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RESUMO

ALVES, Taciana Miranda, M.Sc., Universidade Estadual do Sudoeste da Bahia,
janeiro de 2018. Caracterizacdo biolégica e molecular do agente causal do

mosaico em Senna rizzinii. Orientador: Quelmo Siva de Novaes.

A Senna rizzinii € uma planta arbustiva, de flores amarelas, encontrada em
ambientes mais frios da caatinga. Plantas dessa espécie, apresentando pouco
desenvolvimento e mosaico severo nas folhas, foram observadas na regido de
Vitéria da Conquista, BA, o que indicou uma possivel ocorréncia de um agente
patogénico associado as plantas afetadas. Diante disso, objetivou-se com este
trabalho identificar o agente causal do mosaico em Senna rizzinii e realizar a sua
caracterizacdo biologica. O experimento foi realizado em casa de vegetacdo, na
area experimental da Universidade Estadual do Sudoeste da Bahia, no Campus de
Vitéria da Conquista, regido sudoeste do estado. Sementes de Senna rizzinii foram
coletadas e plantadas em vasos em condicbes de casa de vegetacdo, para as
posteriores avaliacdes. Foram realizadas inoculacdes mecanicas em plantas de S.
rizzinii e possiveis hospedeiros alternativos, bem como tentativas de transmissao por
enxertia, por afideos e por sementes. Folhas sintomaticas foram coletadas e
homogeneizadas para a formacdo de um extrato, para a purificacdo de particulas
virais, as quais foram analisadas com o auxilio de microscopia eletrbnica. A
transmissdo mecanica foi efetiva para Chenopodium amaranticolor, C. quinoa,
Gomphrena globosa e Senna occidentalis; ndo houve transmisséo, dessa forma,
para plantas da mesma espécie. A doenca foi transmitida por enxertia para plantas
de S. rizzinii, no entanto nao foi verificada a transmissao por sementes e por afideos.
Particulas flexuosas foram observadas em microscopia eletrénica. Utilizando-se
oligonucledtideos universais para allexivirus, foi possivel obter um fragmento
amplificado de, aproximadamente, 230 bp. A sequéncia de nucleotideos do amplicon
indicou 71% de identidade com a espécie Vanilla latent virus, pertencente ao género
Allexivirus. O mosaico em plantas de S. rizzinii € causado por um virus,

possivelmente pertencente ao género Allexivirus.



Palavras-chave: Agente patogénico; inoculagdes mecanicas; hospedeiros
alternativos; Allexivirus



ABSTRACT

ALVES, Taciana Miranda, M.Sc., Universidade Estadual do Sudoeste da Bahia,
january, 2018. Biological and molecular characterization of the causal agente of

the mosaic in Senna rizzinii. Adviser: Quelmo Siva de Novaes.

Senna rizzinii is a shrub of yellow flowers, found in cooler environments of the
Caatinga. Plants of this species were observed in the region of Vitéria da Conquista -
BA, with low development and severe mosaic in the leaves, what indicates a possible
occurrence of a pathogen associated to the affected plants. In view of this, the aim of
this work was to identify the causal agent of the mosaic in Senna rizzinii and to
perform the biological characterization of this mosaic. The experiment was carried
out in a greenhouse, in the experimental area of the Universidade Estadual do
Sudoeste da Bahia, in the Campus of Vitéria da Conquista, south-west region of the
state. Seeds of Senna rizzinii were collected and planted in pots in greenhouse
conditions, for further evaluation. Mechanical inoculations were performed on plants
of S. rizzinii and possible alternative hosts, as well as attempts to transmission by
grafting, by aphids and seeds. Leaves were symptomatic collected and homogenized
to form an extract for purifying viral particles, which were analyzed with the aid of
electron microscopy. The mechanical transmission was effective for Chenopodium
amaranticolor, C. quinoa, Gomphrena globosa and Senna occidentalis, but there was
not transmission in this way to plants of the same species. The disease was
transmitted by grafting to S. rizzinii plants, but not by seeds or by used aphids.
Flexuous particles were observed in electron microscopy. Using universal
oligonucleotides for allexivirus, it was possible to obtain an amplified fragment of
approximately 230 bp. The nucleotide sequence of the amplicon indicated 71%
identity with the species Vanilla latent virus, belonging to the genus Allexivirus. The
mosaic in S. rizzinii plants is caused by a virus, possibly belonging to the genus

allexivirus.

Keywords: Pathogen; mechanical inoculations; alternative hosts; Allexivirus
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1. INTRODUCAO

O género Senna possui uma grande diversidade no continente americano
(CARVALHO e OLIVEIRA, 2003). Pouco se sabe sobre as caracteristicas desse
género, mas algumas de suas espécies sao julgadas primariamente como sendo
plantas daninhas, contudo existem substancias presentes nessas plantas que as
fazem Uteis medicinalmente para seres humanos (MORRIS, 2009).

A Senna rizzinii possui flores amarelas e chamativas e, por ter um porte
reduzido, € recomendada para o uso no paisagismo (MOREIRA e BRAGANCA,
2011). E um arbusto de frequéncia na Caatinga, especialmente na Bahia; espécie
bastante atraente por sua importancia ornamental para a arborizacdo de pracas,
ruas e avenidas devido a cor amarela de suas flores.

N&o existem registros de doencas dessa espécie, mas, no seu género, ha
relatos de alguns problemas fitossanitarios. Dentre esses registros, destaca-se a
ocorréncia de doencgas causadas por virus.

Meissner Filho (2004) relata que a maioria das viroses € transmitida por
insetos, mas também hé outras formas de transmisséo conhecidas; dentre elas, tem-
se a transmissdo por sementes, enxertias e 0 uso de ferramentas contaminadas.
Além disso, ndo é dada a importancia devida as viroses, pelo fato de que elas, na
maioria das vezes, ndo matam as plantas, e estas continuam a produzir. Com isso,
h& poucos relatos de viroses relacionadas a plantas nativas de mata de cip6 e com
espécies florestais no Brasil.

A relacdo hospedeiro-vetor-virus permite que muitas espécies nativas
transformem-se em depadsitos naturais, o0 que faz com que 0s virus sobrevivam e se
disseminem em areas onde ha a presenca de agricultura. Essas intera¢des, no
entanto, precisam ser averiguadas para que se possam formar as relacdes
epidemioldgicas entre 0s virus, seus vetores e as culturas de importancia econémica
e estabelecer praticas de manejo, sabendo que ndo ha controle com eficacia para
virus.

Plantas de Senna rizzinii, presentes na regidao sudoeste da Bahia, vém
apresentando sintomas de mosaico e um baixo desenvolvimento. A presenca de
plantas sintomaticas e assintomaticas indica a possivel ocorréncia de algum agente

patogénico associado as plantas afetadas. Os sintomas observados sao
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semelhantes aos causados por virus em algumas leguminosas. Na literatura, ndo foi
encontrado nenhum relato de virus afetando essa espécie de Senna. Diante da
possibilidade desse agente causal ser um organismo que pode atingir culturas de
importancia econdmica e da preocupacdo com o possivel aumento do numero de
plantas do género Senna com sintomas de mosaico, fez-se necesséaria a
investigacdo sobre a causa da doencga e uma possivel associacdo viral a esta.

Dessa maneira, objetivou-se com este trabalho identificar o agente causal do

mosaico em Senna rizzinii e realizar a caracterizacao biolégica deste.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Caracteristicas do género Senna

Segundo Santos (2013), o género Senna tem como destaque a sua
diversidade morfoldgica, o que torna dificil delimitar seus taxons. Esse varia desde
ervas, arbustos até arvores altas e cipds e esta presente em diversos climas e
altitudes (MARAZZI et al., 2006). Algumas espécies do género Senna sdo usadas
com a funcdo medicinal, nos tratamentos para problemas estomacais e respiratorios,
como vermifugo, infeccbes, dentre outras enfermidades (CARNEIRO, 2009;
OGUNJOBI e ABIALA, 2013; AKINYEMI e AYODELE, 2015). Lombardo et al. (2009)
afirmou que a Senna Occidentalis, mais conhecida como “fedegoso”, também é
muito utilizada para o tratamento de varias doencas, usando-se suas folhas,
sementes e raizes, apesar de ser considerada também como espontanea nas
pastagens.

Monkheang et al. (2011) relata que o género Senna € composto,
aproximadamente, por 260 espécies, jA Macedo et al., (2016) indicam que esse
namero pode estar em torno de 330. Os frutos sdo alongados, cilindricos ou
achatados. Essas plantas também vém desempenhando uma importante funcéo
medicinal, como laxativos e purgantes, bem como sdo usadas na composi¢cao de
alguns medicamentos.

As espécies do género Cassia, juntamente aquelas também chamadas de
Senna e, inclusive, as modificadas do género Cassia para Senna apés a
transformacao taxonémica que foi adotada, compdem na familia Fabaceae um de
seus maiores géneros (VIEGAS JUNIOR et al., 2006).

Esse género pode ser caracterizado também pelas suas flores amarelas
(SOLADOYE et al., 2010), que permanecem florescendo por diversos meses no ano,
sendo usado com éxito no paisagismo. Pelas caracteristicas e porte, séo
amplamente utilizadas na arborizagdo urbana, essencialmente em ruas mais
estreitas. Possuem rapido crescimento e também estdo presentes na recuperacdo
de areas degradadas; podem ainda ser utilizadas para caixotaria leve e carvao
(LORENZI, 1992).



2.2 Sennarizzinii

A Senna rizzinii € uma espécie que esta presente desde o sul do Ceara e da
Paraiba até a parte central da Bahia a leste da regido do rio S&o Francisco, sendo
considerada essencialmente da caatinga. E conhecida como S&o-jodo, Sajoeiro,
Cip6-de-besouro e Pau-de-besouro-de-rama. Em um trabalho realizado por Ferraz et
al. (1998), a Senna rizzinii, sendo espécie da caatinga, foi encontrada em regides
com vegetacdo de brejo de altitude, registradas em 1100 e 900 m. Essa espécie €
comumente confundida com outras do mesmo género, como a Senna macranthera;
€ possivel que estejam identificadas erroneamente em alguns herbarios (QUEIROZ,
2009), ambas possuem dois pares de foliolos. A Senna rizzinii também é
habitualmente confundida com a Senna spectabilis (COSTA et al., 2002). O solo
onde constantemente é encontrada € degradado de textura arenosa, e essas
espécies apresentam-se em altitudes por volta de 600-700m (CORREIA e
CONCEICAO, 2017).

Rodal et al. (1999) fizeram um levantamento da flora de uma &rea centrada no
municipio de Ibimirim, PE, onde a Senna rizzinii estava entre as populacées mais
abundantes dentre as arbustivas, sendo mais comuns em areas sedimentares. Em
outro estudo, Melo e Rodal (2003), em um levantamento floristico em um trecho do
Planalto de Garanhuns, PE, apontaram que a familia fabaceae foi representada por
um numero expressivo de individuos, inclusive a Senna rizzinii. Esta espécie
também foi apontada por Maia et al. (2004) como uma planta espontanea resistente
a déficit hidrico, com indice zero de mortalidade no estudo realizado, quando
exposta a estresse hidrico.

De acordo com o Missouri Botanical Garden (2016), a Senna rizzinii (Irwin &
Barn) tem como sinonimia botanica a Cassia granulata Rizzini e esta presente na
Caatinga. Seu porte é arbustivo, com cerca de 1,5m de altura. Seu uso é
recomendado para o paisagismo em funcdo das suas caracteristicas favoraveis,
guais sejam porte apropriado, flores bem atrativas, textura e singularidade das
folnas. Ela é constante em areas onde ocorre a fruticultura (MOREIRA E
BRAGANCA, 2011).


http://www.tropicos.org/Name/13002192

2.3 Doencas em espécies do género Senna

Em um estudo realizado por Freire e Braun (2009), onde se objetivou apontar
espécies de hifomicetos no estado do Ceard, foram encontrados Pseudocercospora
nigricans, Pseudocercospora simulata e Cercospora apii na Senna alata, Cercospora
apii na Senna occidentalis e Pseudocercospora cassiae-fistulae na Senna rizzinii,
geralmente associados a manchas foliares. Rodriguez et al. (2012) relataram que,
no Meéxico, plantas de Senna occidentalis e Senna septemtrionali vém sendo
atacadas por oidios.

No Submédio Sdo Francisco, em Petrolina e Juazeiro, foram observados
sintomas semelhantes aos causados por cancro bacteriano em plantas consideradas
invasoras, dentre elas, a Senna obtusifolia, e foi detectada a infeccdo por
Xanthomonas campestris pv. viticola, que € a causa do cancro bacteriano na videira
e traz, por isso, diversos prejuizos econdmicos. As plantas invasoras infectadas séo
também consideradas como importante fonte de inéculo, jA& que estdo nas
proximidades dos plantios de videiras (PEIXOTO et al., 2007).

2.4 Viroses em espécies florestais e do género Senna

De acordo com Colariccio (2005), as viroses podem ser identificadas,
sobretudo, por sintomas que causam nas folhas, sendo o0 mais comum 0 mosaico.
Essas podem ser transmitidas das mais diversas formas, por insetos, acaros,
nematoides, mecanicamente, dentre outras, lembrando que, para que 0s virus
consigam entrar nas células, ja que ndo conseguem de forma ativa, é preciso que
sejam inseridos com eficiéncia, e as formas citadas fazem efetivamente esse
trabalho.

Em relacdo a virus em espécies florestais no Brasil, foi descrita em um
trabalho de Gama et al. (1983) a ocorréncia de mosaico, clorose e deformacéo de
limbos de folhas de seringueira, e o agente causal foi identificado como um possivel
Carlavirus.

De acordo com Beserra Junior et al. (2011), no Brasil, foram encontrados trés

virus causadores de sintomas em espécies de Senna. Na cidade de Londrina, foram
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encontradas plantas de Senna occidentalis com sintomas de mosaico e formacao de
bolhas no limbo foliar, proximas a cultivos de soja (Glycine max). Estudos adicionais,
como sorologia, indicaram que o virus presente na Senna era similar ao virus que
ataca a soja, que causa 0 mosaico comum, provocado pelo Soybean mosaic virus,
SMV, relatado por Almeida et al. (2002). Foi sugerida em um trabalho realizado por
Seabra et al. (2001) a presenca de um Carlavirus associado a plantas de Senna
macranthera da arborizacdo das ruas de S&o Paulo. Esse possivel patdgeno estava
associado a sintomas de mosaico e manchas necréticas nas folhas, além de vagens
com necrose. Esse apresentava caracteristicas de um Carlavirus, mas nao foi
confirmado.

Outro estudo realizado por Beserra Junior et al. (2011) indicou a presenca de
um Potyvirus em arvores da espécie Senna macranthera na cidade de Vigosa. Os
sintomas que elas apresentavam eram machas cloréticas em folhas jovens e
mosaico em folhas mais velhas. Um estudo realizado no Yemem e na Etiopia por
Walkey et al. (1994) mostrou também a presenca de um Potyvirus atacando
espécies de Senna occidentalis, causando sintomas de mosaico. Esse virus foi
transmitido mecanicamente e pelo pulgdo Myzus persicae para uma pequena
quantidade de hospedeiras, limitadas apenas as leguminosas.

Recentemente, Rezende et al. (2017) identificaram uma nova espécie de
Potexvirus causando mosaico e reducao da area foliar de Senna occidentalis, no
estado de Sdo Paulo. A sequéncia completa do genoma foi realizada, e a espécie,

tentativamente nomeada de Senna mosaic virus (SenMV).

2.5 Transmissao de virus de plantas

Freire e Mosca (2009) relatam que o controle de viroses é mais complexo,
pelo fato de ter associado a transmissdo, na maioria das vezes, um inseto,
dificultando assim o controle da disseminacdo. Jeger et al. (2011) reafirmam a
importancia de se compreender a transmisséo de virus por vetores em plantas, pois
esse € um elemento chave. Como exemplo, tém-se o0s insetos alados com

sugadores bucais, como os afideos, cigarrinhas e moscas brancas, responsaveis



pela transmissdo da maioria dos virus de plantas e por transporta-los de forma
eficiente e a longas distancias.

Dentre os insetos pragas que comumente atacam diversas culturas, tém-se 0s
pulgbes, que, aléem de causarem danos pela succdo da seiva nas plantas, ainda
podem transmitir virus e causar, assim, mais agravos (LARA et al.,, 2004
WHITFIELD et al., 2014). Esses insetos sdo muito pequenos, apresentam diversas
cores e tém como caracteristica o corpo mole. Tém preferéncias pelas folhas novas
e brotacfes das plantas e costumam viver em colénias (IMENES e IDE, 2002).

Os aleirodideos ou moscas brancas, como sdo mais conhecidos, sdo insetos
também muito pequenos, que vivem em coldnias na parte interna das folhas,
sugando a seiva e causando diversos prejuizos; também transmitem viroses e
favorecem o aparecimento da fumagina nas folhas (IMENES e IDE, 2002), ou seja,
um efeito indireto de sua alimentacdo pode causar a transmissao de virus, muitas
vezes, de importancia econémica, e provocar diversos prejuizos (JONES, 2003).
Para Teixeira e Franco (2007), alguns crisomelideos atuam na desfolha de
leguminosas comestiveis, como feijdo, soja, reduzindo assim a capacidade
fotossintética dessas plantas. Esses adultos, conhecidos como “Vaquinhas”, também
podem transmitir organismos fitopatogénicos, como algumas viroses (SALAS et al.,
1999).

Embora os virus infectem as plantas sistematicamente, a transmissdo desses
da planta infectada para as sementes e o fato de estas gerarem plantas novas
também com a infeccdo, € menos comum do que parece. Somente cerca de 20%
das fitoviroses podem ser transmitidas via sementes, sendo considerada mais uma
excecdo do que uma regra. Autores sugerem que, durante a maturagdo, essas
sementes vao diminuindo o acumulo de particulas virais, podendo estas também ser
inativadas (ALMEIDA, 2013).

2.6 Género Allexivirus

O género Allexivirus pertence a familia Alphaflexiviridae e tem como
caracteristica distinta a sua transmissao, que é por acaro. Suas particulas virais sao

filamentosas altamente flexiveis e medem em torno de 800nm de comprimento e



12nm de diametro. S&o semelhantes aos potyvirus em comprimento e com 0S
closterovirus em sua flexibilidade e subestrutura de bandas cruzadas. A gama de
plantas hospedeiras € bem restrita a alguns isolados de alho-pord, chalota, cebola e
alho, transmitidos experimentalmente para Chenopodium murale com manifestacéo
de lesbes locais (ADAMS et al., 2012). Pouco se sabe sobre a distribuicdo dos
membros desse género, apenas observou-se que o genoma dos Allexivirus €&
semelhante ao dos Carlavirus (CHEN et al, 2004). Pouco se sabe sobre a
distribuicdo dos membros desse género, e estudos relacionados a diversidade
molecular e distribuicdo regional podem ser Gteis na prevencdo da infecgdo viral
(KOO et al, 2002).



3. MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido em casa de vegetacao na area experimental da
Universidade Estadual do Sudoeste da Bahia, no Campus de Vitdria da Conquista,
regido sudoeste do estado.

Para a identificacdo da espécie, foram coletadas folhas, flores e frutos,
elaboradas exsicatas para posterior identificacdo no laboratério de botanica da
Universidade Estadual do Sudoeste da Bahia.

Sementes de Senna rizzinii também foram coletadas e plantadas em vasos
em condi¢cdes de casa de vegetacdo, onde foi realizada a caracterizacdo bioldgica

do agente causal do mosaico.

3.1 Plantas-teste

Para a realizacdo dos testes de inoculacdo e transmissédo, foram utilizadas
plantas de Adenanthera pavonina, Canavalia ensiformis, Chenopodium quinoa,
Chenopodium amaranticolor, Cucurbita pepo, Datura stramonium, Glycine max,
Gomphrena globosa, Lycopersicon esculentum, Nicotiana benthamiana, Nicotiana
clevelandii, Nicotiana glutinosa, Nicotiana tabacum cvs. Turkish, Phaseolus vulgaris,
Senna occidentalis, Senna rizzinii, Sida sp. e Vigna unguiculata. Estas plantas foram
obtidas por meio de semeadura em vasos, com substratos devidamente adubados, e

mantidas sob condi¢des de casa de vegetacédo na UESB.

3.2 Fonte de in6culo

Plantas de Senna rizzinii, com a presenca de sintomas de mosaico coletadas
em campo na Universidade Estadual do Sudoeste da Bahia, foram transplantadas

para vaso, em casa de vegetacdo, e mantidas como fonte de inéculo.



3.3 Inoculacdo mecanica

Os in6culos para a transmissdo mecanica foram preparados por meio da
maceracdo com o auxilio de um almofariz, de fragmentos de folhas sintomaticas de
Senna, em solucdo de 1:20, em tampédo de fosfato potassio 0,02 M, pH 7,0. As
plantas sadias foram previamente polvilhadas com carborundum, e o inéculo foi
aplicado por atrito das folhas com o indicador umedecido com o extrato vegetal
obtido. Depois da inoculacao, as folhas foram lavadas para que o excesso de inéculo
e de abrasivo fosse retirado. As plantas foram mantidas em casa de vegetacéao para
observacédo dos sintomas.

3.4 Transmissao por enxertia

Plantas sadias de Senna rizzinii foram obtidas a partir da semeadura em
vasos plasticos, que continham uma mistura de terra e matéria organica. As plantas
foram mantidas em condi¢cdes de casa de vegetacdo. Quando atingiram uma altura
de aproximadamente 30cm, foram podadas na sua extremidade, e, na regido central
da haste, foi aberta uma fenda longitudinal de aproximadamente 2cm de
comprimento, com o auxilio de um canivete. Na fenda dessa planta considerada o
porta-enxerto, foi inserido um pedaco de haste obtido de planta de Senna rizzinii
com sintomas de mosaico. Para isso, na base dessa haste, foram feitos dois cortes
em bisel, formando uma cunha, de aproximadamente 1,5cm. As partes foram
mantidas juntas por meio de fitilho apropriado para essa pratica. Apés 0 pegamento
do enxerto, o fitilho foi retirado, e as plantas foram avaliadas por um periodo de 90

dias, para se verificar a possivel manifestacdo de sintomas nos porta-enxertos.

3.5 Transmissao por afideos

O afideo vetor utilizado na inoculagéo foi retirado de plantas de Senna rizzinii,

onde estavam colonizados. Na fase de inoculacdo, os afideos foram extraidos das
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folhas com um pincel fino e macio, passando-o levemente sobre eles. Estes, apos
coletados, foram mantidos em jejum num recipiente por um periodo de, no minimo,
30 minutos. Em seguida, foram colocados sobre plantas de Senna rizzinii
sintomaticas. O periodo de aquisicdo durante o qual os afideos permaneceram sobre
a planta infectada foi de 30 a 60 minutos. Posteriormente, eles foram transferidos
para as plantas sadias, utilizando-se 10 afideos por planta. Os afideos foram
retirados das plantas, aproximadamente, 1 hora apds a inoculacdo, e essas foram

mantidas em condi¢des de casa de vegetacao.

3.6 Transmissao por sementes

Os testes foram realizados com sementes coletadas de plantas de Senna
rizzinii sintomaticas, localizadas na Universidade Estadual do Sudoeste da Bahia —
UESB. As sementes foram semeadas em vasos que continham substrato e, apds a
germinacao, foram avaliadas por um periodo de 100 dias quanto ao aparecimento de

sintomas.

3.7 Purificacdo do virus

A purificacdo do virus foi feita com base no protocolo descrito por Duffus et al
(1986), com algumas modificacBes, estabelecido para purificar virus do género
Closterovirus. Folhas sintométicas foram coletadas e homogeneizadas em
liquidificador com o tampéao Tris-HCL 0,1 M, adicionado de EDTA 5 Mm, Na,SO4 20
Mm e DIECA 10 Mm, pH 7,6. O extrato foi coado em gaze para eliminar as
impurezas e acrescido de Triton X-100 na concentragao de 4% e, logo em seguida,
foi mantido em camara fria a 4°C, onde ficou sendo agitado durante a noite.
Seguindo o procedimento, foi levado a centrifugacédo por 3 minutos a 3000rpm e,
depois, por 10 minutos a 8000rpm no rotor Sorval GSA. O sobrenadante foi coletado
e centrifugado por 4 horas a 29500rpm (110.000g) em um rotor Beckman, sobre 5mL
de sacarose a 30% diluida em tampé&o de extracdo gelado com 4% de Triton X-100.
O sobrenadante foi descartado, e o precipitado foi lavado delicadamente com agua

destilada; em seguida, foi dissolvido em 0,5mL de tampé&o fosfato 0,1M (Na,POg-
11



KH,PO4), com EDTA 5 Mm, Na,SO4 20 Mm e DIECA 10 Mm, pH 7,0, e centrifugado
por 10 minutos a 8000rpm em rotor Sorval SS-34. O sobrenadante foi coletado e

acondicionado em microtubos, os quais foram armazenados a — 20°C.

3.8 Teste de recuperacao

Quando se fez necessario, foram feitos teste de recuperacdo do possivel
virus para plantas de Senna rizzinii sadias e/ou para Gomphrena globosa, as quais
reagem com sintomas de leséo local, quando inoculadas com extrato de folhas de S.
rizzinii sintomaticas. A inoculacéo foi feita mecanicamente, e a avalia¢éo visual, com

base nos sintomas.

3.9 Anélise molecular

3.9.1 Extracdo de acido nucléico

A extracdo do RNA foi realizada a partir do virus purificado, utilizando-se o kit
Pure Link® Viral RNA/DNA (Invitrogen), seguindo protocolo conforme
recomendacdes do fabricante. A qualidade do RNA extraido foi checada utilizando-

se espectrofotdmetro NanoDrop (Thermo Scientific).

3.9.2 Reagéo de RT-PCR

Para amplificacdo do fragmento, foi realizada RT-PCR, em uma sO etapa,
utilizando-se oligonucleotideos universais para o género Allexivirus, Cpallexi-senso2
(5° CTACCACAAYGGNTCVTC 3’) e Cpallexi-anti1 (5 CACNGCGTTRAAGAARTC
3’) (Oliveira, 2013), que amplificam um fragmento de 237bp da proteina capsidial. A
amplificagcéo foi realizada utilizando-se o Kit PCR Master Mix (Promega). Para um
volume de 25pl, adicionaram-se 12,5uL de PCR Master Mix 2X, 1 pmol/uL de cada
oligonucleotideo, 1 unidade da transcriptase reversa AMV (Avian myeloblastosis
virus, Promega a 15 U/uL), 2,5 pL de RNA e agua livre de RNAses para completar o
volume de 25 pL.
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O ciclo utilizado consistiu em 30 minutos a 42°C (transcricdo reversa),
seguido de 40 segundos a 94°C, 40 ciclos de 94°C/40 segundos (desnaturagao),
50°C/50 segundos (anelamento) e 72°C/40 segundos (extensao), e finalizando com
72°C por 10 minutos para extensao final.

O produto da PCR foi analisado em gel de agarose a 1% corado com SYBR®
Safe DNA Gel Stain (Invitrogen) e visualizado em transluminador UV. O tamanho do
amplicon foi determinado utilizando-se o marcador de peso molecular 1 Kb plus DNA

Ladder (Invitrogen).

3.9.3 Purificagéo do produto de PCR e sequenciamento

O amplicon obtido foi purificado utilizando-se o kit Wizard® SV Gel andPCR
Clean-up System (Promega) e enviado para sequenciamento a Empresa Macrogen
(Seoul, Koreia). As sequéncias obtidas foram analisadas utilizando-se o programa
BLASTnN (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST) e CLUSTAL Interative W (Thompson
et al., 1994).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Identificacédo da espécie

As coletas de folhas, flores e frutos permitiram que a espécie em estudo fosse
identificada. Como pode ser observado na Figura 1, a planta em questéo possui dois
pares de foliolos oblongos, assimétricos e coriaceos, e o peciolo é localizado entre o
primeiro par. Sua inflorescéncia axilar é do tipo cacho, com poucas flores. As Flores
sdo grandes e vistosas, pedunculadas, com calice de cinco sépalas oblongas,
cbncavas e de coloracéo verde amarelada. Corola dispde de cinco pétalas amarelas,
livres e desiguais, o androceu tem estames de filetes curtos, anteras longas e
poricidas, estriadas de vermelho, e o gineceu € unicarpelar com ovario longo. O fruto

dessa planta € do tipo legume pequeno e encurvado (MOREIRA e BRAGANCA,

2011). A espécie foi identificada de acordo com as chaves de identificagdo de
Queiroz (2009).
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4.2 Inoculacdo mecanica

Das espécies plantadas e inoculadas mecanicamente com o macerado da
Senna rizzinii infectada, apenas quatro apresentaram sintomas, 0s quais S&o
basicamente lesdo local e um Unico caso de infeccdo sistémica, como mostram a

Tabela 1 e as Figuras 1 e 2.

Tabela 1 - Reacdo de diferentes espécies inoculadas mecanicamente com extratos de folhas de Senna
rizzinii com sintomas de mosaico

Espécies Sintoma Plantas inoculadas/
Plantas infectadas
Adenanthera pavonina - 3/0
Canavalia ensiformis - 4/0
Chenopodium quinoa Lesdo local 1/1
Chenopodium amaranticolor Les&o local 5/3
Cucurbita pepo - 4/0
Datura stramonium - 3/0
Glycine max - 3/0
Gomphrena globosa Leséo local 8/7
Lycopersicon esculentum - 4/0
Nicotiana benthamiana - 4/0
Nicotiana clevelandii - 3/0
Nicotiana glutinosa - 4/0
Nicotiana tabacum cvs Turkish - 4/0
Phaseolus vulgaris - 4/0
Senna occidentalis Leséo local e Mosaico 6/3
Senna rizzinii - 8/0
Sida sp. - 4/0
Vigna unguiculata - 4/0

A Senna occidentalis e Gomphrena globosa apresentaram lesédo local
necrotica (Figura 1), e o Chenopodium amaranticolor e Chenopodium quinoa
manifestaram-se com leséo local clorética (Figura 2). Enquanto a Senna rizzinii, ao
ser inoculada com extratos de folhas de sua propria espécie infectada, néo

apresentou sintomas.
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Figura 2 — Lesdes locais necréticas em Senna occidentalis (A) e Gomphrena globosa (B), ap6s a
inoculacdo mecénica com extrato de Senna rizzinii com sintoma de mosaico.

Figura 3 — Les®es locais cloréticas em Chenopodium amaranticolor (A) e Chenopodium quinoa (B)
apos a inoculagdo mecanica com extrato de Senna rizzinii com sintomas de mosaico.
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Seabra et al. (2001) encontraram um circulo de hospedeiros bastante restrito
também quando fez inoculacdo mecéanica de um possivel Carlavirus que estava
afetando Senna macranthera. Dentre as espécies inoculadas, a Gomphrena globosa
apresentou lesdo local necrética, e Chenopodium amaranticolor exibiu lesdo local
clorética. Beserra Junior et al. (2011), ao inocularem um Potyvirus presente na
Senna macranthera em 26 hospedeiras, obtiveram o mesmo resultado. Diante dos
resultados semelhantes aos encontrados na literatura, acreditava-se que 0 virus
presente em plantas de Senna rizzinii poderia tratar-se de um carlavirus ou
potyvirus. No entanto, exames de particulas do virus em microscopia eletrbnica
mostraram ser um virus diferente.

Todas as espécies da familia Alphaflexiviridae sdo transmitidas
mecanicamente e, muitas vezes, de forma rapida (ADAMS et al., 2012), o que
contradiz o resultado obtido, j& que pode ser observado na tabela 1 que, quando o
extrato de folhas de Senna rizzinii sintomaticas é inoculado em plantas da mesma

espécie, essas ndo apresentam sintomas.

4.3 Transmisséo por enxertia

Das enxertias realizadas, dez apresentaram brotacdo do enxerto. O virus foi
transmitido de forma efetiva para todas elas, apresentando o mosaico foliar, fato que
comprova a presenca do virus. A propagacao vegetativa € o principal mecanismo de
perpetuacdo e disseminacdo de virus para outras regibes, como os do género
Allexivirus em espécies de alho (OLIVEIRA et al., 2014). Desse modo, a longas
distancias, o principal meio de transmissao € por material de propagacao infectado
(KING et al., 2012).

4.4 Transmisséao por afideos

No teste de transmissdo por afideos, ndo foi possivel transmitir o mosaico
para plantas sadias de Senna rizzinii. As plantas foram avaliadas por 60 dias. Em
uma tentativa de recuperagéo do virus, extrato de folhas de Senna rizzinii inoculadas

com os afideos foi inoculado mecanicamente em Gomphrena globosa, as quais
17



também ndo manifestaram qualquer sintoma de virus. Esse resultado indica, a
principio, que as colbnias de pulgdes que estdo presentes nas plantas encontradas
em campo ndo sdo os vetores do virus. Esse tipo de transmissao néao foi eficiente
devido ao fato de que os membros do género Allexivirus séo transmitidos por acaros

e nédo por pulgdes, de acordo com Adams et al. (2012).

4.5 Transmiss&o por sementes

Das sementes de Senna rizzinii plantadas, foram obtidas 938 plantas, as
quais ndo apresentaram nenhum sintoma visual de mosaico, indicacdo de que,
possivelmente, esse virus ndo é transmitido dessa forma. A transmissao de virus por
sementes é considerada muito baixa, apenas em torno de 1/5 das espécies de virus
de plantas sdo transmitidas dessa forma (ALMEIDA, 2013). Lima Neto (2011)
realizou esse teste para verificar a transmissao do Virus do Mosaico da Cassia em
Senna macranthera com 2.232 plantas, e nenhuma apresentou sintoma. Rezende et
al. (2017), ao tentarem transmissao de um Potexvirus em Senna Occidentalis,
avaliaram 150 plantas originadas de sementes de arvores infectadas, e nenhuma
apresentou sintomas; o teste foi confirmado por PTA-ELISA. Contudo, apesar de
ndo haver sintomas visiveis, ndo se descarta uma infeccao latente, ja que, nos

testes de recuperacédo, a espécie em questdo também ndo apresentou sintomas.

4.6 Purificado e recuperacao do virus

Com a obtencdo do purificado, com auxilio da microscopia eletrénica, foi
possivel observar as particulas virais alongadas e flexuosas, em boa concentracao,
como pode ser visto na Figura 3. Essas particulas assemelham-se as do género
Allexivirus. No entanto, a caracterizacdo molecular sera fundamental na confirmacéo

da etiologia da doenca.
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Figura 4 — Micrografia eletrdnica do purificado do virus causador do mosaico de folhas de Senna
rizzinii.

Com o purificado obtido, foram realizadas inoculagbes mecéanicas em Senna
occidentalis, Gomphrena globosa, Chenopodium amaranticolor e Senna rizzinii, as
guais reagiram com leséo local necrética (Senna occidentalis e Gomphrena globosa)
e lesdo local clorética (Chenopodium amaranticolor) (Figura 4), confirmando a
infectividade do purificado. A Senna rizzinii ndo apresentou sintomas, como
esperado.

As plantas de Senna occidentalis, que manifestaram sintomas de leséo local,
inicialmente, apresentaram um mosaico sistémico posteriormente (Figura 6A). Para
confirmacédo de que a infeccdo sistémica tratava-se do mesmo virus, extrato das
folhas do ponteiro dessas plantas, que nao foram inoculadas e que apresentavam
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mosaico, foi inoculado em G. globosa; esta e a Senna occidentalis apresentaram

lesdes locais necroticas (Figura 6B).

Figura 5 — Sintoma de lesdo local em Chenopodium amaranticolor. (A), Gomphrena globosa (B) e
Senna occidentalis (C) apés inoculacdo mecanica com o purificado do virus causador do mosaico em
S. rizzinii.
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Figura 6 — Sintoma de mosaico sisttmico em folhas de Senna occidentalis (A), ap6s inoculagédo
mecénica com o purificado do virus causador do mosaico em S. rizzinii e lesdo local necrética em
folha de Gomphrena globosa (B), inoculada com macerado de folha de S. occidentalis com mosaico.

4.6 Analise molecular

Utilizando-se os oligonucledtideos universais para allexivirus, foi possivel
obter um fragmento amplificado de aproximadamente 230bp (Figura 7). A sequéncia
de nucleotideo do amplicon indicou 71% de identidade com a espécie Vanilla latent
virus, pertencente ao género Allexivirus. De acordo com os critérios para
demarcacao de espécies de allexivirus proposto pelo ICTV, essas devem apresentar
identidade de nucleotideos abaixo de 72%. Os resultados preliminares obtidos nesse
estudo indicam que o virus que infecta plantas de Senna rizzinii pertence ao género
Allexivirus. Estudos complementares devem ser realizados para identificacdo da

espécie.
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200bp

Figura 7 — Gel de agarose a 1% com reacdes de RT-PCR para allexivirus utilizando-se
oligonucleotideos universais. (M) Marcador 1 Kb Plus DNA ladder; (1 e 2) Controle negativo; (3)
Amostra purificada de Senna rhizini.
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5. CONCLUSOES

O mosaico apresentado em plantas de Senna rizzini € provocado por um
virus.

O virus causador do mosaico em plantas de Senna rizzinii € transmitido
mecanicamente para Chenopodium amaranticolor, Chenopodium quinoa,
Gomphrena globosa e Senna occidentalis, mas nao é transmitido dessa forma para
plantas da mesma espécie.

O virus causador do mosaico em plantas de Senna rizzinii ndo é transmitido
por sementes e pode ser transmitido por enxertia entre plantas da mesma espécie.

Possivelmente, o virus causador do mosaico em plantas de Senna rizzinii

trata-se de uma espécie do género Allexivirus.
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