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A biodiversidade do Cerrado Brasileiro é muito grande e espécies
florestais originarias deste Bioma tem grande potencial econdmico. Tais
espécies, entretanto, podem ser reservatorios de virus fitopatogénicos,
responsaveis por grandes perdas em diversas culturas de interesse
agrondmico. Desta forma, novas informacdes encontradas em plantas deste
Bioma, referentes a interacdo entre patdgenos e hospedeiras, sdo de grande
importancia, principalmente para o conhecimento de novas hospedeiras de
virus de plantas, informacédo esta, bastante escassa na literatura. Além disso,
essas plantas apresentam potencial para uso em programas de melhoramento
genético via transgenia, visando a resisténcia a fitopatégenos. Assim, este
trabalho teve como objetivo a avaliacdo do tipo de resposta e o potencial de
algumas espécies florestais como hospedeiras de espécies de géneros de
virus economicamente importantes. Espécies de Potyvirus (Potato virus Y-
PVY) e de Tospovirus (Groundnut ringspot virus - GRSV; e Tomato spotted wilt
virus - TSWYV) foram inoculadas mecanicamente via extrato vegetal tamponado.
Os ensaios foram realizados em trés épocas diferentes usando 22 espécies
florestais do Cerrado. No primeiro e terceiro ensaio foram utilizadas mudas
provenientes de sementeiras de 9 espécies distintas com duas repeticdes para
cada espécie. No segundo, quarto, quinto e sexto ensaios, mudas provenientes
da FAL (Fazenda Agua Limpa), e Viveiro IV da NOVACAP de mais 13 espécies
foram utilizadas, sendo cada espécie com trés repeticdes. Foram inoculadas
nos ensaios 2 amostras de cada espécie. Como controles negativos, foram
usadas amostras das mesmas espécies, sem inoculacdo. Os ensaios foram
avaliados a cada 10 dias. A deteccao dos virus foi feita através de sintomas e
de anticorpos policlonais por meio de Dot-Blot. Conforme analise, as amostras
em laboratério, Chorisia speciosa, Ingas laurina, Lafoensia pacari e Schinus
terebinthifolius mostraram-se positivas para GRSV; Chorisia speciosa,
Hymenaea stignocarpa, Kielmeyra coreacea e Lafoensia pacari mostraram-se
positivas para TSWV; e Eriotheca pubescens e Ingas laurina para PVY. Sendo
Ingas laurina, Kielmeyera coreacea, e Lafoensia pacari assintomaticas e
Enterolobium gummiferum, Pterogyne nitens, Solanum lycocarpum e Tabebuia
avellanedae apenas sintométicas para GRSV, GRSV, TSWV e PVY,
respectivamente. Ao final desse trabalho foram obtidas 11 espécies florestais
como potenciais hospedeiras dos virus citados. Séo elas: Chorisia speciosa,
Enterolobium gummiferum, Eriotheca pubescens, Hymenaea stignocarpa,
Ingas laurina, Kielmeyera coreacea, Pterogyne nitens, Lafoensia pacari,
Schinus terebinthifolius, Solanum lycocarpum e Tabebuia avellanedae.
Verificou-se com isso que plantas nativas do Cerrado e espécies florestais de
interesse econdmico apresentam grande potencial como reservatoério de virus,
0 que pode influenciar na distribuicAo e manutencdo de isolados virais de
importancia agronbmica, que possa, futuramente, também se tornar
importantes no meio de producéao florestal. Por outro lado, foi possivel detectar
Begomovirus na espécie Mimosa caesalpiniifolia, sendo que os estudos de
caracterizacao do virus estdo sendo conduzidos, apresentando-se um trabalho
com grande potencial para estudos posteriores, principalmente levando-se em
conta a auséncia de estudos de caracterizagao viral em espécies florestais.
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ABSTRACT

The biodiversity of the Brazilian Cerrado is very large and forest species
originating in this biome has great economic potential. These species, however,
can be reservoirs of pathogenic viruses, responsible for major losses in many
crops of agronomic interest. Thus, new information found in plants of this
biome, referring to the interaction between pathogens and hosts, are of great
importance, especially for knowledge of new host plant viruses, this information,
rather scarce in the literature. Furthermore, these plants have potential for use
in breeding programs via transgenesis, aiming resistance to plant pathogens.
This study aimed to evaluate the type of response and the potential for some
forest species as hosts of species of economically important virus genera.
Potyvirus species (Potato virus Y-PVY) and Tospovirus (Groundnut ringspot
virus - GRSV, and Tomato spotted wilt virus - TSWV) were mechanically
inoculated via plant extract buffered. The tests were conducted at three different
times using 22 tree species of the Cerrado. In the first and third tests were used
seedlings from seed of 9 different species with two replicates for each species.
In the second, fourth, fifth and sixth trials, seedlings from the FAL (Fazenda
Agua Limpa), and IV Viveiro NOVACAP another 13 species were used, each
species with three replications. Were inoculated on two samples of each test
species. As negative controls, we used samples from the same species, without
inoculation. The tests were evaluated every 10 days. Virus detection was
performed by symptoms and polyclonal antibodies by Dot-Blot. According to
analysis, the samples in the laboratory, Chorisia speciosa, Ingas laurina,
Lafoensia pacari and Schinus terebinthifolius were positive for GRSV, Chorisia
speciosa, Hymenaea stignocarpa, Kielmeyra coreacea and Lafoensia pacari
were positive for TSWV, and Eriotheca pubescens and Ingas laurina to PVY.
Being Ingas laurina, Kielmeyera coreacea and Lafoensia pacari asymptomatic
and Enterolobium gummiferum, Pterogyne nitens, Solanum lycocarpum and
Tabebuia avellanedae only for symptomatic GRSV, GRSV, TSWV and PVY,
respectively. At the end of this work were obtained 11 forest species as
potential hosts of the viruses mentioned. They are: Chorisia speciosa,
Enterolobium gummiferum, Eriotheca pubescens, Hymenaea stignocarpa,
Ingas laurina, Kielmeyera coreacea, Pterogyne nitens, Lafoensia pacari,
Schinus terebinthifolius, Solanum lycocarpum and Tabebuia avellanedae. It is
with this that the Cerrado native plants and forest species of economic interest
have great potential as a reservoir of virus, which may influence the distribution
and maintenance of viral isolates of agronomic importance, which may in future
also become important in the middle forest production. Moreover, it was
possible to detect the species Begomovirus in Mimosa caesalpiniifolia, and the
virus characterization studies are being conducted, presenting a job with great
potential for further studies, mainly me taking account of the absence of studies
characterizing viral in forest species.
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1. INTRODUCAO

Constituindo o segundo maior bioma da América do Sul com mais de 2
milhdes de Km?, o Cerrado abrange os Estados de Sdo Paulo, Minas Gerais,
Distrito Federal, Goias, Mato Grosso do Sul, Mato Grosso e Tocantins, bem
como partes de outros Estados brasileiros (Ribeiro & Walter, 1998). O Bioma
Cerrado constitui a maior savana tropical do mundo em termos de diversidade
de espécies vegetais, que pode estar associada a grande diversidade de outros
micro-organismos, como bactérias, nematoides e virus, ainda pouco
estudados. De acordo com Hawksworth (1991, 2001), considerando-se a
grande diversidade presente nos tropicos, para cada espécie de planta
vascular associam-se de seis a oito fungos.

Considera-se, ainda no Cerrado cerca de 44% de suas espécies de
plantas lenhosas como endémicas (Klink & Machado, 2005). Este Bioma ocupa
12% da flora brasileira (Ribeiro & Walter, 1998) e possui diversidade estimada
em cerca de 10000 espécies de angiospermas, 1000 pteridéfitas, 2000 bridfitas
e 2000 algas, totalizando em torno de 15000 espécies de plantas, sendo 4400
endémicas (IBAMA, 2011).

Um grande numero de espécies do Cerrado destaca-se pelo potencial
de uso econbmico visto que muitas delas podem vir a ser domesticadas e
cultivadas como fruteiras ou medicinais. As espécies florestais constituem
também grandes ganhos na economia com sua exploragdo, aumentando a
geracdo de emprego e melhorando a qualidade de vida da populacao (Ferreira
e Galvao, 2000). A atividade florestal no Brasil tem importancia econdémica e
social. Através de espécies florestais podem-se obter produtos comerciaveis
como papel, celulose, madeira e fibras, 6leos essenciais e resinas (Tzfira et al.,
1998; Mora & Garcia, 2000; Carpanezzi, 2000).

O melhoramento genético em espécies florestais é mais satisfatorio
gquando ha a introducdo controlada de genes exdgenos nessas espécies,
através de técnicas biotecnolégicas, e garante ganhos expressivos na
qualidade final dos produtos, pois ha maior homogeneidade e direcionamento
das propriedades da matéria-prima, bem como resisténcia a determinadas
doencas (Sartoretto et al., 2008), como “damping-off’, podridées de raiz e
doencas da copa (Krugner, 1977).

A producdo de espécies florestais requer controle e cuidados. Os
principais problemas no cultivo de espécies florestais em ambientes tropicais
sédo as formigas cortadeiras e os lepidopteros desfolhadores (Zanuncio et al.,
1992; 1993; Della Lucia, 1996), bem como os coledpteros (Gray, 1972). Ha
ainda doencas causadas por fungos, nematoides, bactérias e virus; este ultimo,
em fitopatologia, induz sintomas na planta infectada, que, por definicdo é a
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reagcdo da planta ao agente nocivo (Bergamin Filho et al., 1995) e é
responsavel por perdas significativas na area de produgcdo agrondémica. Tais
infecgbes comprometem a produtividade se ndo forem estudados, analisados e
controlados (Ferreira, 1989).

De acordo com Nienhaus & Castello (1989), no norte da Europa e na
América do Norte, os estudos sobre virus em espécies florestais encontram-se
mais avancados, sendo que Vvarios relatos ja4 foram feitos em espécies
presentes na Alemanha, Finlandia e RuUssia (Tabela 1). A grande maioria
destas espécies listadas € conhecida por causarem doencas em importantes
culturas de importancia agronémica, no entanto, no Brasil e no bioma Cerrado
estes estudos ainda sdo escassos. Este quadro se repete na Asia, Africa e no
hemisfério sul, onde, até 0 momento pouco se conhece sobre a distribuicdo de
virus em florestas.

14



Tabela 1. Virus relatados em florestas (Nienhaus & Castello, 1989; com adaptacdes).

Espécie Florestal Virus Referéncia
Particulas icosaédricas/hastes

Abies alba rigidas Frenzel (1987)

Acer spp Arabis mosaic virus Thomas (1970)

Acer negundo
Acer rubrum
Acer saccharum

Aesculus spp
Betula spp
Betula verrucosa

Betula pubescens

Betula pendula
Betula nigra

Betula alleghaniensis

Betula papyrifera

Castanea sativa

Cercis sp

Chamaecyparis lawsoniana
Corynocarpus laevigatus
Cupressus arizonica
Eucalyptus citridodora
Eucalyptus macrorhyncha
Fagus sylvatica

Maple leaf perforation virus
Maple mosaic virus

Maple mosaic virus

Peach rosette virus
Tobamovirus

Strawberry latent ringspot virus
Tobacco necrosis virus
Tobacco rattle virus

Cherry leafroll virus
Prune dwarf virus
Particulas

Cherry leafroll virus

Cherry leafroll virus
Prunus necrotic ringspot
Prune dwarf virus

Apple mosaic virus
Virus latente

Apple mosaic virus
Prune dwarf virus
Tobacco mosaic virus
Particulas

Aarabis mosaic virus
Cucumber mosaic virus
Tobacco ringpot virus
Particulas/hastes rigidas
Particulas icosaédricas
Tomato blackring virus
Potex/Potyvirus

Potato virus X

Potex virus

Bean yellow mosaic virus

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

Szirmai (1972)

Kenknight (1960)

Lana et al. (1980)

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

Cooper (1979)
Cooper & Massalski (1984)

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

Cooper & Massalski (1984)
Cooper (1979)

Cooper & Atkinson (1975)
Schimanski et al. ( 1980);
Schmelzer (1972)

Cooper & Massalski (1984)
Cooper & Massalski (1984)

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

Gotlieb (1974)

Gotlieb (1974); Gotlieb &
Berbee (1973)

Cooper & Massalski (1984)
Horvath et al (1975)

Kim & Martin (1978)
Harrison (1960)

Ashby (1977)

Fulton (1969)

Sastry et al (1971)
Brzostowski & Grace (1974)
Schmelzer et al (1966)
Nienhaus et al (1985)
Winter & Nienhaus (1989)
Winter & Nienhaus (1989)
Winter & Nienhaus (1989)
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Fraxinus excelsior

Fraxinus americana

Fraxinus holotricha

Fraxinus pennsylvanica

Juglans sp

Larix decidua
Picea abies

Picea sitchensis

Cherry leafroll virus

Brome mosaic virus
Tobacco necrosis virus
Tobacco necrosis virus

Arabis mosaic virus

Cherry leafroll virus
Particulas

Tobacco mosaic virus
Arabis mosaic virus

Tobacco ringspot virus

Tomato ringspot virus

Tobacco mosaic virus
Tobacco ringspot virus

Tobacco mosaic virus

Tobacco ringspot virus

Tomato ringspot virus

Cherry leafroll virus
Walnut ringspot virus
Walnut yellow mosaic virus
Tobacco necrosis virus
Tobacco necrosis virus
Potyviruses

Particulas icosaédricas/hastes
rigidas

Particulas/hastes rigidas e
flexiveis

Tomato blackring virus

Particulas/hastes rigidas

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)

Castello et al (1984); Ferris et al
(1989); Lana & Agrios (1974)

Cooper & Sweet (1976)

Castello et al (1984); Ferris et al
(1989); Hibben (1966); Hibben
& Hagar (1975)

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

Amico et al (1985); Castelo et al
(1983)
Amico et al (1985);

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

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

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

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

Savino et al (1976)
Savino et al (1976)
Buttner &Nienhaus (1989)
Buttner &Nienhaus (1989)
Nienhaus (1985)

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

Gugerli et al (1986)
Harrison (1960)
Biddle & Tinsley (1968)
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Pinus monticola
Pinus sylvestris

Paulownia sp

Populus spp

Prunus avium

Prunus padus

Prunus serotina

Prunus pensylvanica

Quercus spp

Quercus robur

Quercus petrea

Quercus cerris

Quercus marilandica
Quercus velutina
Robinia pseudoacacia

Particulas/hastes rigidas
Scots pine mosaic virus
Particulas/hastes rigidas
Tobacco necrols virus

Apple mosaic virus
Particulas/hastes rigidas

Poplar mosaic virus
Rhabdovirus

Potyvirus

Tomato blackring virus
Tobacco rattle virus
Arabis mosaic virus

Tobacco necrosis virus
Prunus necrotic ringspot
Cherry leafroll virus

Petunia asteroid mosaic virus
Prunus necrotic ringspot virus
Cherry leafroll virus

Prune dwarf virus

Cherry leafroll virus

Prunus necrotic ringspot virus

Prune dwarf virus

Tobacco mosaic virus
Particulas/hastes rigidas
Tobacco mosaic virus
Potex/Potyvirus
Tobacco necrosis virus
Particulas icosaédricas
Tobacco mosaic virus
Potex/Potyvirus
Particulas icosaédricas
Tobacco mosaic virus

Particulas/ hastes flexiveis
Particulas/hastes flexiveis
Bean yellow mosaic virus

Biddle & Tinsley (1968)
Schmelzer et al (1966)
Biddle & Tinsley (1968)
Buttner &Nienhaus (1989)

Sweet (1980); Sweet & Barbara

(1979)
Hung et al (1981)

Biddle & Tinsley (1971);
Boccardo et al (1973); Brcak &
Blattny (1962); Luisoni et al
(1976); Schmelzer (1966)

Navratil (1981)

Martin et al (1982)
Cooper & Sweet (1976)
Cooper & Sweet (1976)
Cooper & Sweet (1976)
Castello & Berbee (1978);
Hibben et al (1979)

Fulton (1970)

Schimanski & Funk (1968)
Gruntzig et al ( 1989)
Schimanski et al (1975)
Schimanski et al (1975)
Schimanski et al (1976)
Schimanski & Funk (1968)
Cation (1952); Fulton (1970)

Megahed & Moore (1967);
Megahed & Moore (1969)

Nienhaus & Yarwood (1972);
Yarwood (1971); Yarwood &
Hecht-Poinar (1973)

Schmelzer et al (1966)
Nienhaus (1975)
Nienhaus (1985)

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

Horvéth et al (1975)

Kim & Fulton (1973); Barnett
(2971)

Kim & Fulton (1973)
Kovachevsky (1968)
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Sorbus aucuparia

Ulmus spp

Robinia true mosaic virus

Tomato blackring virus
Strawberry latent ringspot virus
Particulas icosaédricas

Apple mosaic virus

Apple chlorotic leafspot virus
Stem pitting virus

Elm mottle virus
Arabis mosaic virus
Potyvirus

Cherry leafroll virus
Tobacco ringspot virus

Schmelzer (1966); Schmelzer
(1971)

Milinko & Schmelzer (1961);
Schmelzer (1963)
Schmelzer (1968)

Fulton & Kim (1973)
Schmelzer (1977)

Sweet (1980)

Sweet (1980)

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

McNamara (1980)
Schmelzer et al (1966)

Ford et al (1972); Fulton &
Fulton (1970); Jones (1973)
Shiel & Castello (1985)

Varney & Moore (1952); Varney

Tomato ringspot virus & Moore (1965)

Virus sdo importantes patdégenos de plantas. Caracteristicos pela
natureza obrigatéria do seu parasitismo, estes organismos podem causar
sérias doencas em plantas. Neste contexto, 0os géneros Tospovirus e Potyvirus,
ambos compostos de RNA e transmitidos de uma planta a outra via vetores e
por inoculacdo mecanica, constituem importantes géneros de virus, que tem
potencial de dizimar culturas inteiras de espécies economicamente
importantes, apresentando grande gama de hospedeiras, distribuidas nas
principais regifes produtoras do pais e do mundo (Avila et al. 2004; Dianese et
al., 2008; Inoue-Nagata et al., 2002). Segundo Riechman et al. (1992),
espécies de Potyvirus sdo muito importantes e infectam grande gama de
hospedeiras, ja o género Tospovirus faz parte da familia Bunyaviridae, e € o0
anico desta familia que infecta plantas. Outro género importante para a
agricultura é o Begomovirus, que contém 196 espécies relatadas (ICTV, 2011)
e apresentam genoma composto por DNA de fita simples encapsidado
separadamente em duas patrticulas, transmitidos de forma natural pelo vetor
Bemisia tabaci, também conhecido como mosca-branca.

Neste contexto, o potencial deste trabalho para a obtencdo de novas
informacdes referentes a interacdo entre patdégenos e hospedeiras € imenso,
tendo em vista a escassez de estudos relativos a esse tema (Lin et al., 1979;
Junqueira et al., 1987).

Espera-se que ao final do projeto, informagdes sejam geradas sobre o
papel de espécies florestais, pertencentes a 14 familias botanicas como
potenciais hospedeiras de espécies virais dos géneros Potyvirus e Tospovirus,
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bem como realizar estudos preliminares de caracterizagdo de um virus
encontrado em Mimosa caesalpiniifolia, que auxiliardo em conhecimentos da
diversidade de virus associados a espécies florestais. Estes dados servirdo de
base para um projeto mais amplo, com potencial para fornecer novas fontes de
resisténcia; contribuindo com a area de melhoramento genético; e novos dados
relativos a interacdo entre espécies florestais e fitovirus.

2. REVISAO DE LITERATURA
2.1. Importancia econémica das espécies florestais do Cerrado

O Cerrado limita-se como bioma desde a Caatinga, até a Mata Atlantica
e a Floresta Amazbnica, tendo em sua esséncia vegetacdo xeromorfa,
possuindo de campo limpo a cerraddo, matas de galeria e florestas estacionais
(Méio et al., 2003). Apesar de ser o segundo maior bioma brasileiro e ocupar
cerca de 22% do territério nacional, aproximadamente 37% da éarea total, o
Cerrado perdeu a cobertura original devido aos desmatamentos ocorridos com
a expansao da agricultura, da atividade florestal e da pecuéaria no Brasil
(Oliveira et al., 1998). O agronegocio destaca-se como agente indutor da
economia nacional, juntamente com o desenvolvimento tecnoldgico do setor e
a capacitacao empresarial. Vale (2004) destaca que o consumo de recursos
naturais e matéria-prima tém crescido significativamente com o avanco do
processo de urbanizacédo, da fronteira agricola e da industria.

O Cerrado, devido as suas condi¢des edafoclimaticas e fisiogréficas,
tornou-se destaque no processo de reflorestamento e industria florestal no
Brasil, devido a isto, as florestas plantadas estdo se tornando mais importantes
ante a exploracao das florestas nativas (Oliveira et al., 1998), porém, a baixa
fertilidade natural do solo e o déficit hidrico sdo fatores limitantes para a
produtividade nas areas de Cerrado. Para aumentar a produtividade e reduzir
custos, adotam-se praticas silviculturais como adubacédo, espacamentos mais
adequados, melhoramento genético e plantios de enriquecimento em consorcio
com outras atividades (Oliveira et al., 1998). Além da madeira, outros produtos
fazem parte da producdo decorrente das florestas, como energia; chapas de
fioras; papel e celulose; dormentes; moirbes; estacas e madeira para
construcdo civil; painéis de particulas; laminas, compensados e madeira
serrada (Galvao, 2000).

2. 2. Virus de plantas

Virus séo parasitas intracelulares obrigatérios, microscopicos, contendo
apenas um tipo de &cido nucleico (RNA ou DNA) envoltos por uma capa
proteica e algumas vezes lipoproteica. Os virus induzem alteragbes no
metabolismo e em varios processos fisioldgicos das plantas. Do ponto de vista
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econdmico, plantas infectadas sistemicamente por virus podem tornar-se
invidveis, devido a diminuicdo do crescimento, dentre outros sintomas. Os
principais sintomas observados sao deformagdes foliares e desvios de cor do
tipo mosaicos, mosqueados, cloroses e amarelecimento (Figuras 1 e 2). A
deteccdo viral requer uma analise detalhada dos sintomas, bem como da
observagcdo em laboratorio de particulas virais (Kitajima et al., 1997)
acompanhado de técnicas soroldgicas e moleculares.

Figura 1. A-D. Sintomas observados em espécies florestais inoculadas com GRSV (Groundnut
ringspot virus), e TSWV (Tomato spotted wilt virus) e PVY (Potato virus Y). A - Hymenaea
stigonocarpa inoculada com TSWV, com amarelecimento e necrose nas extremidades,
observado 40 dias apés a inoculagéo. B - Ceiba speciosa inoculada com GRSV, com sintomas
de amarelecimento entre as nervuras, observada 3 meses apés a inoculagdo. C - Eriotheca
pubescens inoculada com GRSV, com mosqueado e pontos cloréticos, observada 30 dias ap6s
a inoculacdo. D - Schinus terebinthifolius inoculada com GRSV, com pontos necréticos e
clorose, observada com 30 dias de inoculacao.

Segundo Vicente (1979), sintomas induzidos por virus na planta sdo
expressbes das modificacfes estruturais, bioquimicas e fisioldgicas sofridas
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pelas células; onde ocorre reducdo da respiracao, de substancias reguladoras
de crescimento, da fotossintese, da sintese de proteinas e aminoacidos e dos
compostos fendlicos. Essas alteracdes sdo observadas nos ramos, nas folhas,
flores e frutos. A expressdo dos sintomas depende da constituicdo genotipica
da hospedeira e do virus e por fatores ambientais (Agrios, 1988).

Os virus induzem sintomas com anomalias no crescimento e
irregularidades na multiplicacdo e na diferenciacdo de células. Estas
modificacdes ocasionam distor¢cbes nos orgdos da planta, como albinismo,
clorose, nanismo, mosaico, estiolamento, roseta, bronzeamento, enacao,
epistasia e encarquilhnamento (Bergamin Filho et al., 1995).

Segundo Bergamin Filho et al. (1995), diferentes sintomas induzidos por
um virus numa mesma planta, ou em hospedeiras diversas contribuem para
identificacdo de um virus. Um virus pode ser especialista em determinadas
espécies ou variedades de uma mesma espécie. Tal especialidade, associada
ao tipo de sintoma produzido pode ser (til para caracterizacdo de fitovirus,
entretanto vale lembrar que para a diagnose correta € necessario que outros
testes sejam realizados.

A determinacdo da gama de hospedeiros e os sintomas exibidos por
plantas infectadas séo parte da caracterizacdo bioldgica que contribui para a
distincdo de espécies e estirpes de géneros de virus. De acordo com Hou et
al., (2000), fenotipos exibidos pelas plantas quando infectadas com virus
resultam de interacdes entre produtos de genes virais e genes da hospedeira,
podendo a adaptacdo e especificidade a determinadas espécies envolver
proteinas virais ou elementos reguladores presentes no DNA do virus.

Atualmente os métodos conhecidos como sorolégicos (principalmente as
modalidades de Elisa Direta e Indireta) e moleculares (Rea¢do em Cadeia da
Polimerase e Hibridizacdo de Acidos Nucleicos) sdo muitos utilizados em
laboratorios de virologia para diagnose de virus de plantas.

2. 3. Géneros Potyvirus, Tospovirus e Begomovirus.

Atualmente sdo reconhecidas e aprovadas pelo International Committee
on Taxonomy of Viruses (ICTV) 8 espécies de Tospovirus e 146 de Potyvirus.
Hull (2002) e Riechman et al. (1992) destacam o0 género Potyvirus, que
constitui 20% de todas as espécies virais que infectam plantas, que somam
mais de 2 000 espécies (Berger et al., 2005).

O género Potyvirus (familia Potyviridae) apresenta particulas
alongadas e flexuosas, genoma com aproximadamente 10 Kb e RNA fita
simples sentido positivo. As espécies neste género sao transmitidas através de
afideos (também conhecidos como pulgbes) (Hull, 2002). A relagéo
estabelecida entre virus e inseto vetor € do tipo ndo circulativa, onde o virus é
adquirido e transmitido rapidamente de uma planta para outra. Nestes casos 0
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uso de inseticidas para controle do vetor ndo apresenta resultados eficientes,
visto que muitas vezes, estes produtos estimulam as picadas feitas pelo inseto
e 0 mesmo acaba picando mais plantas antes de morrer (Nagai, 1993).

Plantas infectadas por espécies de Potyvirus apresentam inclusdes
cilindricas citoplasméticas do tipo cata-ventos e que podem ser bastante Uteis
na diagnose quando o material € observado em microscopia de transmissao.

O género Potyvirus esta representado por 146 espécies (ICTV, 2011)
sendo o Potato virus Y (PVY) uma das espécies mais importantes, capaz de
infectar solanaceas de importancia econémica, incluindo a batata, o tomate e o
pimentdo, sendo responsavel por elevado dano para a agricultura.

Espécies classificadas no género Tospovirus pertencem a familia
Bunyaviridae. O genoma é composto por trés RNAs de fita simples e a
morfologia da particula viral € considerada complexa (de Avila, 1993; Takeda et
al., 2002; Bucher et al., 2003; Snippe et al., 2007). A classificacdo do género
Tospovirus baseia-se na morfologia do virion na organizagdo do genoma e nas
caracteristicas de transmissao por tripes (de Avila et al., 1993; Resende, 1995;
Rosell6 et al., 1999). Na natureza as espécies de Tospovirus sdo transmitidas
por espécies de tripes (Frankliniella spp e Trips spp) (Nagata et. al., 1999). O
género infecta mais de 1000 espécies de plantas, monocotiledéneas e
dicotiledbneas, pertencentes em mais de 82 familias botanicas, como tabaco
(Nicotiana tabacum), tomate (Solanum lycopersicum) e varias espécies de
plantas ornamentais (Fauquet et al., 2005). Os sintomas induzidos podem ser
lesbes locais, clorose e necrose, bem como paralizacdo do crescimento,
arroxeamento ou bronzeamento das folhas, manchas em anéis concéntricos,
mosqueado e necrose intensa (Dianese, 2009).

O género Begomovirus pertence a familia Geminiviridae. A classificacédo
dos géneros na familia é feita com base na gama de hospedeiros, no tipo de
vetor, na organizacdo do genoma e no relacionamento filogenético (Fauquet &
Stanley, 2005 e Fauquet et al., 2008). Espécies de Begomovirus apresentam
DNA circular de fita simples encapsidados em particulas geminadas de
morfologia icosaédrica. Os Begomovirus sdo compostos por 192 espécies, com
DNA circular de fita simples (ssDNA) com um ou dois componentes de DNA,
sendo chamados de monopartidos ou bipartidos (Hull, 2002; ICTV, 2011). No
Brasil, até o presente momento sdo relatados em tomateiro apenas espécies
de Begomovirus bipartidos, enquanto em batata doce, s&o relatados
Begomovirus monopartidos.

2.4. Deteccdes e estudos realizados com virus em espécies florestais

Alguns trabalhos de deteccdo viral tém sido realizados para obter
informacdes da presenca dos virus na hospedeira através dos sintomas e
testes sorolégicos e ou moleculares, como 0s ensaios realizados por Nienhaus
et al. (1990), e identificacdo de Tobacco necrosis virus (TNV), Cherry leaf roll
virus (CLRV) e Brome mosaic virus (BMV) em diferentes espécies florestais,
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como Betula pendula, Fagus sylvatica, Fraxinus excelsior, Quercus robur e
Salix burjatica.

A presenca do virus na hospedeira foi confirmada com anélises de PCR
(Reacdo em Cadeia da Polimerase) utilizando primers especificos e sorologia
em laboratorio, como a ocorréncia do virus European mountain ash ringspot-
associated virus (EMARAYV) em Sorbus aucuparia (Mielke & Muhlbach, 2007;
Mielke et al., 2008; Arndt et al., 2009; Kallinen et al., 2008). Foi confirmada a
incidéncia de Cherry leaf roll virus (CLRV) em Arabidopsis thaliana, com
ensaios de transmissao por enxertia e sementes e confirmacdo com analises
de laboratério (Rumbou et al., 2009).

De acordo com a observacdo de sintomas e analise em laboratorio, o
virus Cassia yellow blotch virus (CYBV), que infecta Cassia pleurocarpa na
Australia foi devidamente descrito e sequenciado (Dale et al.,1984). Veliceasa
et al. (2006) detectaram Cryptovirus em espécies assintomaticas de pinheiro na
Alemanha e na Hungria.
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CAPITULO 1 - Avaliacédo da resposta de espécies florestais do
Cerrado a espécies virais dos géneros Potyvirus e Tospovirus.
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3.1. INTRODUCAO

O Cerrado € um rico e importante Bioma Brasileiro. Sua biodiversidade
apesar de muito grande em termos de fauna e flora, ainda tem sido pouco
estudada. Estudos recentes conduzidos na Universidade de Brasilia (UnB)
mostram dados que extrapolam a estimativa de Hawksworth, visto que
dependendo da espécie hospedeira até 25 fungos por espécie podem ser
encontrados (Dianese et al., 1997; Chaves 1998; Dornelo-Silva, 1999; Castro,
2009; Santos, 2011). Dianese (2000) considera também de 70.000 a 100.000
espécies de fungos no bioma Cerrado. Neste contexto, estudos realizados por
Santos (2011) e Souza (2011) na Universidade de Brasilia tém contribuido na
descricdo e identificacdo da micobiota do Cerrado, contribuindo para o
conhecimento da diversidade desses organismos no bioma. Porém, estudos
para outros microrganismos como bactérias, virus e nematoides sdo escassos.
Esta situagdo permanece a mesma quando se analisa outros importantes
Biomas do pais.

Para América do Norte e Europa estudos revelam a presenca de virus
em diversas espécies florestais. Desta forma, informacdes referentes a virus
presentes neste Bioma sdo de grande importancia, destacando-se novos
conhecimentos de hospedeiras de virus de plantas.

3. 2. OBJETIVOS
3.2.1. Geral

Avaliar o tipo de resposta de espécies florestais do Cerrado a
importantes espécies virais de virus e o potencial dessas espécies como
hospedeiras de tais virus, obter informagcBes Uteis para o melhoramento
genético.

3.2.2. Especificos

Avaliar a resposta de 22 espécies florestais frente a espécies de
Tospovirus (Tomato spotted wilt virus - TSWV e Groundnut ringspot virus -
GRSV) e Potyvirus (Potato virus Y - PVY) mediante expressao de sintomas.

Determinar em laboratorio a acumulacédo viral de Tospovirus (TSWV e
GRSV) e Potyvirus (PVY) em 22 espécies florestais.

3.3. HIPOTESE

Ha no Cerrado Brasileiro, espécies florestais que podem funcionar como
potenciais hospedeiras de virus fitopatogénicos, como TSWV (Tomato spotted
wilt virus), GRSV (Groundnut ringspot virus), e PVY (Potato virus Y), bem como
espécies resistentes, ainda ndo analisadas.

25



3.4 MATERIAL E METODOS
3.4.1 Area de estudo

Os experimentos foram conduzidos em casa de vegetacdo na Estacéo
Experimental de Biologia da UnB (EEB-UnB). Foram conduzidos 6 ensaios com
mudas de espécies florestais ilustradas nas Figuras 2 e 3 e listadas nas
Tabelas 2 e 3 obtidas com o auxilio do viveiro da NOVACAP e do viveiro da
FAL (Fazenda Agua Limpa) que cederam as mudas para o experimento. As
mudas apresentaram idades entre 7 e 20 dias. As sementes utilizadas no
primeiro ensaio foram gentilmente cedidas por Flavio e Milton Lima (Urutai).

3.4.2 Espécies virais utilizadas

Neste trabalho foram utilizadas as espécies virais GRSV (Groundnut
ringspot virus), e TSWV (Tomato spotted wilt virus) mantidas em plantas de
Datura stramonium e PVY (Potato virus Y), mantido em Capsicum annum. As
espécies virais foram gentilmente cedidas pela pesquisadora Dr. Mirtes Lima
(Embrapa Hortaligcas).

3.4.3 Inoculagcbes mecanicas

Foram conduzidas inoculagbes mecanicas a partir da preparacéo feita
com folhas sintomaticas das plantas suscetiveis em um tampao fosfato de
sédio (NaH2PO4H20) 0,01 M e sulfito de sédio (Na2SOs) 1% (P/V) em &agua
destilada, pH 7,0 (Yarwood, 1969; Boiteux & de Avila, 1994; Dianese 2009). O
extrato foi obtido a partir da maceragéo das folhas em almofariz. Ao extrato
adicionou-se carbureto de silicio (“Carborundum”) ou Celite; e friccionou-se a
solucdo nas superficies abaxial e adaxial das folhas com auxilio de cotonetes.
Apos a inoculacgédo, as folhas foram lavadas com agua corrente a fim de evitar a
sua queima. Para reduzir o nivel de escape, seguiu-se a repeticdo da
inoculacdo 10 dias depois para confirmacao de resultados. A analise consistiu
em comparacdes de sintomas com controles positivos e auséncia em controles
negativos.

As espécies florestais utilizadas e seus nomes populares, bem como as
espécies de virus inoculadas estéo listados na Tabela 2.
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Figura 2. A-M. Listagem das espécies florestais utilizadas no trabalho. A -
Anadenanthera falcata (Angico). B — Annona crassiflora (Araticum). C - Ceiba speciosa
(Paineira rosa). D - Cybistax antisyphilitica (Ipé verde). E - Enterolobium contortisiliquum
(tamboril). F - Enterolobium gummiferum (tamboril-do-campo). G - Eriotheca pubescens
(Paineira do cerrado). H - Guazuma ulmifolia (Mutamba). | - Hymenaea stigonocarpa
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(Jatoba do cerrado). J - Ingas laurina (Inga mirim). L - Kielmeyera coreacea (Pau santo).
M - Lafoensia pacari (Pacari).

Figura 3. A-l. Listagem das espécies florestais utilizadas no trabalho. A - Machaerium
opacum (Jacaranda do cerrado). B - Pterogyne nitens (Amendoim bravo). C - Schinus
terebinthifolius (Aroeira vermelha). D - Sedum dendroideum (Balsamo). E - Solanum
lycocarpum (Lobeira). F - Stenocalyx dysentericus (Cagaita). G - Sterculia striata
(Chich& do cerrado), fonte: http://www.arvoresdf.com.br/especies/nativas/chica.htm. H -
Tabebuia avellanedae (Ipé roxo). | - Tabebuia impetiginosa (Ipé rosa).
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Tabela 2. Espécies florestais e espécies virais inoculadas ao longo dos ensaios realizados
durante o periodo de Janeiro de 2011 a Janeiro de 2013. Plantas de Datura stramonium e

Capsicum annuum foram utilizadas como controles positivos.

Espécies Florestais

Nomes populares

Espécies virais

Anadenanthera falcata
Annona crassiflora
Ceiba speciosa

Cybistax antisyphilitica

Enterolobium contortisiliquum

Enterolobium gummiferum

Eriotheca pubescens

Guazuma ulmifolia
Hymenaea stigonocarpa

Ingas laurina
Kielmeyera coreacea
Lafoensia pacari
Machaerium opacum
Pterogyne nitens
Schinus terebinthifolius
Sedum dendroideum
Solanum lycocarpum

Stenocalyx dysentericus

Sterculia striata
Handroanthus impetiginosa

Handroanthus avellanedae

Angico
Araticum
Paineira rosa

Ipé verde

Tamboril

Tamboril do campo

Paineira do cerrado

Mutamba

Jatobé do cerrado
Ing& mirim

Pau santo

Pacari

Jaracanda do cerrado
Amendoim bravo
Aroeira vermelha
Bélsamo

Lobeira

Cagaita

Chicha do cerrado
Ipé rosa

Ipé roxo

GRSVY, pvy®

Tswv®, GrRsv®@

Tswv®, GRSV®@,

GRSV®@

Tswv® GRsv®

Tswv®, GrRsv®

Tswv®, GRSV®,

Tswv®, GRSV®,

Tswv®, GRsV®
GRSV?, pvy®

Tswv?, GRsSV?
Tswv®, GRsv?

GRSV®?, pvy®

Tswv®, GRSV®,

GRSV?, pvy®
GRSV?, pvy®
Tswv®, GRsSV?
Tswv®, GRsv?

Tswv®, GrRsV?

Tswv® GRsV®,

Tswv®, GRSV®?,

Pvy®

PVY®

PVY®

Pvy®

PvY®

Pvy®

“Tomato spotted wilt virus, “’Groundnut ringspot virus, Potato virus Y.

Foram realizados 6 ensaios, conforme informacdes da tabela 3.
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Tabela 3. Cronograma dos ensaios realizados, bem como as espécies utilizadas, o0 nimero de
amostras, a proveniéncia das mudas e dos antissoros utilizados.

Proveniéncia
antissoro /in6culo

N° de Proveniéncia

Ensaios Espécie florestal amostras das plantas

TSWV Enterolobium contortisiliquum Embrapa Hortali¢as/
ensaio 1 (tamboril) Sementeira Recife UFRPE*
Enterolobium gummiferum Embrapa Hortalicas/
(tamboril-do-campo) Sementeira Recife UFRPE
Hymenaea stigonocarpa Embrapa Hortalicas/
(Jatoba do cerrado) Sementeira Recife UFRPE
Kielmeyera coreacea (Pau Embrapa Hortali¢as/
santo) Sementeira Recife UFRPE
Embrapa Hortalicas/
Lafoensia pacari (Pacari) Sementeira Recife UFRPE
Stenocalyx dysentericus Embrapa Hortali¢as/
(Cagaita) Sementeira Recife UFRPE
Sterculia striata (Chicha do Embrapa Hortalicas/
cerrado) Sementeira Recife UFRPE

TSWV Annona crassiflora FAL (Fazenda
ensaio 2 (Araticum) Agua Limpa) Embrapa Hortalicas
Ceiba speciosa (Paineira FAL (Fazenda
rosa) Agua Limpa) Embrapa Hortalicas
Eriotheca pubescens FAL (Fazenda
(Paineira do cerrado) Agua Limpa) Embrapa Hortalicas
Guazuma ulmifolia FAL (Fazenda
(Mutamba) Agua Limpa) Embrapa Hortalicas
Hymenaea stigonocarpa FAL (Fazenda
(Jatoba do cerrado) Agua Limpa) Embrapa Hortalicas
FAL (Fazenda
Ingas laurina (Inga mirim) Agua Limpa) Embrapa Hortalicas
Machaerium opacum FAL (Fazenda
(Jacaranda do cerrado) Agua Limpa) Embrapa Hortalicas
Schinus terebinthifolius FAL (Fazenda
(Aroeira vermelha) Agua Limpa) Embrapa Hortalicas
Handroanthus avellanedae FAL (Fazenda
(Ipé roxo) Agua Limpa) Embrapa Hortalicas
Handroanthus impetiginosa FAL (Fazenda
(Ipé rosa) Agua Limpa) Embrapa Hortalicas
GRSV Enterolobium contortisiliquum
ensaio 3 (tamboril) Sementeira Embrapa Hortalicas
Enterolobium gummiferum
(tamboril-do-campo) Sementeira Embrapa Hortalicas
Hymenaea stigonocarpa
(Jatoba do cerrado) Sementeira Embrapa Hortalicas
Kielmeyera coreacea (Pau
santo) Sementeira Embrapa Hortalicas
Lafoensia pacari (Pacari) Sementeira Embrapa Hortalicas
Stenocalyx dysentericus
(Cagaita) Sementeira Embrapa Hortalicas
Sterculia striata (Chicha do
cerrado) Sementeira Embrapa Hortalicas
GRSV Anadenanthera colubrina
ensaio 4 (Angico) NOVACAP Embrapa Hortalicas
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PVY
ensaio 5

GRSV
ensaio 6

Ceiba speciosa (Paineira
rosa)

Eriotheca pubescens
(Paineira do cerrado)
Guazuma ulmifolia
(Mutamba)

Ingas laurina (Inga mirim)
Machaerium opacum
(Jacaranda do cerrado)
Pterogyne nitens (Amendoim
bravo)

Schinus terebinthifolius
(Aroeira vermelha)

Sedum dendroideum
(Balsamo)

Handroanthus avellanedae
(Ipé roxo)

Anadenanthera colubrina
(Angico)

Ceiba speciosa (Paineira
rosa)

Eriotheca pubescens
(Paineira do cerrado)
Guazuma ulmifolia
(Mutamba)

Ingas laurina (Inga mirim)
Pterogyne nitens (Amendoim
bravo)

Schinus terebinthifolius
(Aroeira vermelha)

Sedum dendroideum
(Balsamo)

Handroanthus avellanedae
(Ipé roxo)

Handroanthus impetiginosa
(Ipé rosa)

Anadenanthera colubrina
(Angico)

Ceiba speciosa (Paineira
rosa)

Cybistax antisyphilitica (Ipé
verde)

Eriotheca pubescens
(Paineira do cerrado)
Guazuma ulmifolia
(Mutamba)

Ingas laurina (Ing& mirim)
Machaerium opacum
(Jacaranda do cerrado)
Schinus terebinthifolius
(Aroeira vermelha)

Sedum dendroideum
(Balsamo)

Handroanthus impetiginosa
(Ipé rosa)

3

3

3

NOVACAP

NOVACAP

NOVACAP
NOVACAP

NOVACAP

NOVACAP

NOVACAP

NOVACAP

NOVACAP

NOVACAP

NOVACAP

NOVACAP

NOVACAP
NOVACAP

NOVACAP

NOVACAP

NOVACAP

NOVACAP

NOVACAP

NOVACAP

NOVACAP

NOVACAP

NOVACAP

NOVACAP
NOVACAP

NOVACAP

NOVACAP

NOVACAP

NOVACAP

Embrapa Hortalicas
Embrapa Hortalicas

Embrapa Hortalicas
Embrapa Hortalicas

Embrapa Hortalicas
Embrapa Hortalicas
Embrapa Hortalicas
Embrapa Hortalicas

Embrapa Hortalicas

Embrapa Hortalicas
Embrapa Hortalicas
Embrapa Hortalicas

Embrapa Hortalicas
Embrapa Hortalicas

Embrapa Hortalicas
Embrapa Hortalicas
Embrapa Hortalicas
Embrapa Hortalicas

Embrapa Hortalicas

Embrapa Hortalicas
Embrapa Hortalicas
Embrapa Hortalicas
Embrapa Hortalicas

Embrapa Hortalicas
Embrapa Hortalicas

Embrapa Hortalicas
Embrapa Hortalicas
Embrapa Hortalicas

Embrapa Hortalicas

*Antissoro gentilmente cedido pela Dra Genira Andrade.
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3.4.4. Deteccéo por sorologia

A deteccdo da acumulacdo viral foi verificada através do Dot-Blot. A
sorologia foi feita de acordo com o método utilizado por Dianese et al. (2011).
Conforme protocolo, as amostras foram maceradas em nitrogénio liquido com
tampdo TBE 0,1% com sulfito de sodio na proporgcédo de 1:100, aplicadas em
membrana Hybond-C especifica para proteinas. Em um recipiente proprio
adicionou-se a solucéo de bloqueio (leite em pd desnatado com PBS TWEEN
1%) cobrindo a membrana. Apos uma hora, adicionou-se o anticorpo primario
(1gG), especifico para cada virus, na diluicAo de 1:1000. Em uma hora a
membrana foi lavada de 3 a 5 vezes com tampéo detergente TBE 0,1%
TWEEN. A seguir adicionou-se o anticorpo secundario (anti IgG de coelho), na
proporcao de 1:1000, onde permaneceu na membrana por mais duas horas. A
membrana foi, entdo, lavada novamente com a solugdo tampédo TBE 01%
TWEEN. Para o processo de revelacdo, utilizou-se a solucdo composta por
NBT (Cloreto Nitroazul de Tetrazdlio) e BCIP (5-bromo-4-cloro-3-indolil fosfato).
As cores foram tendentes ao roxo onde houve presenca do virus; e ao marrom
ou verde, onde houve auséncia do virus.

Os anticorpos utilizados foram cedidos pela pesquisadora Dra. Mirtes
Lima (Embrapa Hortalicas) e Dra Genira Andrade.

3.5. RESULTADOS E DISCUSSOES
3.5.1 Sintomas observados

3.5.1.1 Sintomas observados nos controles positivos

Os controles positivos apresentaram sintomas caracteristicos, como o
esperado, representados por Datura stramonium, inoculada com GRSV, que
apresentou necrose e por Chenopodium amaranticolor, inoculada com TSWV,
gue apresentou lesdes necréticas (Figura 4). O controle utilizado para PVY foi
o pimentdo lkeda.

Figura 4. A-C. llustracdes de controles positivos para GRSV, TSWV e PVY. A - Sintomas
tipicos de GRSV (Groundnut ringspot virus) em Datura stramonium com necrose generalizada. B -
Chenopodium amaranticolor com les@es cloréticas 13 dias apos a inoculagdo com Tomato spotted
wilt virus (TSWV). C - Solanum tuberosum com sintomas de infeccdo, retratado por pontos
necréticos em toda superficie. Fonte Figura 4C: http://www.waaesd.org/
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3.5.1.2 Sintomas observados em espécies florestais inoculadas
com GRSV (Groundnut ringspot virus).

Das 21 espécies florestais inoculadas com GRSV e listadas na Tabelas
2 e 3; e Figuras 5 e 6, cinco apresentaram sintomas aos 20 e 35 dias apos a
inoculacéo nos ensaios 1,4 e 6 (Tabela 3).

A espécie E. gummiferum apresentou sintomas de nanismo e pontos
brancos em suas folhas aos 20 dias ap0s inoculacdo no ensaio 1. A espécie
Eriotheca pubescens apresentou pontos cloréticos por toda a superficie foliar
com 20 dias apos inoculacédo, no ensaio 4. A espécie Schinus terebinthifolius
apresentou pontos necroticos por toda superficie inoculada no ensaio 4 e 6, 60
dias apés inoculacédo. A espécie Pterogyne nitens apresentou, apos 35 dias de
inoculacdo no ensaio 4, pontos necroticos na superficie foliar. A espécie Ceiba
speciosa apresentou amarelecimento na linha da nervura principal e entre ela
no ensaio 6.

33



Figura 5. A-F Sintomas observados em espécies florestais inoculadas
com GRSV (Groundnut ringspot virus). A — Controle negativo de Enterolobium
gummiferum sem sintomas. B - Sintomas de nanismo e pontos brancos em
Enterolobium gummiferum, observados com 20 dias de inoculagdo no primeiro
ensaio. C — Controle negativo de Schinus terebinthifolius sem sintomas. D -
Sintomas da infecgcdo viral com necroses e amarelecimento em Schinus
terebinthifolius, observados 35 dias apds a inoculagdo no sexto ensaio. E —
Controle negativo de Eriotheca pubescens sem sintomas. F - Sintomas de pontos
cloréticos em Eriotheca pubescens, observados 20 dias apds a inoculagdo no
guarto ensaio.
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Figura 6. A-D Sintomas observados em espécies florestais inoculadas
com GRSV. A — Controle negativo de Pterogyne nitens sem sintomas. B -
Sintomas de pontos necréticos Pterogyne nitens, inoculada com Groundnut
ringspot virus (GRSV) observados 35 dias apés a inoculagédo no quarto ensaio. C —
Controle negativo de Ceiba speciosa sem sintomas. D - Sintomas da infeccao viral
com amarelecimento entre as nervuras em Ceiba speciosa, inoculada com
Groundnut ringspot virus (GRSV), observados 35 dias apés a inoculagcdo no sexto
ensaio.
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3.5.1.3 Sintomas observados em espécies florestais inoculadas
com TSWV (Tomato spotted wilt virus).

Das 15 espécies inoculadas com TSWYV e listadas nas Tabelas 2 e 3; e
Figura 7, duas apresentaram sintomas aos 15 e 50 dias de inoculacdo nos
ensaios 1 e 2.

As amostras de Hymenaea stigonocarpa apresentaram sintomas de
necrose e amarelecimento nas extremidades, observados 50 dias apés a
inoculacdo no ensaio 2. Solanum lycocarpum apresentou sintomas de
amarelecimento nas nervuras apos 15 dias de inoculag&o no ensaio 1.

Figura 7. A-D. Sintomas observados em espécies florestais inoculadas
com Tomato spotted wilt virus (TSWV). A — Controle negativo de Hymenaea
stigonocarpa sem sintomas. B - Sintomas da infec¢do viral com necrose e
amarelecimento nas extremidades de Hymenaea stigonocarpa, inoculada
observados 50 dias apds a inoculagdo no ensaio 2. C - Controle negativo de
Solanum lycocarpum sem sintomas. D - Sintomas da infeccdo viral em Solanum
lycocarpum, observados 15 dias apds a inoculagéo no ensaio 1.
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3.5.1.4 Sintomas observados em espécies florestais inoculadas
com PVY ( Potato virus Y)

Das 11 espécies inoculadas com PVY e listadas nas Tabelas 2 e 3; e
Figura 8; apenas uma apresentou sintomas com 35 dias apos a inoculacdo no
ensaio 5.

As amostras de Handroanthus avellanedae mostraram folhas com
pontos necréticos; ou mortas apos 35 dias de inoculagdo no ensaio 5 (Figura
8).

Figura 8. A-B. Sintomas observados em espécies florestais inoculadas com
PVY (Potato virus Y). A — Controle negativo de Handroanthus avellanedae sem
sintomas. B - Sintomas de necrose Handroanthus avellanedae, observados 35 dias
apos a inoculagdo no ensaio cinco.

3.5.2 Sorologia

Os testes sorologicos tem se constituido em um dos métodos mais
usados na identificacdo dos virus de plantas, isto se deve em grande parte ao
fato da especificidade da reacdo entre antigeno (particula do virus ou sua
proteina) e seu anticorpo especifico. De uma maneira geral, podemos dizer que
0s testes sorolégicos sao simples e ndo requerem uso de aparelhos caros,
além disso, algumas modalidades n&o requerem o uso de aparelhos e a reacao
sorolégica € ampliada por uma reacao enzimatica que pode ser lida de maneira
simples através de uma mudanca de coloracdo de substrato.
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A Tabela 4 apresenta os resultados obtidos ap0s analise via sorologia
(Dot-Blot) das espécies florestais inoculadas.

TABELA 4. Resultados obtidos via Dot-Blot ELISA em amostras testadas com antissoros para
deteccdo de Tomato spotted wilt virus (TSWV); Groundnut ringspot virus (GRSV) e Potato virus Y (PVY).

Amostra Resultado Resultado Resultado

(N°) Espécies florestais Familia TSWV GRSV PVY
1 Anadenanthera falcata (Angico) - -
Fabaceae -
2 Annona crassiflora (Araticum) Annonaceae - - -
3 Chorisia speciosa (Paineira rosa) Malvaceae + - -
4 Cybistax antisyphilitica (Ipé verde) Bignoniaceae -
5 Enterolobium contortisiliquum ) )
(tamboril) Mimosoideae -
6 Enterolobium gummiferum (tamboril- |eguminosae- ) ) )
do-campo) Mimosoideae
7 Eriotheca pubescens (Paineira do ) +
cerrado) Malvaceae -
8 Guazuma ulmifolia (Mutamba) Sterculiaceae - -
9 Hymenaeastigonocarpa (Jatoba do Leguminosae- + )
cerrado) Caesalpinoideae
10 Ingas laurina (Inga mirim) Fabaceae - - +
11 Kielmeyera coreacea (Pau santo) Clusiaceae + - -
12 Lafoensia pacari (Pacari) Lythraceae + + -
13 Machaerium opacum (Jacaranda do ) )
cerrado) Fabaceae -
. . Fabaceae-
14 Pterogyne nitens (Amendoim bravo) Caesalpinioideae _ _ _
15 Schinus terebinthifolius (Aroeira -
vermelha) Anacardiaceae - +
16 Sedum dendroideum (Balsamo) Crassulaceae - - -
17 Solanum lycocarpum (Lobeira) Solanaceae - - -
18 St lyx d teri Cagait
enocalyx dysentericus (Cagaita) Myrtaceae ) ) }
19 Sterculia striata (Chicha do cerrado) - - -
Malvaceae
20 Handroanthus avellanedae (Ipé roxo)  Bignoniaceae - - -
21 Handroanthus impetiginosa (Ipé rosa) Bignoniaceae - - -
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Tabela 5. Espécies retiradas da Tabela 2 que apresentaram resultado positivo para
TSWYV, GRSV e PVY, bem como suas familias, citadas para comparacéo.

Amostra Espécies Elorestais Eamilia Resultado Resultado Resultado
(N°) P TSWV GRSV PVY
Ceiba speciosa (Paineira
1 + - -
rosa) Malvaceae
2 Eriotheca pubescens ) +
(Paineira do cerrado) Malvaceae -
Hymenaea stigonocarpa Leguminosae-
3 ! SS + + -
(Jatoba do cerrado) Caesalpinioideae
4 Ingas laurina (Inga mirim) Fabaceae - - +
5 Kielmeyera coreacea (Pau " ) )
santo) Clusiaceae
6 Lafoensia pacari (Pacari) Lythraceae + + -
7 Schinus terebinthifolius _
(Aroeira vermelha) Anacardiaceae - +

Das 22 espécies estudadas, sete foram positivas nas analises
sorologicas para o total de espécies inoculadas nos seis ensaios, como mostra
a Tabela 3.

Observaram-se duas ocorréncias na familia Malvaceae, que possui virus
associados desde a década de 1930, adquirindo importancia no Brasil desde
entdo. A clorose infecciosa identificada nas malvaceas foi primeiramente
descrita e associada a doencas em feijao, tomate e algodao (Costa, 1954).
Este virus corresponde a uma espécie de Begomovirus, 0 que nos fornece
base para estudos mais avancgados.

A seguir encontram-se representadas algumas membranas com o0s
resultados para GRSV, TSWV e PVY. As demais membranas néo estdo
representadas neste trabalho, entretanto, seus resultados foram somados nas
Tabelas 4 e 5.

3.5.2.1. Sorologia e analise de membrana para TSWV.

Amostras foliares de quatro espécies de plantas coletadas aos 50 dias
de inoculagéo e usadas em dot-blot. A Figura 9 mostra 9 amostras, sendo 4
inoculadas, 4 nédo inoculadas e 1 controle positivo. Os resultados mostraram-se
positivos para Hymenaea stigonocarpa (Jatoba do Cerrado) e Ceiba speciosa
(Paineira rosa), amostras 1 e 3, respectivamente.
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Figura 9. 1-9. Resultado de Dot-Blot para o ensaio 2 com plantas inoculadas com
TSWV (Tomato spotted wilt virus). 1 - Jatoba do Cerrado (Hymenaea stigonocarpa); 2 -
Araticum (Annona crassiflora); 3 — Paineira rosa (Ceiba speciosa); 4 — Paineira do cerrado
(Eriotheca pubescens); 5 — Controle positivo; 6 — Jatob4 do cerrado (Hymenaea stigonocarpa)
ndo inoculado; 7 — Araticum (Annona crassiflora) ndo inoculado; 8 — Paineira rosa (Ceiba
speciosa) ndo inoculada; 9 — Paineira do cerrado (Eriotheca pubescens) ndo inoculada.

3.5.2.2 Sorologia e anélise de membrana para GRSV.

Amostras foliares de 10 espécies de plantas foram coletadas aos 60 dias
de inoculacdo e usadas em dot-blot. A Figura 10 mostra 23 amostras, sendo
11 inoculadas, 11 nédo inoculadas e 2 como controles positivos. O resultado
positivo para deteccado do virus é evidente com as amostra de Aroeira vermelha
(Schinus terebinthifolius). Este resultado se repetiu em outros ensaios. As
amostras demonstradas na Figura 11 foram coletadas com 90 dias de
inoculagdo para utilizagdo em dot blot, totalizando 30 amostras, sendo 18
inoculadas, 9 nado inoculadas e 3 controles positivos. As demais amostras
positivas para GRSV, de acordo com as figuras 10 e 11 foram: Chorisia
speciosa (Paineira rosa); Eriotheca pubescens (Paineira do cerrado), Ingas
laurina (Inga mirim), Lafoensia pacari (Pacari).
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Figura 10. 1-5 1-7. Resultado para Dot-Blot feito para o ensaio 4 com plantas
inoculadas com virus GRSV (Groundnut ringspot virus). 1 — Aroeira vermelha (Schinus
terebinthifolius). 2 — Balsamo (Sedum dendroideum). 3 — Ingad Mirim (Ingas laurina). 4 —
Mutamba (Guazuma ulmifolia). 5 — Paineira rosa (Ceiba speciosa). 6 — Controle positivo. NI —
Amostras ndo inoculadas. 1 - Angico (Anadenanthera colubrina). 2 — Jacaranda do cerrado
(Machaerium opacum). 3 — Aroeira vermelha (Schinus terebinthifolius). 4 — Ipé rosa
(Handroanthus impetiginosa). 5 — Amendoim bravo (Piterogyne nitens). 6 — Paineira rosa
(Ceiba speciosa). 7 — Controle positivo mantido em Datura stramonium.
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Figura 11.1-10. Resultado de Dot-Blot feto para o ensaio 6 com plantas inoculadas
com o virus GRSV (Groundnut ringspot virus). 1 — Angico (Anadenanthera colubrina). 2 —
Paineira do cerrado (Eriotheca pubescens). 3 — Ipé verde (Cybistax antisyphilitica). 4 —
Balsamo (Sedum dendroideum). 5 — Inga Mirim (Ingas laurina). 6 — Jacarandd do cerrado
(Machaerium opacum). 7 — Paineira rosa (Ceiba speciosa). 8 — Ipé rosa (Handroanthus
impetiginosa). 9 — Aroeira vermelha (Schinus terebinthifolius). 10 — Controle positivo mantido
em Datura stramonium.

3.5.2.3 Sorologia e andlise de membrana para PVY:

Amostras foliares de 10 espécies de plantas foram coletadas aos 60 dias
de inoculacdo e usadas em dot-blot. A Figura 12 mostra 9 amostras, sendo 4
inoculadas, 2 néo inoculadas e 3 controles positivos. O resultado positivo para
deteccdo do virus é demonstrado nas amostras 1 e 3 de Paineira do cerrado
(Eriotheca pubescens). Para Figura 13, foram coletadas 30 amostras de 7
espécies florestais, sendo 14 amostras inoculadas, 7 ndo inoculadas, 3
controles negativos e 3 controles positivos. Os resultados foram positivos para
Chorisia speciosa (Paineira rosa); Eriotheca pubescens (Paineira do cerrado),
Ingas laurina (Inga mirim) e Mutamba (Guazuma ulmifolia).
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Figura 12. 1-3. Resultado de Dot-Blot feto para o ensaio 5 com plantas inoculadas com
0 virus PVY (Potato virus Y). 1 - Paineira do cerrado (Eriotheca pubescens). 2 — Ipé rosa
(Handroanthus impetiginosa). 3 — Controle positivo mantido em pimentéo Ikeda.
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Figura 13. 1-5 1-6. Resultado de Dot-Blot feto para o ensaio 5 com plantas
inoculadas com o virus PVY (Potato virus Y). 1 — Aroeira vermelha (Schinus terebinthifolius).
2 — Jacaranda do Cerrado (Machaerium opacum). 3 — Inga Mirim (Ingas laurina). 4 —
Mutamba (Guazuma ulmifolia). 5 — Amendoim Bravo (Pterogyne nitens). 1 — Inga Mirim (Ingas
laurina). 2 — Mutamba (Guazuma ulmifolia). 3 — Paineira do cerrado (Eriotheca pubescens). 4
— Paineira rosa (Ceiba speciosa). 5 — Controle negativo. 6 — controle positivo mantido em
pimentdo Ikeda.

3.5.2 Discussao

Estudos avancados na América do Norte e Europa relataram European
mountain ash ringspot-associated virus (EMARAV) em Sorbus aucuparia
(Mielke & Muhlbach, 2007; Mielke et al., 2008; Arndt et al., 2009; Kallinen et al.,
2008); Cherry leaf roll virus (CLRV) em Arabidopsis thaliana (Rumbou et al.,
2009); Cassia yellow blotch virus (CYBV), em Cassia pleurocarpa na Australia
(Dale et al.,1984); e Cryptovirus em espécies assintomaticas de pinheiro
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(Veliceasa et al., 2006). Considerando estudos no Brasil e no Cerrado, ainda
escassos, analisou-se as amostras citadas e detectou-se resultados
significativos.

De acordo com os resultados da Figura 15 e Tabela 6, observou-se a
ocorréncia de amostras sintomaticas, poréem com resultados negativos para
sorologia, isto se deve a provavel distribuicdo irregular do virus nos tecidos da
hospedeira associado a uma baixa concentracdo viral nos tecidos. Tais
amostras sdo das espécies Enterolobium gummiferum (tamboril-do-campo),
Solanum lycocarpum (Lobeira); Pterogyne nitens (Amendoim bravo) e
Handroanthus avellanedae (Ipé roxo) (Figura 15).
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Figura 14. A-H. llustracdo de amostras sintomaticas e
negativas para sorologia. A — Controle negativo de Enterolobium
gummiferum sem sintomas. B - Sintomas de nanismo e pontos brancos
em Enterolobium gummiferum, observados com 20 dias de inoculacdo
no primeiro ensaio. C - Controle negativo de Solanum lycocarpum sem
sintomas. D - Sintomas da infec¢do viral em Solanum lycocarpum,
observados 15 dias ap6s a inoculagéo no ensaio 1. E Controle negativo
de Handroanthus avellanedae sem sintomas. F - Sintomas de necrose
Handroanthus avellanedae, observados 35 dias ap0s a inoculagdo no
ensaio 5. G - Controle negativo de Pterogyne nitens sem sintomas. H -
Sintomas de pontos necréticos Pterogyne nitens, inoculada com
Groundnut ringspot virus (GRSV) observados 35 dias apdés a
inoculacéo no quarto ensaio.
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Paralelamente, observou-se a ocorréncia de amostras positivas por dot-
Blot, porém, mostraram-se assintoméaticas, o que pode ser explicado pela baixa
concentragdo viral na planta. Estes resultados foram observados nas espécies
Ingas laurina (Inga mirim), Kielmeyera coreacea (Pau santo) e Lafoensia pacari
(Pacari).

As espécies Ceiba speciosa (Paineira rosa), Eriotheca pubescens
(Paineira do cerrado) e Schinus terebinthifolius (Aroeira vermelha) mostraram-
se sintomaticas e estes resultados se confirmaram com a realizagdo da
sorologia (Figura 16).
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Figura 15. A-H. Amostras positivas para sintomas e sorologia. A —
Controle negativo de Ceiba speciosa sem sintomas. B - Sintomas da infec¢éo viral
com amarelecimento entre as nervuras em Ceiba speciosa, inoculada com
Groundnut ringspot virus (GRSV), observados 35 dias apés a inoculagdono sexto
ensaio. C — Controle negativo de Schinus terebinthifolius sem sintomas. D -
Sintomas da infeccdo viral com necroses e amarelecimento em Schinus
terebinthifolius, observados 35 dias apds a inoculagdo no sexto ensaio. E —
Controle negativo de Eriotheca pubescens sem sintomas. F - Sintomas de pontos
cloréticos em Eriotheca pubescens, observados 20 dias apds a inoculagdo no
guarto ensaio. G — Controle negativo de Hymenaea stigonocarpa sem sintomas.
H- Sintomas da infec¢do viral com necrose e amarelecimento nas extremidades
de Hymenaea stigonocarpa, inoculada observados 50 dias ap0s a inoculagdo no
ensaio dois.
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Tabela 6. Tabela de comparacdes entre as amostras positivas na sorologia e 0s sintomas

observados.
Amostr - ~ e Resultado Resultado Resultado .
a (N°) Amostra (Identificacéo) Familia TSWV GRSV PVY Sintomas
Chorisia speciosa
1 (Paineira rosa) Malvaceae * " ) +(GRSY)
Enterolobium
2 gummiferum (tamboril- Leguminosae- - - - + (GRSV)
do-campo) Mimosoideae
3 Eriotheca pubescens + + + + (GRSV)
(Paineira do cerrado) Malvaceae
Hymenaeastigonocarpa ) ) }
4 (Jatoba do cerrado) Leguminosae- ¥ +(TSWY)
Caesalpinoideae
5 Ingas Ial_mna (Inga ) " + *
mirim) Fabaceae
6 Kielmeyera coreacea + ) i} *
(Pau santo) Clusiaceae
2 Pterogyne b . - - + (GRSV)
nitens (Amendoim bravo) Fabaceae-
Caesalpinioideae
8 Lafoensia pacari (Pacari + + - -*
P ( ) Lythraceae
9 Schinus_ terebinthifolius . . + - + (GRSV)
(Aroeira vermelha) Anacardiaceae
Solanum lycocarpum
10 . + (TSWV
(Lobeira) Solanaceae - - - ( )
11 Handroanthus . . + (PVY)

avellanedae (Ipé roxo) Bignoniaceae -

-* Negativo para as trés espécies avaliadas
3.6. CONCLUSOES

Ao final desse capitulo foram obtidos dados para concluir que as
espécies Chorisia speciosa (Paineira rosa), Eriotheca pubescens (Paineira do
cerrado), Hymenaea stigonocarpa (Jatobd do cerrado) e  Schinus
terebinthifolius (Aroeira vermelha) apresentaram sintomas caracteristicos dos
virus que puderam ter sua presenca confirmada com o Dot Blot.

As espécies Ingas laurina (Inga mirim), Kielmeyera coreacea (Pau
santo) e Lafoensia pacari (Pacari) apresentaram resultados positivos para o
Dot Blot, porém, foram assintomaticas.

As amostras de Enterolobium gummiferum (tamboril-do-campo),
Pterogyne nitens (Amendoim bravo), Solanum lycocarpum (Lobeira), Tabebuia
avellanedae (Ipé roxo), pelo contrario, apresentaram sintomas significativos,
mas ndo foram observados resultados positivos nas analises feitas em
laboratdrio.
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CAPITULO 2 - Estudos preliminares de caracterizacdo de um virus
encontrado em Mimosa caesalpinoidea.
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4.1 INTRODUCAO

Mimosa caesalpiniifolia, mais conhecido como sabia, é uma espécie da
familia Leguminosae: subfamilia Mimosoideae, nativa da Regido Nordeste que
€ comumente cultivada do Maranhdo ao Rio de Janeiro, sendo ideal para
arborizacéo, cerca viva e producdo de madeira. E uma espécie que se propaga
sexuadamente, tendo, no entanto, heterogeneidade no formato, coloracdo e
tamanho das sementes. E uma espécie bastante utilizada para implantacdo de
florestas devido a resisténcia a seca e seu crescimento rapido (Ribaski et al.,
2003), possui madeira de boa qualidade (Drumond, 1982), e ainda tem grande
importancia como planta ornamental, sendo bastante utilizada como cerca.
Devido a isso, a espécie € destague nas fontes de estacas para cercas no
Nordeste, sendo ainda utilizada para producdo de energia, lenha e carvao
(Ribaski et al., 2003).

Tal espécie pode ser suscetivel a diversos patdgenos, dentre eles os
Begomovirus, que constituem atualmente um dos principais problemas de
culturas agricolas do mundo, responséaveis por perdas significativas em plantios
de tomate (Solanum lycopersicum), feijdo (Phaseolus vulgaris), mandioca
(Manihot esculenta), pimentdo (Capsicum annuum) e algoddo (Gossypium
hirsutum) (Faria et al., 2000; Morales & Anderson, 2001). O género
Begomovirus é composto por 192 espécies (ICTV, 2011), sendo o mais
importante dentre os géneros de virus de plantas, estando na familia
Geminiviridae, com o maior numero de espécies e a maior gama de
hospedeiras (Polston & Anderson, 1999; Moriones & Navas-Castilho, 2000;
Morales & Anderson, 2001; e Freitas-Astla et al., 2002). No Brasil, esses virus
tém sido relatados desde a década de 1930, tornando-se economicamente
importantes apenas na década de 1980, devido a dificuldade de controlar o
inseto vetor (Bemisia tabaci).

Tendo em vista 0os poucos estudos sobre virus em espécies florestais,
neste trabalho identificou-se uma espécie de Begomovirus em Mimosa
caesalpinifolia, sendo esta espécie melhor estudara e caracterizada
posteriormente.

4.2. OBJETIVOS

4.2.1. Geral

Iniciar estudos de caracterizacdo de virus em uma espécie florestal
proveniente de Cuiaba - MT.

4.2.2. Especificos
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Conduzir estudos iniciais de caracterizacdo de virus presente em
Mimosa caesalpiniifolia.

4. 3. HIPOTESES
Ocorréncia de Begomovirus spp em Mimosa caesalpiniifolia.

4.4 METODOLOGIA

4.4.1. Origem da amostra

Folhas com sintomas de mosaico foram coletadas em Cuiaba (Figura 1)
para analise em laboratério.

Figura 1. A-B Mimosa caesalpinifolia com sintomas suspeitos da infec¢cdo por
Begomovirus.

4.4.2. Ensaios de caracterizagéo viral.
4.4.2.1 Biolégicos

Folhas mostrando sintomas ilustrados na Figura 1 foram usadas para
inoculacdo mecanica em plantas na gama de hospedeiras viral mantidas em
casa de vegetacdo na EEB. A inoculacdo foi realizada conforme descrito
anteriormente. As espécies utilizadas foram: Chenopodium amaranticolor,
Chenopodium quinoa, Capsicum annum, Solanum lycopersicum, Nicotiana
benthamiana e Datura stramonium.

4.4.2.2 Moleculares

O DNA total foi extraido da amostra sintomatica (Figura 1) utilizando-se
o método modificado de CTAB (Boiteux et. al., 1999). Um segmento do DNA-A
viral foi seletivamente amplificado via PCR utilizando os ‘primers’ degenerados:
‘PAL1v1978 (5 —GCATCTGCAGGCCCAACTYGTCTTTYCCNGT- 3) e
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‘PARc715’ (5° —-GATTTTCTGAGTTDATRTTYTCRTCCATCCA-3’), utilizados
para deteccao de espécies de Begomovirus (Rojas et. al., 1993). As reacfes de
amplificagéo foram feitas em um volume total de 12,5pl contendo Tris-HCI
10mM (pH 8,3), KCI 50mM, MgCl, 2,4mM, 250ul de cada um dos
desoxirribonucleotideos (dATP, dTTP, dGTP, dCTP), 0,8 uM de cada ‘primer’,
uma unidade da enzima Taq polimerase e 30 ng de DNA. As amplificacGes
foram efetuadas em termociclador (Gene AmpR PCR System 9700)
programado para um ciclo de 94° C durante 4 minutos, seguido de 35 ciclos,
cada um constituido pela seguinte sequéncia: 30 segundos a 94° C, 60
segundos a 52° C e 3 minutos a 72° C, seguido de extensao final de 7 minutos
a 72°C e finalmente a temperatura foi reduzida para 4° C.

A Eletroforese foi feita em gel de agarose (1%), o gel corado com
brometo de etideo e fotografado indicou a presenca de um Unico amplicom com
cerca de 1100 pares de base, o0 que significa a presenca do virus.

Realizou-se uma RCA do DNA para aumentar a quantidade de DNA
circular presente na amostra. A reagdo consiste na preparagdo do mix
contendo Phi 29 Buffer — 10X, BSA -10X, dNTPs — 10mM, primer Tioprotegido
— 50mM, todos com 1pL; Phi 29 DNA polimerase (1000U/uL) a 1uL, agua a
4,9uL e DNA a 1uL; num total de 10 pL para condi¢des de termociclador por 18
horas a 30° C e por 10 minutos a 65° C.

A PCR (Reagdo em Cadeira da Polimerase) foi realizada conforme
descrito anteriormente, porém uma aliqguota do DNA amplificado via RCA num
volume final de 50 pL. Os amplicons obtidos foram purificados usando o GFX
(anexo 1 para protocolo utilizado).

Apbs a purificacdo, aliquotas foram aplicadas em gel de agarose (Figura
5) para confirmacao e serdo submetidas ao sequenciamento.

6.5 RESULTADOS E DISCUSSAO
6.5.1 Inoculag&o mecanica

Nenhum sintoma na gama de hospedeiras utilizada foi observado
usando como fonte folhas de Mimosa caesalpinifolia.

6.5.2 Anéalise molecular

Conforme a Figura 2 pode-se observar o resultado da extracdo de DNA
realizada com repeticbes para a amostra de Mimosa caesalpinifolia.
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Figura 2. Andlise de gel de DNA presente em amostras duplicadas de
Mimosa caesalpinifolia. Mimosa 1, Mimosa 2, Mimosa 3, Mimosa 4, C1,
C2, C3, e C4: extracdes da amostra de Mimosa caesalpinifolia.

A Figura 3 ilustra a RCA realizada para distintas amostras suspeitas de
infecg@o por Begomovirus, estando a amostra de Mimosa caesalpinifolia dentre
elas.

RCA DNA Mimosa

Figura 3. Gel de RCA do DNA da amostra de Mimosa caesalpinifolia
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Figura 4. Resultado de PCR de RCA usando o par
de primers PAL-Par para Begomovirus. Marcador
molecular GeneRuler 1 kb Plus DNA Ladder.
Amostras de 1 a 3-: 1. Mimosa caesalpinifolia 1 e 2:
Mimosa caesalpinifolia num amplicon de 1100 pares
de base.

O fragmento obtido via PCR foi purificado usando o GFX para verificar
qual espécie viral esta infectando Mimosa caesalpiniifolia, de acordo com a
Figura 5.
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Marcador

‘IVIT 12

1100 pb
1000 pb

Figura 5. Gel de purificacdo de DNA. A amostra de mimosa
caesalpiniifolia est4 no segundo pogo (MT12).

4 .5.3. Discussao

Tendo em vista as espécies hospedeiras de Begomovirus, que
geralmente pertentem a familias Malvaceae, Euphorbiaceae, Solanaceae e
Fabaceae (Morales & Anderson, 2011); outros trabalhos tém sido realizados
mostrando a identificacdo de virus em espécies florestais, como Romero et al.
(2002), que confirmaram ser a espécie Cassia obtusifolia uma hospedeira de
Begomovirus spp em Cuba. Estudos prévios nomearam um virus encontrado
em Senna sylvestris e Senna macranthera (Lin et al., 1979, 1980) como Cassia
mild mosaic virus (CasMMV). Recentemente Beserra et al. (2011) ao
estudarem virus de Senna macranthera caracterizaram uma regido de
Potyvirus e um membro de Tymovirales.

Neste contexto, a amostra de Mimosa caesalpiniifolia mostrou-se
hospedeira de uma espécie de virus do género Begomovirus. De acordo com
as Figuras 1, 2, 3 e 4, pode-se observar a ocorréncia de um virus ainda néo
identificado, mas pertencente ao género Begomovirus, observado na banda do
gel de agarose na altura de 1100 pares de base, correspondente ao controle
positivo.
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Espécies de Begomovirus infectam um grande numero de
hospedeiras. Os sintomas tipicos induzidos consistem em mosaicos foliares
fortes como observado em plantas de feijdo (Phaseolus vulgaris) infectadas
com o Bean golden mosaic virus — BGMV e plantas de leiteiro (Euphorbia
heterophylla) infectadas com o Euphorbia yellow mosaic virus — EuYMV. De
acordo com Giordano et al. (2005), representantes de Begomovirus podem
acarretar grandes prejuizos a suas hospedeiras

A gama de hospedeiras utilizada ndo apresentou sintomas
caracteristicos de Begomovirus ap0s a inoculacdo mecanica com a espécie
suspeita de hospedar o virus. Isso se deve, provavelmente, ao fato de que a
grande maioria das espécies deste género de virus ndo ser transmitido
mecanicamente.

Realizou-se entédo a técnica de extracdo de DNA, seguida da técnica de
RCA, utilizada para amplificar DNA circular de virus presente em baixa
concentracdo nos tecidos da hospedeira. Esta técnica foi utilizada por Almeida
(2012), Alburquerqgue et al. (2011).

4.6. CONCLUSOES

A andlise da amostra de Mimosa caesalpinifolia que apresentava
sintomas caracteristicos do género Begomovirus, tal suspeita foi confirmada
com a realizacdo de extracdo de DNA e PCR da amostra, observando-se a
banda decorrente de presenca de Begomovirus em 1100 pares de base.

Assim sendo, espécies florestais de interesse econémico do no Cerrado
Brasileiro apresentam grande potencial como reservatorio de virus, o que pode
influenciar na distribuicdo e manutencao de isolados virais de importancia para
espécies agrondmicas que podem, futuramente, também se tornar importantes
no meio de producéo florestal. Tais resultados ainda influenciam positivamente
na obtencdo de espécies resistentes e um auxilio na area de melhoramento
genético.
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Anexo 2. Protocolo de purificacdo de DNA de gel de agarose de TAE e TBE

GEX

Captacado da amostra:

Pesar um tubo de 1,5 ml

Cortar a banda de interesse e colocar no tubo

Pesar o tubo contendo a banda

Calcular o peso do gel de agarose

Adicionar 10 pl de Capture buffer tipo 3 para cada 10 mg de gel

Misturar por inversao

Incubar a 60 °C até a agarose dissolver completamente (aprox. 10’/
inverter de 3 em 3 minutos)

Ligacdo da amostra:

Adicionar 600 pl de Capture buffer tipo 3 na coluna GFX Microspin
contida no tubo coletor

Incubar em temperatura ambiente por 1 minuto

Centrifugar a 16.000g por 30 segundos

Descartar o filtrado

Colocar a coluna de volta no mesmo tubo coletor e,

Repetir o passo de Ligacdo da amostra até que toda a amostra seja
filtrada

Lavagem e secagem:

Adicionar 500 ul de Wash buffer tipo 1

Centrifugar a 16.000g por 30 segundos

Descartar o tubo coletor e transferir a coluna para um tubo de 1,5 ml
limpo

Eluicao:

Adicionar 10-50 pl de Elution buffer tipo 4 OU tipo 6
Incubar em temperatura ambiente por 1 minuto
Centrifugar a 16.000g por 1 minuto

Estocar a -20 °C
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