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RESUMO

AMARAL, Josiane Gongalves, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, margo de

2016. Estudo da transmissdo de begomovirus via sementm Sida spp.
Orientador: Francisco Murilo Zerbini Junior.

A familia Geminiviridae € composta por virus com genoma de DNA circular de fita
simples, encapsidado por uma unica proteina estrutural em particulas icosaédricas
geminadas. A familia é dividida em sete géneros com base no tipo de inseto vetor,
gama de hospedeiros, organizacdo genémica e relacionamento filogenético. Os virus
pertencentes ao géneBegomovirus possuem um ou dois componentes gendmicos e
sdo transmitidos pela mosca-brarBemisia tabaci a plantas dicotiledéneas. Os
begomovirus infectam naturalmente diversas espécies de plantas nao-cultivadas,
comoSda spp. eMacroptilium spp. Estes hospedeiros ndo-cultivados podem abrigar
populacdes virais com uma maior diversidade genética. Entretanto, algumas
populacdes virais parecem estar confinadas em determinadas espécies de plantas
nao-cultivadas. Com base na observacdo de plantas nao-cultivadas emergindo no
campo com sintomas de infeccdo por begomovirus, aparentemente na auséncia do
inseto vetor, e em relatos recentes de transmissdo de begomovirus via semente
batata-doce, feijoeiro e tomateiro, este estudo teve como objetivo analisar a presenca
de begomovirus em sementes 8da acuta e Sda rhombifolia, bem comoa
transmissdo desses virus via semente. Um total de 39 plantas dessas duas espécies,
apresentando sintomas tipicos da infec¢cdo por begomovirus, foram coletadas em
Vicosa, MG, em dezembro de 2013, e transferidas para casa-de-vegetacdo. A
infeccado viral foi confirmada em 38 plantas por meio de extracdo de DNA total de
tecido foliar seguido de amplificacéo por circulo rolantdifig-circle amplification,

RCA). Os produtos da amplificacdo foram clonados e sequenciados, confirmando-se
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a infeccao peld&da yellow mosaic virus (SiYMV) nas plantas d&. rhombifolia e
peloSda yelow leaf curl virus (SiYLCV) nas plantas d8. acuta. Aproximadamente

320 mil sementes foram coletadas das 38 plantas infectadas. As sementes foram
tratadas superficialmente com hipoclorito de s6dio ou com acido sulfdrico e foram
maceradas em grupos de 20, 30 ou 200 sementes. O DNA total extraido de
aproximadamente 80 mil sementes foi utilizado para deteccao viral via RCA, com
resultados negativos. DNA total foi extraido também de flores inteiras e de tecidos
florais (sépalas, pétalas, estames, estiletes e ovarios) das plantas infectadas, e
utilizado para detecc¢do viral com resultados positivos em todos os casos. Sementes
proveniente das plantas infectadas foram tratadas com acido sulfdrico, germainadas
269 plantulas provenientes dessas sementes foram avaliadas para a presenca dos
virus via RCA e PCR, com resultados negativos. Em conjunto, os resultados indicam
gque o SIYMV e o SIiYLCV sao capazes de infectar os tecidos floraiSidde
rhombifolia e deSda acuta, respectivamente, entretanto ndo sédo transmitidos pelas

sementes desses hospedeiros.
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ABSTRACT

AMARAL, Josiane Gongalves, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, March, 2016.
Studies on begomovirus transmission via seed inSida spp. Advisor: Francisco
Murilo Zerbini Junior.

The family Geminiviridae is comprised of viruses with a circular, single-stranded
DNA genome encapsidated by a single structural protein in geminate, icosahedral
particles. The family is divided into seven genera base on the type of insect vector,
host range, genomic organization and phylogeny. Viruses classified in the genus
Begomovirus have one or two genomic components and are transmitted in nature by
the whitefly Bemisia tabaci to dicot plants. Begomoviruses naturally infect several
non-cultivated hosts, such &la spp. andViacroptilium spp. These non-cultivated
hosts may harbor viral populations with a high degree of genetic diversity.
Nevertheless, some viral populations seem to be confined to certain species of non-
cultivated plants. Based on the observation of non-cultivated plants newly emerged
in the field already showing symtpoms of begomovirus infection, apparently in the
absence of the insect vector, and on recent reports of seed transmission of
begomoviruses in sweet potato, bean and tomato, the objective of this stsitty w
analyze the presence of begomoviruses in seefisl@fcuta andSda rhombifolia,

as well as the transmission of these viruses by seed. A total of 39qflamtse two
species, displaying typical symptoms of infection by begomoviruses, were collected
in Vigosa, MG, on December 2013, and transferred to a greenhouse. Viral infection
was confirmed in 38 of these plants by total DNA extraction followed by rolling-
circle amplification (RCA) of complete viral genomes. Amplification products were
cloned and sequenced, confirming infectiorBafhombifolia by Sda yellow mosaic

virus (SiYMV) and of S acuta by Sda yellow leaf curl virus (SiYLCV).
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Approximately 320,000 seeds were collected from the 38 infected plants. The seeds
were surface-sterilized with sodium hypochloride or sulphuric acid, and were ground
in groups of 20, 30 or 200 seeds. TdMNA extracted from approximately 80,000
seeds was used for viral detection by RCA, with negative results. Total DNA was
also extracted from whole flowers and from flower tissues (sepals, petals, stamens,
styles and ovaies) from infected plants and used for viral detection, with positive
results in all cases. Seeds from infected plants were treated with sulphuric acid,
germinated and 269 plantlets from these seeds were evaluated for the presence of
virus by RCA and PCR, with negative results. Together, these results indicate that
SiYMV and SiYLCV are capable of infecting the flower tissue&da rhombifolia

and Sda acuta, respectivl, however they are not transmitted by seeds in these

hosts.



1. INTRODUCAO

A familia Geminiviridae é composta por virus com genoma de DNA de fita
simples circular, envolto por um Uunico tipo de proteina capsidial que confere a
particula uma morfologia icosaédrica geminada (Bretai., 2012 Kothandaraman
et al., 2015). A familia é dividida em sete géner@gsgpbmovirus, Becurtovirus,
Curtovirus, Eragrovirus, Mastrevirus, Topocuvirus e Turncurtovirus), definidos com
base no tipo de inseto vetor, gama de hospedeiros, relacionamento filogenético e
organizacdo genémica (Browehal., 2012 Varsaniet al., 2014).

O géneroBegomovirus inclui virus de plantas de grande relevancia para a
agricultura, devido a severidade das doencas por eles causadas em diversas culturas
de grande importancia econdmica, principalmente em regides tropicais e subtropicais
(Wereet al., 2004 Morales, 2006Sattaret al., 2013 Lekeet al., 2015). Esses virus
possuem um ou dois componentes gendmicos e infectam plantas dicotiledéneas.
Com base em estudos filogenéticos e caracteristicas do genoma, os begomovirus
podem ser divididos em dois grupos: Velho Mundo (Europa, Africa e Asia) e Novo
Mundo (Américas) (Rybicki, 1994Padidamet al., 1999 Paximadiset al., 1999
Briddon et al., 2010). A maioria dos begomovirus do Velho Mundo sé&o
monossegmentados e estdo normalmente associados a DNAs satéliteg (alfa-
betassatélites) (Mansoetral., 2003). Os begomovirus encontrados no Novo Mundo
sao bissegmentados, com excecaoTdmato leaf deformation virus (ToLDeV),
relatado no Peru e no Equador (Melgarefjaal., 2013 Sanchez-Campost al.,

2013). Os dois componentes gendmicos dos begomovirus bissegmentados séo
denominados DNA-A (que contém genes envolvidos na replicagdo, supressdo de

respostas de defesa da planta e encapsidacédo do genoma viral) e DNA-B (que contém



genes envolvidos no movimento viral intra- e intercelular e na supressao de respostas
de defesa da planta) (Rogtsal., 2005 Zorzattoet al., 2015).

Relatos recentes da deteccdo e caracterizacdo de novas espécies de
begomovirus em plantas néo-cultivadas (Castillo-Urggtiah, 2008 Fiallo-Olive et
al., 201Q Fiallo-Olivé et al., 2012 Tavareset al., 2012 Fiallo-Olive et al., 2015
Pinto et al., 2015) sugerem que a diversidade genética dos begomovirus sdo muito
maiores do que se acreditaeagssaltam a necessidade de se investigar plantas nao-
cultivadas como um reservatorio de diversidade viral e como uma fonte de novos
virus que podem causar doencas em plantas cultivadas.

Uma andlise comparativa de populacdes de begomovirus encontradas em
plantas cultivadas e nao-cultivadas indicou que as populagcfes virais infectando
plantas Ao-cultivadas apresentam um grau de variabilidade genética mais elevado
em comparacdo aquelas presentes em plantas cultivadase{lam&®013 Rochaet
al., 2013 Ramos-Sobrinhet al., 2014). Rochat al. (2013) também observaram que
as populacdes brasileiras de begomovirus sdo altamente recombinantes, possuem
uma elevada taxa de evolucdo molecular e sdo estruturadas com base em localizacéo
geogréfica. Os resultados destes estudos apoiam a hipétese de que os begomovirus
encontrados em plantas cultivadas como o tomateiro e o feijoeiro sdo originados de
virus nativos presentes em plantas ndo-cultivadas, e que apos a transferéncia para
plantas cultivadas as populacbes virais evoluem rapidamente, originando novas
espécies mais adaptadas ao novo hospedeiro (lRoaha2013).

Lima et al. (2013) compararam populacdes dos begomowWrag optilium
yellow spot virus (MaYSV) eTomato severe rugose virus (ToSRV), provenientes de
plantas nao-cultivadas e cultivadas, respectivamemtesugeriram que a

recombinacdo, e ndo a selecdo adaptativa, explica a maior variabilidade de



begomovirus em hospedeiros ndo-cultivados. A presenca de diversas espécies no
campo, todas transmitidas pelo mesmo inseto vetor, torna comum a ocorréncia de

infeccbes mistas, com dois ou mais virus presentes simultaneamente na mesma
planta, aumentando a probabilidade da ocorréncia de eventos de recombinacdo que
podem levar ao surgimento de novas espécies melhor adaptadas ao hospedeiro (Pita
et al., 2001 Monci et al., 2002 Andradeet al., 2008 Inoue-Nagateet al., 2006

Ribeiroet al., 2007).

Espécies de plantas invasoras das familias AsteracBEenvillea
rhomboidea), Caparaceae C{eome affinis), Euphorbiaceae Chidoscolus urens,
Euphorbia heterophylla), Fabaceae Crotalaria sp., Macroptilium lathyroides,
Desmodium sp.), Labiatae Leonurus sibiricus), Malvaceae Herissantia crispa,
Melochia sp., Pavonia sp., Sda rhombifolia, S. acuta, S. micrantha, S. spinosa, S
urens), Solanaceae Njcandra physaloides, Solanum nigrum) e Sterculiaceae
(Waltheria indica e Triumfetta semitriloba) ja foram relatadas como hospedeiras de
begomovirus no Brasil (Faria e Maxwell, 199%suncéoet al., 2006 Castillo-
Urquizaet al., 2008 Tavareset al., 2012 Barretoet al., 2013 Fiallo-Olivé et al.,

2015 Pintoet al., 2015). Os estudos realizados no Brasil e em outros paises indicam
uma elevada diversidade de espécies de begomovirus em plantas ndo-cultivadas
principalmente em espécies 8da e Macroptilium (Frischmuthet al., 1997 Royeet

al., 1997 Idris et al., 2003 Jovelet al., 2004 Amarakoonet al., 2008 Silva et al.,

2012 Tavarest al., 2012). Algumas dessas espécies virais também infectam plantas
cultivadas como o feijoeiro e o tomateiro (Barret@l., 2013 Rochaet al., 2013).
Begomovirus originalmente descritos em plantasSdea sp., como oSda mottle

virus (SiMoV) (Fernandegt al., 1999) e oSda micrantha mosaic virus (SimMV)

(Jovel et al., 2004), por exemplo, ja foram encontrados infectando naturalmente o



tomateiro (Calegario, 200€astillo-Urquizaet al., 2007 Cotrim et al., 2007). Estes
relatos reforcam o papel de plantas nao-cultivadas como reservatorios de virus e a
importancia de se caracterizar os begomovirus infectando estes hospedeiros.

Os begomovirus séo transmitidos naturalmente pela mosca-tBamcaa
tabaci (Hemiptera: Aleyrodidae) de modo persistente circulativo (Ghaatimal.,

2007 Gilbertsonet al., 2015). Até recentemente, sempre foi suposto que esses virus
nao sdo transmitidos via semente (Roghsal., 2005 Gilbertsonet al., 2015)
Entretanto, relatos publicados nos dltimos 12 meses demonstram que a transmissao
de begomovirus pode ocorrer via semente nas culturas da batata-doogt éKim

2015), feijoeiro (Kothandaramaahal., 2015) e tomateiro (Kit al., 2016).

A transmissdo de virus pela semente, mesmo a taxas muito baixas, €&
importante para a propagacdao e disseminacdo do virus a longa distancia. A
transmissao via semente de um virus proporciona uma fonte de indculo primario e
pode ter um consideravel impacto sobre o rendimento da cultura (Ali e Kobayashi,
2010).

Em viagens ao campo para coleta de amostras, nosso grupo de pesquisa
frequentemente observa plantas nédo-cultivadas emergindo ja infectadas por
begomovirus, aparentemergem a presenca do inseto vetor. Somado aos relatos
recentes de transmisséo via semente de begomovirus em plantas cultivadets (Kim
al., 2015 Kothandaramaset al., 2015 Kil et al., 2016), essas observacdes de campo
sugerem a possibilidade de transmissdo via semente também em plantas néo-
cultivadas. Neste contexto, o objetivo do presente trabalho foi avaliar a transmissao
de begomovirus pelas sementes 8da acuta e Sda rhombifolia (familia

Malvaceae)



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. FamiliaGeminiviridae

Os virus classificados na famil@eminiviridae causam doencas relevantes
para a producdo agricola nas regides tropicais e subtropicais do mundo, afetando
severamente culturas como o algodoeiro, as cucurbitaceas, o feijoeiro, a mandioca, o
milho, o pimentdo e o tomateiro (Legg e Fauquet, 200zrales, 2006 Martin e
Shepherd, 20Q9Rochaet al., 2013 Sattaret al., 2013). O aumento global da
populacao e distribuicdo dos insetos vetae=spansdo do cultivo em monocultura e
a ocorréncia de um maior transito global de plantas sdo considerados os principais
fatores que facilitaram a emergéncia dos geminivirus (Rebjak, 2005 Navas-
Castllo et al., 2011 Gilbertsonet al., 2015). O rapido progresso obtido nos estudos
com esses virus foi devido a trés atributos principgigo§suirem genoma pequeno
(2,5-5,0 kb); ii) se replicarem por meio de um intermediério de fita dupla de DNA
(dsDNA), facilmente manipulado por métodos padrdo de clonagein;sérem
transmissiveis por métodos de inoculacdo independentes do inseto vetoet(Blgjas
2005).

A familia € composta pelos géne®sgomovirus, Becurtovirus, Curtovirus,
Eragrovirus, Mastrevirus, Topocuvirus e Turncurtovirus, definidos com base no tipo
de inseto vetor, gama de hospedeiros, relacionamento filogenético e organizacdo
genbmica (Brownet al., 2012 Varsani et al., 2014). Os geminivirus possuem
genoma composto de DNA fita simples circular envolto por um udnico tipo de
proteina capsidial, e a particula possui morfologia icosaédrica geminada (@rown
al., 2012). A proteina capsidial é conservada em sua capacidade para formar os
virions, porém € divergente quanto a especificidade pelo inseto vetor (cigarrinhas ou

mosca-branca) (Rojas al., 2005). A replicacdo ocorre pelo mecanismo de circulo
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rolante (Stengeet al., 1991). Todos 0s geminivirus possuem uma regiao intergénica
gue contém diversos elementos de sequéncia altamente conservados, incluindo uma
estrutura em forma de grampo contendo uma sequéncia de nove nucle@&ideos (
TAATATTAC-3') que constitui a origem de replicacdo, e repeticbes diretas e
invertidas de quatro ou cinco nucleotideos, denominadas iterons, essenciais para que
a origem seja reconhecida pela proteina viral associada a replicacao efRajas

2005 Rizvi et al., 2015).

2.2.GéneroBegomovirus

O génerdBegomovirus € 0 que possui 0 maior numero de espécies dentro da
familia Geminiviridae, incluindo virus de grande relevancia para a agricultura devido
a severidade das doencas por eles causadas em diversas culturas de grande
importancia econémica (Browat al., 2015). A espécie-tipé o Bean golden yellow
mosaic virus (BGYMV) (Brown et al., 2012).

Com base em estudos filogenéticos e caracteristicas do genoma, 0s
begomovirus podem ser divididos em dois grupos: Velho Mundo (Europa, Africa e
Asia) e Novo Mundo (as Américas) (Rybicki, 19®adidamet al., 1999 Paximadis
et al., 1999 Briddonet al., 2010).

A maioria dos begomovirus do Velho Mundo sdo monossegmentados e estao
associados a DNAs satélites (alfa- e betassatélites) (Massabr 2003 Zhou,

2013). Os begomovirus nativos do Novo Mundo séo bissegmentados (Figura 1), com
excecado ddomato leaf deformation virus (ToLDeV), descrito recentemente no Peru

e Equadoi(Melgarejoet al., 2013). OTomato yellow leaf curl virus (TYLCV), um

virus monossegmentado nativo do Velho Mundo, foi introduzido na Republica

Dominicana no inicio da década de 1990 e atualmente encontra-se presente em toda



Ameérica Central, Caribe e em diversos estados do sul e sudoeste dos Estados Unidos

(Nahklaet al., 1994 Duffy e Holmes, 2007).

Rep

BC1
BV1

CP

TrAP e EN

Figura 1. Representacdo esquematica do gendm@ean golden yellow mosaic

virus (BGYMYV), espécie-tipo do génerBegomovirus. Os circulos representam o
genoma viral, com dois componentes (DNA-A e DNA-B) de aproximadamente
2.600 nucleotideos cada. Uma sequéncia de aproximadamente 200 nucleotideos,
denominada regido comum (CR), contém a origem de replicacédo viral, com uma
estrutura em forma de grampo e uma sequéncia invariavel de nove nucleotideos
(TAATATT|AC), conservada em todos os membros da familia Geminiviridae (a

seta indica o sitio de inicio da replicacdo do DNA viral por circulo rolante). As setas
azuis e vermelhas indicam os genes virais e a direcdo em que ocorre a transcricao
(viral e complementar, respectivamente). Reproduzido de Gutetiaez2004).

O DNA-A dos begomovirus do Novo Mundo contém cinco geRes,: que
codifica a Unica proteina essencial a replicacdo, iniciadora do mecanismo de
replicacdo por circulo rolante (Fontetsal., 1992 Orozcoet al., 1997) Trap, que
codifica um fator transcricional dos gen€P e NSP, e que também atua como
supressora do silenciamento génico (Voiratedl., 1999 Wanget al., 2005) Ren,
que codifica um fator acessorio (ndo essencial) da replicacdo viral (Suater

199Q Pedersen e Hanley-Bowdoin, 1994534, que codifica uma proteina também



envolvida na supresséao de silenciamento génico (Vanithairani 2004); eCP, que
codifica a proteina capsidial, essencial para a transmissao do virus pelo inseto vetor
(Briddon et al., 199Q Hofer et al., 1997). O DNA-B contém dois genddSP, que
codifica a proteina responsavel pelo transporte do DNA através do envelope nuclear
(Noueiryet al., 1994 Sanderfoot e Lazarowitz, 199@&MP, que codifica a proteina
envolvida no movimento célula-a-célula do virus por meio do aumento do limite de

exclusdo dos plasmodesmas (Noueirgd., 1994).

2.3. Aspectos gerais da transmissdo dos begomovirus

Os virus de plantas podem ser disseminados de forma vertical (multiplicacdo
vegetativa ou reproducédo sexual) ou horizontal (mediada por vetores).

A mosca-brancd@emisia tabaci (Hemiptera: Aleyrodidae) é um inseto que
causa enormes danos a plantios agricolas e em culturas ornamentais, devido ao seu
habito alimenticio polifago e pelo fato de transmitir diversas espécies de virus,
incluindo os begomovirus (Stansly e Naranjo, 2@@wn et al., 2015 Ghanim e
Czosnek, 2016). A espécie foi descrita em 1889 como uma praga do tabaco na
Grécia, com o nome déleyrodes tabaci (Gennadius, 1889). Foi relatada pela
primeira vez como uma praga que causava seérios niveis de perdas na década de 1920,
no norte da india (Misra e Lamba, 1929). Em 1957 o nome foi modificado para
Bemisia tabaci (Russell, 1957). Atualmente € distribuida globalmente, com excecao
da Antartida (Martiret al., 2000). Devido ao fato de se alimentarem de seivas esse
insetos reduzem o vigor e a produtividade de plantas adultas e podem causar a morte
de plantas jovens (Ghanim e Czosnek, 2016).

Atualmente é reconhecido gu® tabaci constitui um complexo de pelo

menos 24 espécies cripticas (De Bastoal., 2011). A sequéncia do gene que



codifica a citocromo oxidase | mitocondrialtCOIl) é utilizada para definir a
separacdo geneética entre as espécies (Dinsdlalal., 2010). Esses autores
identificaram um "vale" na frequéncia da distribuicdo das divergéncias par-a-par das
sequéncias do genatCOIl em 3,5%, e propuseram que este valor fosse adotado
como limiar para a separacao das populacdes em espécies. Com base nesse critério, o
bidtipo B deB. tabaci foi reclassificado como a espécie cripti®atabaci Middle
East-Asia Minor 1 (MEAM1) (Dinsdaleet al., 2010). Apesar de MEAM1
predominar no Brasil, o antigo bi6tipo A, atualmeBteéabaci New World (NW), e

uma espécie nativaB. tabaci New World 2 (NW2), também estdo presentes,
encontradas predominantemente em plantas nédo-cultivadas (Marubelyaghi
2013).

EmboraB. tabaci seja reconhecida ha muitos anos como vetora de virus, sO
recentemente foram desenvolvidas ferramentas que permitiram analisar o genoma e o
transcriptomade B. tabaci, incluindo as suas bactérias endossimbiontes que séo
essenciais para a transmissdo dos begomovirus. Essas ferramentas incluem a
construcdo de bibliotecas de cDNA a partir de insetos adultos e a partir de diferentes
estadios de desenvolvimento, o sequenciamento do transcriptoma e do proteoma, € 0
estudo da regulacdo e expressao génica via silenciamento de RNA (Ghanim e
Czosnek, 2016).

A emergéncia, prevaléncia e importancia econémica das doengas causadas
por begomovirus esta intimamente relacionada com a distribuicdo e com o habito
alimentar altamente polifago dB. tabaci (Gilbertson et al., 2015). O papel
fundamental do vetor € evidente quando se considera que a emergéncia da maioria
das espécies de begomovirus ocorreu ao longo dos ultimos 30 anos, seguindo a

dispersao global do vetor (Gilbertsetral., 2015).



Os begomovirus sao transmitidos pBr tabaci de modo persistente
circulativo (Ghanimet al., 2007 Gilbertsonet al., 2015). As particulas virais sao
adquiridas via estilete durante o processo de alimentacdo em plantas infectadas,
entram no esdfago e na camara de filtro, e subsequentemente sédo transportadas
através da parede do intestino para a hemolinfa, onde circulam até adentrarem na
glandula salivar, a partir da qual sdo transmitidas para novas plantas durante a
alimentacdo do inseto (Huntet al., 1998 Ghanimet al., 2001 Czosneket al.,

2002 Ghanimet al., 2007).

A proteina capsidial (CP) € a Unica proteina viral essencial para a aquisi¢cao e
transmissao pelo inseto vetor (Azzanal., 1994). Para determinar o papel da CP do
Bean golden mosaic virus (BGMV) na infeccéo sistémica e transmissao por vetor,
mutacfes foram inseridas no getie do BGMV. Esses mutantes foram capazes de
infectar plantas de feijoeiro sistemicamente, porém a CP ndo foi detectada nas
plantas infectadas e o virus nao foi transmitidoBdabaci, demonstrando que a CP
€ essencial para a transmissdo (Azzamal., 1994). Hoferet al. (1997)
demonstraram que uma quimera do begomowhusilon mosaic virus (AbMV; ndo
transmitido por mosca-branca) contendo a CRida golden mosaic virus (SGMV)
foi transmitida para multiplos hospedeiros Botabaci, reforcando o papel essencial
da CP na interagdo virus-vetor. A CP também é responsavel pela especificidade dos
geminivirus a seus vetores. Isso foi demonstrado pela substituicdo dC€Rjette
begomovirusAfrican cassava mosaic virus (ACMV), transmitido porB. tabaci, pelo
gene CP do curtovirusBeet curly top virus (BCTV), transmitido pela cigarrinha
Circulifer tenellus. O virus quimeérico resultante foi transmitido @rtenellus, mas

nao porB. tabaci (Briddonet al., 1990).
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Até recentemente, acreditava-se que os begomovirus ndo eram transmitidos

via semente (Gilbertsast al., 2015).

2.4. Aspectos gerais da transmisséo de virus de plantas via semente

A grande maioria dos virus de plantas sao transmitidos por contato mecanico
ou por vetores, tais como fungos, insetos e nematoides; a transmissao via sementes,
por meio da infec¢cdo dos tecidos embrionarios, ocorre em apenas cerca de 15% dos
virus, e em muitos casos a taxa de transmissao pela semente é extremamente baixa,
da ordem de 0,1 a 1% (Hull, 2002). Entretanto, apesar de pouco frequente, a
transmissao via semente é a principal forma de disseminacdo de virus de plantas a
longas distancias, assumindo, portanto, grande importancia uma vez que 0S Virus
podem persistir nas sementes e serem disseminados para areas até entdo livres do
patdgeno.

As caracteristicas de transmisséo via semente diferem dentro de cada familia
e género (Hull, 2002). Entretanto, pouco se sabe sobre os mecanismos envolvidos na
infeccao dos tecidos da semente.

A transmisséao pela semente pode ocorrer de duas formas: direta, pela invaséo
do embrido apos a fertilizacdo, e indireta, mediada pela infeccdo de gametas antes da
fertilizacdo(Sastry, 2013)Um numero significativo de virus sdo capazes de infectar
o embrido ou os tecidos que compdem a semente, incluindo diversos potyvirus
(p.ex., Bean common mosaic virus, BCMV; Lettuce mosaic virus, LMV; Pea
seedborne mosaic virus, PSbMV; Soybean mosaic virus, SMV; Zucchini yellow
mosaic virus, ZYMV), cucumovirus (p.ex.,Tomato aspermy virus, TAV),
hordeivirus (p.ex.Barley stripe mosaic virus, BSMV), ilarvirus (p.ex.,Tobacco

streak virus, TSV), nepovirus (p.exT,obacco ringspot virus, TRSV), dentre outros.
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O PSbMV é detectado em tecidos florais (sépalas, pétalas, anteras e carpelos)
em duas cultivares de ervilha, mas ndo € detectado nos graos de pdlen ou nos évulos
antes da fertilizacdo. O virus pode ser detectado em todos os tecidos da semente,
incluindo o eixo embrionario, cotilédones e testa. A multiplicacdo viral ocorre nos
tecidos embrionarios, persistindo durante a maturacdo da semente (Wang e Maule,
1992). Wang e Maule (1994) propuseram que um tecido conectivo transiente,
denominado suspensor, possibilita 0 acesso do virus ao embrido. O suspensor, que
surge entre os tecidos da planta-mae e do ovulo apds a fertilizacdo, provavelmente
esta relacionado com o desenvolvimento e nutricdo do embrido, atuando como uma
ponte para que as particulas virais cheguem ao embrido. Dessa forma, sua
degeneracéo "fecharia a janela" para a transmissao do virus pela semente. Entretanto
€ sabido que embora haja continuidade simplastica (presenca de plasmodesmas)
entre o suspensor e o embrido em dicotiledéneas, ndo ha conexao simplastica entre as
células do suspensor e as células da testa de semente (Schulz e Jensen, 1969), o que
impossibilitaria 0 estabelecimento do virus no embrido. E possivel que o virus induza
a formacéo de plasmodesmas na interface entre o suspensor e a testa. Entretanto,
embora esteja bem estabelecido que os virus podem modificar funcionalmente os
plasmodesmas (WoHt al., 1989 Noueiry et al., 1994), ndo existe até o presente
nenhum relato de inducéao da formacéo de plasmodemas durante infecc¢des virais.

Robertset al. (2003) propuseram uma rota diferente da apresentada por Wang
e Maule (1994) para o acesso viral ao embrido. As particulas virais alcancariam o
embrido via suspensor, por meio de sua ligagdo com a regido micropilar, e desta com
a testa da semente. Entretanto, ndo se tem conhecimento da existéncia de
plasmodesmas entre esses tecidos. Os autores, por meio de andlises ultraestruturais,

sugerem que ha conexao simplastica entre as células da testa e da regiao micropilar,
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pois observaram a presenca tanto de particulas virais como da proteina viral Cl na
parede das células entre os tecidos. Nao foram observadas quaisquer estruturas
semelhantes a plasmodesmas em tecidos de plantas infectadas ou sadias. A
constatacdo da presenca de plasmodesmas entre os limites desses tecidos poderia
explicar o processo de infeccéo direta do embrido.

Embora o modelo proposto por Wang e Maule (1994) sugira que a infec¢cao
do embrido de ervilha pelo PSbMV néo ocorre antes da fertilizacdo, outros autores,
trabalhando com patossistemas distintos, encontraram resultados diferentes.

Alta taxa de infeccdo (80%) de ovulos de feijoeiro comuRhageolus
vulgaris) pelo BCMYV foi detectada antes da fertilizacdo (Schippers, 1963). Porém, a
taxa de transmisséo desse virus pela semente € de apenas 15%. Estudos com o SMV
demonstraram que embrides infectados de cultivares de soja nas quais ndo ocorre
transmissao pela semente apresentam reducdo progressiva no acumulo de particulas
virais ao longo do processo de desenvolvimento do embrido, levando a auséncia de
sementes infectadas (Bowers e Goodman, 1979). Detrakr(2007) demonstraram
gue embrides imaturos de diferentes cultivares de soja apresentam entre 58% e 94%
de sementes infectadas. Entretanto, apds a maturacdo das sementes, a porcentagem
de embrides infectados passa a variar de 0,8% a 66%. Segundo os autores, as
possiveis causas dessa reducdo poderiam estar ligadas aos processos fisiol6gicos que
ocorrem nas sementes durante a maturacdo, como a realocagcdo de nutrientes, a
drastica reducdo da atividade celular, e o aumento dos niveis de inibidores, como
compostos fendlicos e quinonas.

A taxa de transmissédo do LMV pelas sementes de alface varia de 1% a 16%,
dependendo do gendtipo de alface e do isolado de LMV (Petala 2012). Em

plantas de alface, as particulas de LMV foram encontradas em cerca de 20% dos
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ovulos antes da fertilizacdo. Apos a fecundacédo, apenas 13% das sementes
apresentavam infeccdo do embrido (Beserra Junior, 2008). Por outro lado, em plantas
de ervilha infectadas pelo PSbMV a taxa de infeccdo de embribes permanece
inalterada ao longo do desenvolvimento da semente (Wang e Maule, 1994)

O mecanismo de transmissdo do nepovilfoisaco ringspot virus (TRSV)
pela semente em plantas de soja foi estudado em évulos coletados um dia antes do
florescimento. Foram encontradas particulas virais no embrido, demonstrando um
processo direto de transmisséo via 6vulo antes da polinizacdo. Os autores realizaram
experimentos de polinizacdo cruzada, os quais sugeriram que a infeccdo dos
megagametofitos € o principal fator de transmisséo pela semente (Yang e Hamilton,
1974).

Em conjunto, esses resultados indicam que a simples presenca do virus no
embrido imaturo ndo é suficiente para assegurar a transmissao pela semente, pois em
alguns casos o virus pode ser inativado durante o desenvolvimento, ou embrides
infectados podem se tornar inviaveis, de forma que apenas sementes livres de virus
sejam produzidas.

Apesar das evidéncias de que, para serem transmitidos via semente, 0s virus
devem infectar os tecidos internos das sementes, preferencialmente o embrido, uma
excecao ocorre com as espécies do géhasamovirus. Os virus pertencentes a esse
género permanecem aderidos ao tegumento das sementes, nao tendo a capacidade de
infectar o embrido e/ou o endosperma (Ceaal., 2009). Por outro lado, uma
excecdo dentro do géneflm@bamovirus € o Cucumber green mottle mosaic virus
(CGMMYV), que aléem de permanecer no tegumento, é capaz de infectar o embrido. O

CGMMV pode ser transmitido para a proxima geracao tanto horizontalmente via
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polen como verticalmente via sementes de frutos de pepino infectado. A transmissao
vertical ocorre a taxas de 12,8% a 76,7% €tial., 2014).

Estudos recentes relatam que alguns viroides podem ser transmitidos via
semente. A taxa de transmissaoRitato spindle tuber viroid (PSTVd) é de 0-90%
em tomateiro, 0,3% er@apsicum annuum var. grossum, 0,5% emC. annuum var.
angulosum, 1,2% emGlebionis coronaria e 81% emPetunia X hybrida. Para o
Tomato chlorotic dwarf viroid (TCDVd) e Columnea latent viroid (CLVd) as taxas
de transmissdo sédo de 25% dtatunia x hybrida e 5,3-100% em tomateiro,
respectivamente. A presenca do PSTVd no embrido e no endosperma de sementes de
tomateiros infectados foi demonstrada por meio de hibridac&tu (Matsushita e
Tsuda, 2016).

Groves et al. (2016) relataram o primeiro caso de transmissdo de um
tospovirus pela semente. 8ybean vein necrosis virus (SVNV), apesar de nao
causar sintomas foliares, € capaz de ser transmitido via sementes de soja a uma taxa

de 6%, infectando sistemicamente as plantulas delas originadas.

2.5. Transmissao de begomovirus via semente

A distribuicdo de begomovirus nos tecidos de plantas infectadas depende da
combinacdo especifica virus-hospedeiro. Na maioria dos casos os begomovirus se
limitam ao parénquima floemético e cambio, e apenas em algumas combinacdes
ocorre a infecgdo de tecidos parenquimaticos do mesofilo (revisado por éRajas
2005).

Devido a essa restricdo ao floema, inferiu-se que os geminivirus em geral, e

especificamente os begomovirus, ndo seriam capazes de atingir as regides internas da
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semente (Hull, 2002). Entretanto, existem relatos antigos sugerindo a infeccdo de
tecidos associados a semente por alguns geminivirus. Bennett e Esau (1936)
demonstraram a presenca do curtoviiest curly top virus (BCTV) em todos os
tecidos de semente, exceto o embrido.

O primeiro relato de transmissao via semente de um begomovirus ocorreu em
2015, na Coreia do Sul (Kimt al., 2015). Os autores demonstraram uma taxa de
transmissdo de 70% em sementes de batata-digpmemoga batatas, fam.
Convolvulaceae) infectadas comBaeet potato leaf curl virus (SPLCV), com 21%
das plantulas proveniente de sementes de plantas infectadas apresentando a presenca
do virus. O SPLCYV foi detectado por meio de PCR em tecidos florais, sementes e
plantulas recém-germinadas. Esses resultados indicam que o SPLCV pode ser
transmitido por semente em batata-doce, passando para a proxima geracao por meio
do embrido. No entanto, ndo existem informacfes sobre a localizacdo citologica do
SPLCV na semente, nem sobre o transporte do virus dos 6rgaos vegetativos para 0s
orgaos reprodutivos.

Um segundo relato de transmissdo via semente de um begomovirus ocorreu
em Vigna mungo (fam. Fabaceae) na india (Kothandaranetral., 2015). Uma
coloracdo amarelada das vagens e sementes de plantas infectadas e o surgimento de
sintomas no primeiro trifélio das plantas de feijoeiro no campo levaram a hipétese de
gue oMung bean yellow mosaic virus (MYMV) poderia ser transmitido por semente.

As sementes das plantas infectadas eram mal granadas, com tamanho e peso
reduzidos, aléem de serem deformadas e exibirem coloracdo amarela. O virus foi

detectado via PCR no tegumento, cotilédones e eixos embrionarios das sementes, e
particulas icosaedricas geminadas foram observadas em semente por microscopia

eletrénica de transmissdo. As plantulas advindas de sementes de plantas infectadas,
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apesar de ndo desenvolverem sintomas, apresentaram uma taxa de 32% de infec¢ao
viral. Os autores argumentam que nem sempre a presenca do virus na semente,
mesmo no embrido, leva a infeccdo das plantulas, pois a intensa atividade metabdlica
de uma plantula em crescimento ndo criaria um ambiente propicio a acumulacéao e
translocacdo viral. A interferéncia da infeccdo viras vias metabolicas do
hospedeiro que condem a expressdo de sintomas pode ndo ocorrer de forma
eficiente. Assim, a auséncia de sintomas e a taxa de infeccéo relativamente baixa
seriam justificaveis (Kothandarameiral., 2015).

Um terceiro relato sobre a transmissdo de begomovirus via semente ocorreu
na cultura do tomateiro (fam. Solanaceae) na Coreiae{lal., 2016). Em 2013 e
2014, sem transmissdo mediada por mosca branbamnato yellow leaf curl virus
(TYLCV-IL) foi detectado em plantas jovens de tomateiro germinadas a partir de
frutos produzidos por plantas infectadas. Apesar da analise via PCR ser positiva para
essas plantas, estas ndo apresentavam sintomas. A partir de analises via PCR
detectou-se o TYLCV em tecidos florais, sementes e plantulas recém-germinadas de
tomateiro. Em plantas de tomateiro agro-inoculadas com clones infecciosos de
TYLCV, o virus foi detectado em tecidos florais, sementes dessecadas, endosperma,
embrido, cotilédones e mudas jovens. Amostras foliares, de caule e raizes de
plantulas originadas de sementes infectadas foram positivas para a presenca do
TYLCV via PCR, confirmando a infeccdo sistémica pelo virus. Os autores
demonstraram também que moscas brancas aviruliferas que se alimentaram de
plantas germinadas a partir de sementes infectadas com o TYLCV foram capazes de
transmitir o virus para plantas sadias.

Plantas de tomateiro tolerantes ao TYLCV (contendo os gengs Ty-3)

também produziram sementes infectadas, porém o acumulo de DNA viral foi menor
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em comparacdo a plantas suscetiveis. Os padrdes de acumulo de DNA viral em
folhas, sementes e mudas indicam que a replicagimulo elevados do DNA
viral que ocorrem em plantas suscetiveis podem proporcionar uma maior
oportunidade para a transmissaoldA viral para sementes e plantulas, e sugerem
que os genes de tolerancia ao TYLCV nacaesnvolvidos no processo de
transmissao do virus via sementes @#l., 2019.

Com base nesses resultados recentes de transmissdo de pelo menos trés
begomovirus via sementes de plantas pertencentes a trés familias botanicas
(Convolvulaceae, Fabaceae e Solanaceae), fica clara a necessidade de maiores

estudos sobre a transmissdo de begomovirus via semente.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Coleta de amostras

Trinta e quatro plantas jovens @da acuta e cinco plantas de&Sda
rhombifolia, apresentando sintomas tipicos da infec¢cdo por begomovirus, como
mosaico e distor¢éo foliar, foram coletadas em Vighla, em dezembro de 2018,
foram mantidas em casa-de-vegetacdo para a coleta de sementes, tecido® foliares

tecidos florais.

3.2. Clonagem e sequenciamento dos genomas virais

O DNA total das amostras foi extraido conforme o método descrito por Doyle
e Doyle (1987). Os genomas virais foram amplificados utilizando-se amplificacéo
por circulo rolante rplling-circle amplification, RCA), de acordo com o método
descrito por Inoue-Nagatt al. (2004). Aliquotas de RL das amplificacBes foram
submetidas a clivagens com diferentes enzimas de restricao, identificando-se aquelas
que clivam cada componente em um sitio Unico para clonagem do genoma completo.
Aliquotas das reacdes de clivagem contendo fragmentos de 2.600 nucleotideos (nt),
correspondentes a uma copia do componente gendémico de begomovirus, foram
utiizadas para ligagdo ao vetor pBLUESCRIPT-KS+ (pKS+; Stratagene)
previamente linearizado com a mesma enzima e desfosforilado. Os plasmideos
recombinantes foram utilizados para transformaca&sdberichia coli DHS5a via
choque térmicoe os clones obtidos foram completamente sequenciadogripaer

walking na Macrogen Inc. (Seul, Coreia do Sul).
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3.3. Identificacéo viral

As sequéncias nucleotidicas dos componentes gendmicos de begomovirus
(DNA-A e -B) foram comparadas com outras disponiveis ho GenBank utilizando-se
o algoritmo BLAST (Altschul et al., 1990), a fim de determinar as espécies virais

com maior identidade.

3.4. Extracao de DNA a partir de tecidos da semente

Para excluir qualquer possibilidade de contaminacgéo por virus na superficie
das sementes, estas foram tratadas superficialmente com hipoclorito de sodio 10%
(Kim et al., 2015) ou com &cido sulfarico 18 por 3 minutos, seguido de trés
lavagens com agua destilada. Apds os tratamentos as sementes foram maceradas em
lotes de 20, 30 ou 200 sementes. O DNA total das sementes foi extraido utilizando o
método descrito por Doyle e Doyle (1987) e utilizado como molde para a
amplificacdo dos genomas virais por RCA (Inoue-Nagazah, 2004).

Os produtos das amplificacBes foram clivados com a endisph(cujo sitio
de reconhecimento € composto por apenas quatro nucleotidems)fragmentos
resultantes foram visualizados em gel de agarose. As amostras que apresentassem um
padrédo de clivagem cuja soma dos fragmentos totalizasse multiplos de 2.600 nt e que
fosse idéntico ou semelhante ao padrdo encontrados nos tecidos foliares seriam
selecionadas para clivagem em Unico ponto do genoma com diferentes enzimas para

posterior clonagem e sequenciamento.

3.5. Extracao de DNA a partir de tecidos florais
Flores inteiras e tecidos florais dissecados (pétalas, sépalas, estames, estiletes

e ovarios) tiveram seu DNA total extraido utilizarsm método descrito por Doyle
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e Doyle (1987). O DNA foi utilizado para deteccdo viral R&A seguido de
clivagem comMspl, e também via PCR utilizando-se oligonucleotideos universais
para o DNA-A de begomovirus (Rojas al., 1993). Os fragmentos amplificados
foram visualizados em gel de agarose. Foram analisadas um total de 240 flores

provenientes das 39 plantasSilda sp. mantidas em casa de vegetacao.

3.6. Deteccéao viral em plantulas

Sementes provenientes de plantas comprovadamente infectadas foram
tratadas com &cido sulftrico 18 M por 3 minutos, seguido de trés lavagens com agua
destilada, para quebra de dorméncia, e em seguida germinadas. Foram obtidas 269
plantulas. Folhas dessas plantulas foram coletadas aos 28 dias apos a seeadura.
DNA total das amostras foliares foi extraido utilizarsém® método descrito por
Doyle e Doyle (1987). O DNA foi utilizado para detecgao viralRe3A seguido de
clivagem comMspl, e também via PCR utilizando-se oligonucleotideos universais
para 0 DNA-A de begomovirus (Rojas al., 1993). Os fragmentos amplificados

foram visualizados em gel de agarose.

4. RESULTADOS

4.1. Deteccao, clonagem e identificacédo viral a partir de plantas &eda acuta e
Sida rhombifolia

Trinta e quatro plantas jovens d&da acuta e cinco plantas de&Sda
rhombifolia, apresentando sintomas tipicos de infeccdo por begomovirus, foram
coletadas em Vigcosa, MG, em dezembro de 2013, e transferidas para casa-de-

vegetacdo (Figura 1). A amplificacdo viral por RCA e posterior digestdo com a
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enzima de restricddMspl comprovou que 38 plantas estavam infectadas por
begomovirus, com apenas uma plant&.deuta apresentando resultado negativo. O

Sda yellow leaf curl virus (SiYLCV) foi encontrado associado exclusivamente a
plantas des. acuta e o Sda yellow mosaic virus (SiYMV) foi encontrado associado

exclusivamente a plantas 8erhombifolia.

Figura 1. Sintomas em plantas @da spp. coletadas no campo e transferidas para casa-de-
vegetagcdo.A, B. Plantas deSda acuta infectadas com dSda yellow leaf curl virus
(SIYLCV); C, D. Plantas deSda rhombifolia infectadas com &da yellow mosaic virus
(SiYMV).

4.2. Teste de inibicAo darag DNA polimerase por compostos presentes nas
sementes dé&ida spp.

A fim de analisar se compostos presentes nas sementes podem de alguma
forma inibir a acdo da enzimkagq DNA polimerase utilizada nos ensaios de PCR
para deteccgdo viral, um teste de inibi¢cdo foi realizado. Preparou-se uma mistura de
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DNA extraido de tecido foliar d& acuta positivo para o SiYLCV com DNA
extraido de sementes negativas para a presenca viral. As misturas foram realizadas
nas seguintes proporcoes: 0 de DNA de tecido foliar infectado + 5L de
DNA de sementes sadia; 10/ de DNA de tecido foliar infectado + 5L de
DNA de sementes sadia; 15/ de DNA de tecido foliar infectado + 5L de
DNA de sementes sadia. As diferentes misturas foram submetidas a PCR utilizando-
se oligonucleotideos universais para o DNA-A de begomovirus (B@hs1993), e
também a RCA seguido de digestdo com a enkAsph

Os resultados foram negativos para a amplificacdo de DNA viral via PCR,
porém positivos via RCA seguido de digestdo d&dspl (Figura 2), demostrando que
a Taqg DNA polimerase tem sua acado inibida devido a compostos presentes nas
sementes d&ida acuta. Com base nesse resultado, todas as analises subsequentes
para a deteccdo viral has sementesSdacuta e S rhombifolia foram realizadas
utilizando-se RCA seguido de digestdo ddispl (a deteccdo em tecidos florais e em

plantulas foi realizada via RCA e também via PCR).

4.3. Deteccéo de SiYLCV e SiYMV em sementes 8kla spp.
As plantas d&. acuta e S. rhombifolia foram mantidas em casa-de-vegetacao

livre de mosca-branca e suas sementes foram coletadas durante o periodo de
dezembro de 2013 a maio de 2015, totalizando aproximadamente 322 mil sementes
(Tabela 1). As sementes foram divididas em grupos de 20, 30 ou 200 sementes para a
extracdo de DNA e deteccédo viral. Sementes que ndo passaram por nenhum tipo de
tratamento foram analisadas em grupos de 20 ou 200 sementes, extraindo-se DNA de
um total de aproximadamente 49 mil sementes. Sementes tratadas com hipoclorito de

sodio 10% foram analisadas em grupos de 20 ou 200 sementes, extraindo-se DNA de
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um total de aproximadamente 18 mil sementes. Sementes tratadas com acido
sulfurico foram analisadas em grupos de 30 sementes, extraindo-se DNA de cerca de
12 mil sementes. Assim, foram analisadas neste trabalho cerca de 80 mil sementes de
Sda spp. (Tabela 1). Os resultados da deteccéo viral via RCA seguido de digestéo
com Mspl foram negativos para a presenca do SiYLCV e do SiYMV no total de
sementes extraidas ao longo deste estudo (Tabela 1), indicando que esses dois virus

nao sao transmitidos via semente nas duas espécttade

(A)
MNP1 2 3 45 6 7 8 9 10

(B)
M NP 12 3456789 10

Figura 2. Eletroforese em gel de agarose para avaliacdo de inibi¢BagdaNA polimerase
por compostos presentes nas sementeédddeacuta. A. Amplificacdo de um fragmento do
genoma viral via PCR utilizando oligonucleotideos universais para o DNB-A,
Amplificagdo do genoma completo via RCA seguido de digestadvspin M. Marcador (1
kb plus DNA ladder, Invitrogen)N. Amplificacdo a partir de DNA extraido de sementes
sadias (controle negativol?. Amplificacdo a partir de DNA extraido de tecido foliar
infectado com o SiYLCV (controle positivo); 2, 3. Mistura nha proporcédo de 10,0 uL de
DNA extraido de tecido foliar infectado + 5,0 pL de DNA extraido de sementes gadias;
6. Mistura na propor¢éo de 15,0 puL de DNA extraido de tecido foliar infectado + %@ uL
DNA extraido de sementes sadids;8, 9, 10. Mistura na propor¢cao de 5,0 uL de DNA
extraido de tecido foliar infectado + 5,0 pL de DNA extraido de sementes sadias.
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Tabela 1. Amostras coletadas, begomovirus detectados nos tecidos foliares e resultados da
deteccdo viral nas sementes.

N . No. de sementes No. de sementes
Amostra Espécie Virus? 0. aproximado de utilizadas para positivas para a
sementes coletadds o ;
extracdo de DNA presenca de virus
SAO01 S. acuta SIYLCV 8.373 2.515/160/330 0
SA02 S. acuta SiYLCV 17.495 8.315/560/330 0
SA03 S. acuta SIYLCV 7.105 2.500/160/ 330 0
SA04 S. acuta SIYLCV 7.423 100/160/330 0
SAO05 S. acuta SiYLCV 14.042 2.315/360/330 0
SA06 S. acuta SIYLCV 14.165 9.385/2.760/330 0
SRO7 S. rhombifolia SiYMV 8.463 100/160/330 0
SR08 S rhombifolia SiYMV 7.630 100/160/330 0
SR09 S. rhombifolia SiYMV 6.633 100/160/330 0
SA10 S. acuta SiYLCV 8.782 100/160/330 0
SR11 S rhombifolia SiYMV 9.474 100/160/330 0
SR12 S. rhombifolia SiYMV 10.267 100/160/330 0
SA13 S acuta SiYLCV 8.654 100/160/330 0
SAl14 S. acuta SiYLCV 8.016 100/160/330 0
SA15 S. acuta SiYLCV 5.567 100/160/330 0
SAl6 S acuta SiYLCV 7.987 100/160/330 0
SA17 S. acuta SiYLCV 4.994 100/160/330 0
SA18 S acuta SiYLCV 10.067 100/160/330 0
SA19 S acuta N&o infectada 6.334 1.740/360/330 0
SA21 S acuta SiYLCV 11.558 4.915/160/330 0
SA22 S acuta SiYLCV 4.991 190/160/330 0
SA23 S. acuta SiYLCV 11.054 8.585/4.160/330 0
SA24 S acuta SiYLCV 8.912 190/160/330 0
SA25 S. acuta SiYLCV 6.642 190/160/330 0
SA26 S acuta SiYLCV 3.405 160/160/330 0
SA27 S acuta SiYLCV 3.920 160/160/330 0
SA28 S. acuta SiYLCV 6.051 160/160/330 0
SA29 S acuta SiYLCV 7.261 160/160/330 0
SA30 S acuta SIYLCV 5.272 170/160/330 0
SA31 S acuta SiYLCV 8.601 170/160/330 0
SA32 S acuta SIYLCV 9.907 205/160/330 0
SA33 S acuta SIYLCV 8.288 190/160/330 0
SA34 S acuta SiYLCV 8.433 100/160/330 0
SA35 S acuta SIYLCV 8.295 100/160/330 0
SA36 S acuta SiYLCV 4.780 100/4.960/330 0
SA37 S acuta SIYLCV 3.796 100/160/330 0
SA38 S acuta SIYLCV 8.852 100/160/330 0
SA39 S acuta SiYLCV 9.404 100/160/330 0
SA40 S acuta SIYLCV 11.524 4.900/160/330 0
[Total - . 322.419 49.015/18.440/12.870 0

(80.325)

4SiYLCV: Sdayellow leaf curl virus; SiYMV: Sda yellow mosaic virus.

®Estimado com base no peso de 100 sementes.

“Sementes que ndo passaram por nenhum tipo de tratamento, analisadas em lotes de 20
ou 200 sementdsSementes tratadas com hipoclorito de sédio 10%, analisadas em
lotes de 20 ou 200 semente&Sementes tratadas com acido sulfirico 18 M, analisadas
em lotes de 30 sementes.
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4.4. Deteccédo de SIiYLCV e SiYMV em tecidos florais d&da spp.

DNA de flores inteiras (grupos de 10 flores) das duas espéci&dae
infectadas pelo SiYLCV e SiYMV foi extraido e utilizado para a amplificacéo viral
via RCA seguido de digestdo cdvspl e também via PCR com oligonucleotideos
universais para o DNA-A. Os resultados foram positivos para a deteccdo dos dois
virus (Figura 3), demonstrando que as flores de ambas as espéckdade
encontravam-se infectadas. Em seguida, os diferentes tecidos florais (pétalas,
sépalas, estames, estiletes e ovarios) foram dissecados, e o DNA extraido (grupos de
20 pétalas, sépalas, etc.) foi utilizado para a deteccéo viral via RCA seguido de
digestdo comMspl e também via PCR com oligonucleotideos universais para o
DNA-A. Os resultados foram positivos para a detec¢do dos dois virus em todos os
tecidos analisados (Figura 3), indicando que o virus é capaz de infectar todas as

partes florais.

N P SAO01 SAO5 SA31 SRO7 SRO8

Sépalas b b s b s e
Pétalas
Estames
Estiletes

Ovirios

Flores inteiras

Figura 3. Deteccdo dedda yellow leaf curl virus (SiYLCV) e Sda yellow mosaic virus
(SiYMV) em flores inteiras e tecidos florais (sépalas, pétalas, estamktegsiovarios) de
Sda acuta e Sda rhombifolia, via PCR utilizando oligonucleotideos universais para o DNA-
A de begomovirus (Rojaat al., 1993).N. Amplificacdo a partir de DNA extraido de tecido
foliar de plantas sadias (controle negativ®);Amplificagdo a partir de DNA extraido de
tecido foliar de plantas infectadas (controle positi®)01, SA05 SA31. Amplificacdo a
partir de DNA extraido damostras d& acuta; SR07, SR08.Amplificacdo a partir de DNA
extraido de amostras &rhombifolia.
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4.5. Deteccédo de SiYLCV e SiYMV em plantulas dsida spp.

Sementes provenientes de plantas comprovadamente infectadas foram
tratadas com acido sulfarico para quebra de dorméncia e em seguida germinadas. O
material foliar de 269 plantulas foi coletado aos 28 dias apds a semeadura. O DNA
total foi extraido de cada amostra individualmente e utilizado para amplificacéo viral
via RCA seguido de digestdo cdvispl e também via PCR com oligonucleotideos
universais para o DNA-A. Os resultados foram negativos para a deteccdo dos dois

virus.

5. DISCUSSAO

Com base nos estudos recentes que relataram a transmissao de trés
begomovirus via sementes de plantas pertencentes a trés familias botanicas
(Convolvulaceae, Fabaceae e Solanaceae) &iah, 2015 Kothandaramaret al.,

2015 Kil et al.,, 2016), fica clara a necessidade de maiores estudos sobre a
transmissdo de begomovirus via semente. Neste trabalho, os begonSddrus
yellow leaf curl virus (SiYLCV) e Sda yellow mosaic virus (SiYMV) nao foram
detectados em aproximadamente 80 mil sementes coletadas a partir de plantas
comprovadamente infectadas fiela acuta e Sda rhombifolia (fam. Malvaceae),
respectivamente. Além disso, ndo foi possivel detectar a presenca dos virus em 269
plantulas provenientes de sementes coletadas de plantas infectadas. Em conjunto,
esses resultados sugerem que a transmissdo via semente ndo ocorre nessas
combinacgdes de virus e hospedeiro.

A transmissao de virus via semente depende de fatores relacionados a espécie

viral e a planta hospedeira (Albrechtsen, 2006). Assim, um determinado virus pode
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ser transmitido pela semente de uma determinada espécie de planta, mas nao ser
transmitido pelas sementes de oya{antag). Da mesma forma, uma determinada
espécie de planta pode ter os tecidos embrionarios infectados por um determinado
virus, mas nao por outro(s).

O potyvirus Soybean mosaic virus (SMV) pode induzir sintomas variados,
dependendo do isolado viral e da cultivar de soja. Com base apenas na
sintomatologia em diferentes cultivares de soja, os isolados de SMV sao divididos
em sete subgrupos, denominados G1 a G7. Além da variabilidade de sintomas
apresentados pelas cultivares, muitas delas ndo transmitem determinados isolados via
semente (Bowers Jr e Goodman, 1979), porém quando transmitem a taxa observada
pode chegar a 43% (Domiet al., 2007). Domieret al. (2007) verificaram que a
transmissao do SMV de plantas de soja para a semente esta diretamente relacionada
com a expressao de algumas regides cromossémicas da planta, denominadas C1 e
C2.

Estudos realizados por Johanssnal. (1994) denonstraam que existem
regides do genoma do potyvirBea seedborne mosaic virus (PSbMV), como os
genes HC-Pro e CP, que séo fatores determinantes para a transmissao do virus pela
semeng.

O tobravirusPea early browning virus (PEBV) pode ser transmitido por
sementes de ervilha, e estudos realizados por \&aalg(1997) utilizando diversos
mutantes do PEBV deonstraram que o RNA1 é o responsavel pela transmisséo.
Quando inoculados em plantas de ervilha, mutantes que tiveram o gene 12k do
RNA1 deletado acumularam em baixa concentragcdo no carpelo e no estigma das
flores masculinas, mas ndo no grédo de pdlen, indicando que a proteina 12k esta

envolvida na transmissdo do PEBV da planta para os tecidos das sementes e que,
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provavelmente, essa proteina esta envolvida no processo de infeccdo das células
gameéticas.

No caso de virus transmitidos pela semente, o embrido em desenvolvimento
pode ser infectado antes da fertilizacdo por meio de gametas infectados, ou
diretamente pelo virus apos a fertilizacdo. No presente estudo, a presenca do
SIYLCV e SiYMV foi detectada em tecidos florais (incluindo o ovéario), sugerindo
que os dois virus sdo capazes de mover dos tecidos vegetativos para os tecidos
reprodutivos, porém nao atingem os tecidos das sementes.

Pouco se sabe sobre os mecanismos envolvidos na infeccao viral de tecidos
de semente (Maule e Wang, 1996). Mesmo nos casos em que 0S Virus sao
transmitidos dessa forma, a taxa de transmissdo pela semente sofre reducao
progressiva ao longo do processo de desenvolvimento do embrido, o que pode levar a
auséncia de sementes infectadas (Bowers e Goodman, 1979). As possiveis causas
dessa reducdo podem estar ligadas aos processos fisiolégicos que ocorrem nas
sementes durante a maturacdo, como a realocacdo de nutrientes, a drastica reducao
da atividade celular, e 0 aumento dos niveis de inibidores, como compostos fendlicos
e quinonas (Maule e Wang, 1996).

E possivel que o0 SiYLCV e o SiYMV sejam transmitidos as sementes, porém
a taxas muito baixas. Considerando-se que a detecc¢ao viral foi realizada a partir de
DNA extraido de grupos de 20, 30 ou 200 sementes, ndo é possivel descartar a
possibilidade, mesmo que improvavel, de que nesses grupos de sementes nado
houvesse nenhuma semente infectada. Assim, seria interessante realizar tentativas de
deteccdo a partir de DNA extraido de sementes individuais. Além disso, pode ter
ocorrido uma diluicdo do DNA viral em proporcédo ao DNA da semente, dificultando

(ou mesmo impossibilitando) a deteccdo. Deve-se ressaltar, entretanto, que 0s
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meétodos de deteccdo utilizados (PCR e RCA) sao extremamente sensiveis, sendo
teoricamente capazes de detectar a presenca de uma unica molécula de &acido
nucleico. Compostos presentes nas sementesS dacuta e S rhombifolia
apresentaram acao inibitéria sobre a enZiaDNA polimerase. E razoavel supor

gue esses compostos podem interferir de forma negativa também na extracdo de
DNA, produzindo um extrato excessivamente oxidado e prejudicando as analises
posteriores.

Dessa forma, embora os resultados indiqguem que o SiYLCV e o SiYMV néo
sdo transmitidos via semengen Sda acuta e Sda rhombifolia, respectivamente,
estudos adicionais devem ser realizados a fim de melhor compreender o0 mecanismo
de movimento do virus para os tecidos reprodutivos em vista da detecc¢éo viral nos

tecidos florais.
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