para agricultura dentro
de cinco géneros importantes: Begomovirus, Cucumovirus, Potyvirus, Tobamovirus e
Tospovirus. Espécies do género Tospovirus foram as mais detectadas em espécies arbdreas e
arbustivas.

Espécies arbdreas quando inoculadas com diferentes espécies virais, mostraram-se como
potenciais hospedeiras de GRSV e PVY. Para ToCMoV o tipo de resposta observado foi de
resisténcia da ndo hospedeira e algumas espécies foram confirmadas hospedeiras de Bemisia
tabaci.

Acessos de berinjela apresentaram uma resposta de ndo hospedeira ao ToCMoV, e alguns

destes apresentaram resisténcia ao PVY e ao GRSV.
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