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RESUMO

OLIVEIRA, M. L. F. PERSISTENCIA DE UM TOBAMOVIRUS EM SUPERFICIE DE
MADEIRA MODIFICADA TERMICAMENTE. Monografia (Bacharelado em Engenharia
Florestal) — Universidade de Brasilia, Brasilia, DF.

A madeira € um material muito presente no dia a dia das pessoas, seja em objetos como
porta joias, utensilios de cozinha, mdveis, seja no campo como mourdes para cerca, ferramentas
para tratos silviculturais. Tendo em vista a relevancia desse material no cotidiano, torna-se
indispensavel estudos que busquem entender a dinamica superficie de madeira-patdgeno, em
relacdo a persisténcia de patdgenos, uma vez que a sobrevivéncia destes em fomites é um
mecanismo de disseminacdo de doencas. Entender sobre esse processo € uma forma de reduzir
e/ou prevenir o alastramento destas doencas. Existem poucos estudos a respeito da persisténcia
de patdégenos em fomites. Este problema é maximizado quando afunilado a persisténcia viral
em madeiras, ainda mais tratando-se de um virus de planta. Dessa forma, este trabalho tem
como objetivo avaliar a persisténcia de um tobamovirus, género de virus, cujas espécies
acometem plantas, em superficie de madeira modificada termicamente. Para isso, 8 laminas de
Pinus sp. foram modificadas termicamente a 220 °C, de um total de 12 Iaminas, sendo 4
testemunhas. Posteriormente, os corpos de provas de dimensdes médias de 24,74 cm, 12,11 cm,
0,20 cm (comprimento, de largura e espessura, respectivamente) e peso médio 25,23 gramas,
foram redimensionados para 4 cm x 4 cm x 0,20 cm de comprimento, largura e espessura,
originando assim 130 corpos de prova. Estas laminas redimensionadas foram imergidas em
solucdo tampdo com e sem 0 virus, para em sequéncia ser realizado o teste de permanéncia nos
tempos: inicial (5 minutos), 4 horas, 24 horas, 72 horas e 168 horas. Verificou-se a aparicdo de
sintomas em todos os tempos analisados na superficie da madeira modificada termicamente, ja
nas ndo modificadas o virus permaneceu por 72 horas. Entretanto, houve uma reducdo no
numero de amostras inoculadas, com o passar do tempo, que foram sintomaticas, constatou-se
também uma reducdo na quantidade de sintomas apresentados nos dois ultimos tempos (72 e
168 horas).

Palavras-chave: Virus; persisténcia; madeira; modificacdo térmica.



ABSTRACT

OLIVEIRA, M. L. F. PERSISTENCE OF A TOBAMOVIRUS ON THERMALLY MODIFIED
WOOD SURFACE. Monograph (Forest Engineering Degree) — University of Brasilia, Brasilia, DF.
Wood is a material that is very present in people's daily lives, whether in objects such
as jewelry boxes, kitchen utensils, furniture, or in the field as fence posts, tools for forestry
work. Considering the relevance of this material in everyday life, studies that seek to understand
the dynamics of wood surface-pathogen, in relation to the persistence of pathogens, are
essential, since their survival in fomites is a mechanism for the spread of diseases.
Understanding this process is a way to reduce and/or prevent the spread of these diseases. There
are few studies regarding the persistence of pathogens in fomites. This problem is maximized
when funneled to viral persistence in wood, even more so in the case of a plant virus. Therefore,
this work aims to evaluate the persistence of a tobamovirus, a genus of viruses, whose species
affect plants, on thermally modified wooden surfaces. For this, 8 blades of Pinus sp. were
thermally modified at 220 °C, from a total of 12 slides, 4 of which were controls. Subsequently,
the specimens with average dimensions of 24.74 cm, 12.11 cm, 0.20 cm (length, width and
thickness, respectively) and average weight of 25.23 grams, were resized to 4 cm x 4 cm x 0.20
cm in length, width and thickness, thus creating 130 specimens. These resized slides were
immersed in buffer solution with and without the virus, so that the permanence test was carried
out in sequence at the following times: initial (5 minutes), 4 hours, 24 hours, 72 hours and 168
hours. Symptoms appeared at all times analyzed on the surface of thermally modified wood,
whereas on unmodified wood the virus remained for 72 hours. However, there was a reduction
in the number of inoculated samples, over time, which were symptomatic, and there was also a

reduction in the number of symptoms presented in the last two periods (72 and 168 hours).

Keywords: Virus; persistence; wood; thermal modification.
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1. INTRODUCAO

Grande parte dos patdgenos necessitam de um hospedeiro para sua sobrevivéncia e
perpetuacdo, mas alguns deles conseguem sobreviver em superficies inanimadas por algum
tempo. Por tanto, faz-se importante conhecer a estabilidade desses patdgenos em diferentes
superficies para melhor compreender a dinamica de propagacdo e, desta forma, mitigar a
disseminacédo destes organismos sejam entre humanos, animais e/ou plantas.

A madeira é um material muito presente no cotidiano da humanidade ha milénios devido
as suas excelentes propriedades, a principio sendo utilizada para a confeccdo de instrumentos
de caca, por exemplo. Mas, em razao do desenvolvimento do setor industrial e de tecnologias,
atualmente sua empregabilidade foi maximizada, tendo multiplas possibilidades de uso, tais
como, combustivel, madeira rolica para construc@es rurais, matéria-prima para producao de
pasta celul6sica e papéis, painéis a base de madeira e madveis.

Tendo em vista a quantidade de produtos de madeira que fazem parte do dia a dia das
pessoas, torna-se indispensavel estudos que busquem entender a dindmica da superficie de
madeira-patdgeno, em relacdo a persisténcia do patdgeno. Existem poucos estudos a respeito
da persisténcia de patogenos em fomites. Este problema é maximizado quando afunilado a
persisténcia viral em madeiras, ainda mais tratando-se de um virus de planta.

O pouco que se encontra na literatura sobre a persisténcia viral é referente aos virus que
assolam humanos e animais, principalmente, ao SARS-CoV-2, em virtude da recente pandemia.
No tocante aos fatores que interferem a estabilidade do patdégeno na superficie, tem-se que
locais ou objetos com baixa umidade, bem como baixa temperatura, favorecem a manutencéo
da sobrevivéncia viral, todavia, 0 comportamento do patdgeno € mais estavel em superficies
mais lisas do que nas mais porosas.

Algumas modificagdes sdo feitas na madeira visando a resisténcia a alguns patdgenos
como os fungos e, concomitantemente, melhora as propriedades e a durabilidade do produto
em situacbes de servico. A modificacdo da madeira pode ser quimica, térmica e de
impregnacao.

A modificacdo térmica, de acordo com Araujo (2010), € um dos processos de utiliza¢do
mais antiga, facil e barata. Neste processo, a madeira é submetida a altas temperaturas, variando
de 150 °C a 260 °C, inferiores a sua combustdo que provocam o inicio da degradacdo de seus
constituintes quimicos fundamentais, sobretudo as hemiceluloses que séo, dentre eles, os mais
sensiveis a acdo do calor, a0 promover sua degradacdo a modificacdo térmica possibilita a

madeira um aspecto de baixa higroscopicidade, quando comparada com pecgas ndo tratadas,
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assim, impedindo que a pega apresente grande quantidade de 4gua. Tal fato, diminui a agdo de
patogenos xilofagos, o que é corroborado com os resultados encontrados no trabalho de Nicacio
(2015), onde concluiu-se que modificacdo térmica diminui tanto o ataque de fungos e cupins,
quanto a varia¢do dimensional da madeira.

No entanto, apesar da literatura ser farta de estudos sobre o efeito da modificagcdo
térmica da madeira no ataque de fungos e cupins, o estudo sobre persisténcia de virus em
superficie de madeira modificada termicamente é incipiente e inovador. Neste contexto o
presente trabalho foi realizado. Virus classificados em Tobamovirus sdo conhecidos por
apresentarem resisténcia a condi¢des adversas incluindo altas temperaturas e foram escolhidos

para serem testados neste trabalho.

2. OBJETIVO
Neste sentido, acerca do que foi exposto, este trabalho tem como objetivo avaliar a

persisténcia de um tobamovirus em superficie de madeira modificada termicamente.

3. HIPOTESE
Espera-se que o virus estudado persista por um periodo menor na superficie da madeira

modificada termicamente comparado as testemunhas.



16

4. REVISAO BIBLIOGRAFICA

4.1. O género Tobamovirus

A familia Virgaviridae € formada por virus de plantas com virus em forma de bastonete
e genoma de RNA de fita simples. A familia é representada por 59 espécies e sete géneros,
sendo esses Furovirus, Goravirus, Hordeivirus, Pecluvirus, Pomovirus, Tobravirus e
Tobamovirus (ICTV, 2023). As diferencas no numero de componentes do genoma, na
organizagdo do genoma e no modo de transmisséo fornecem a base para a demarcagéo destes
distintos géneros (ADAMS ET AL., 2017). Dentre estes géneros, um dos principais e mais
estudados é o género Tobamovirus.

O género Tobamovirus se destaca por conter 0 maior nimero de espécies conhecidas da
familia, tratando-se de 37 espécies, das 59 catalogadas na familia (ICTV, 2023). Dentre estas
espécies, merecem destaque Tomato mosaic virus (ToMV) e Tobacco mosaic virus (TMV), por
apresentarem grande importancia econdémica para o pais, infectando principalmente plantas da
familia das solanaceas, brassicaceas e cucurbitdceas (INOUE-NAGATA; LIMA, 2021). Além
disso, o TMV foi primeiro virus a ser relatado infectando plantas, tal fato levou ao
estabelecimento da virologia como ciéncia (HARRISON, B. D.; WILSON, T. M. A.; 1999).

A transmissdo dos virus deste género ocorre através dos tratos culturais (transplante,
amarrio e desbrota), danos mecanicos ou contato entre plantas, ocasionado pela a¢do do vento,
ou pelo contato com implementos agricolas contaminados. Esses virus ndo possuem vetores e
podem permanecer ativos por varios meses no solo em restos de folhas e em raizes secas, sendo
considerados virus de alta estabilidade.

Virus classificados em Tobamovirus apresentam caracteristicas de elevado ponto de
inativacdo térmica (PIT), elevada longevidade in vitro (LIV) e alto valor para diluicdo. A
particula intacta, de espécies desse género, é altamente estavel, possuindo ponto de inativacdo
térmica de 90 °C representando um dos virus mais persistentes e infecciosos de que se tem
conhecimento.Além disto caracteristicas intrinsecas da particula favorecem a estabilidade a
condic0es de altas temperaturas (DUARTE, 2000).

Os sintomas causados por virus classificados em Tobamovirus sdo bastante similares.
Normalmente, o hospedeiro apresenta clorose, mosaico, distor¢des como bolhosidades e
necrose. Segundo Godoy e Salgado (1997), 0o TMV também causa uma reducédo da area foliar,
acompanhada de rugosidade e malformacéo das folhas, que se apresentam mais afiladas e

espessas, sintoma este conhecido como cordéo de sapato.
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4.2. Nicotiana rustica cultivar Turkish NN (TNN)

O género Nicotiana é originario da regido Andina (Bolivia, Peru e Equador) e encontra-
se classificado na familia Solanaceae e € cultivado em mais de 125 paises tendo facil adaptacéo
a maioria dos climas, com excecdo das zonas frias (PENA, 2023). As tobamoviroses, como
supracitado, infectam uma ampla gama de plantas hospedeiras, dentre elas, as solanaceas. Desta
forma, as espécies de fumo (Nicotiana spp.) sdo hospedeiras naturais de alguns virus deste
género, sendo o TMV o primeiro virus a ser descrito, dando nome ao género.

Segundo Fajardo et al. (2017), uma planta indicadora se comporta como espécie
hospedeira de um determinado virus por reagir a infeccdo com sintomas evidentes e especificos.
Comumente, os laboratérios de virologia vegetal utilizam as mesmas espécies de plantas
indicadoras que, de acordo com a espécie do virus, devem responder de forma idéntica,
independentemente da origem do isolado (distribuicdo geogréafica) e da planta hospedeira
original coletada em campo. A Nicotiana rustica cultivar Turkish NN (TNN) € hospedeira
indicadora de TMV, Facco (2013) observou, em seu trabalho, bolhosidade como principal

sintoma para 0 TMV em Nicotiana.

4.3. Modificacdo térmica da madeira

A madeira é um material natural e, como tal, apresenta uma grande variabilidade em
suas propriedades, portanto, a modificacdo do material busca melhorar uma ou mais
propriedades, seja na resisténcia ao ataque de patdgenos e intemperismo, estabilidade
dimensional e reducédo da sor¢do de agua. A modificacdo da madeira pode envolver alteracoes
ativas, mudancas na composicdo quimica do material, ou passivas, onde tem-se uma alteracdo
nas propriedades sem que haja em sua composicdo quimica. Os tipos de modificacGes
existentes, conforme Hill (2006), sdo: quimica, térmica, de superficie e de impregnacao.

A modificagdo quimica envolve a reagdo de um reagente com as hidroxilas existentes
nos polimeros da parede celular da madeira, a de impregnacdo também é uma modificacéo
quimica, tendo em consideragdo que, é feita com impregnacdo de quimicos monoméricos na
parede celular (HILL, 2006).

A alteracdo de superficie, aborda modificacdo quimica, modificacdo bioldgica usando
enzimas ou processos fisicos, como modificacdo do plasma, visando melhorar, principalmente,
a ligacdo entre superficies diretamente, ou entre madeira superficies e revestimentos. Ja a
térmica, é a aplicacdo de calor a madeira resultando em degradacdo associada a alteracfes das

propriedades quimicas do material.



18

A modificacdo térmica ja € um processo em escala industrial em varios paises, como
Finlandia, Franca, Alemanha e Holanda. Nestes paises do continente europeu, Sao
comercializados produtos modificados termicamente para pisos ou para a industria siderurgica,
entretanto, no Brasil os estudos tém sido realizados em carater experimental (MENEZES et. al,
2017).

Basicamente, essa técnica consiste em submeter pecas de madeira as temperaturas entre
150 e 260°C. E importante considerar que temperaturas inferiores a 140 °C resultam apenas em
pequenas alteragdes nas propriedades do material. Por outro lado, temperaturas mais altas
resultam em degradacéo inaceitavel para o substrato (HILL, 2006). Desta forma o intervalo de
150 a 260 °C é o ideal para o objetivo de promover sensiveis alteracdes quimicas nos polimeros
constituintes da madeira, principalmente, nas hemiceluloses, que, de acordo com Rowell
(2005), representam o constituinte quimico da madeira que mais sofre alteragdes durante a
modificacao térmica, comecam a se degradar a partir de 180°C, sendo o primeiro componente
a sofrer alteracdo sob acdo do calor, resultando na producgdo de metanol, acido acético e varios
compostos heterociclicos volateis. Em funcao destas modificacdes, a formacédo de acido acético
e acido formico aumenta a qualidade de adesdo da madeira, ja que para Nunes (2012), um pH
acido pode acelerar a polimerizacdo de um adesivo acido, tal como a uréia-formaldeido,
enquanto um pH alcalino pode retardar a sua polimeriza¢do. Soma-se o fato de a hemicelulose
ser, palativamente, apreciada pelos fungos, com a modificacdo se tornam indisponiveis como
fonte de nutriente para estes microrganismos, reduzindo a biodeterioracao.

Em decorréncia dos danos ambientais causados por algumas classes de preservantes
para madeira, a modificacdo térmica surge como uma alternativa, reduzindo impactos
ambientais, uma vez que, ao final do ciclo de vida a madeira modificada é descartada sem 0s
riscos associados presentes nos preservantes ou utilizacdo de nenhum produto quimico biocida.
Além disso, esta modificacdo altera propriedades desejaveis do material, aumentando sua
durabilidade e, ainda, segundo Cao et al. (2022), melhora as propriedades acusticas e a

coloracéo.

4.4. Persisténcia viral em superficies inanimadas
Alguns patogenos requerem um hospedeiro vivo para sobreviver, como é o caso dos
virus, entretanto, estes podem persistir em um estado de dorméncia fora de um hospedeiro vivo,
atuando como um mecanismo de transferéncia de um hospedeiro para outro. Logo, a melhor

compreensdo acerca do comportamento e da persisténcia viral em fomites torna-se importante
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para a formulacdo de medidas de prevencdo adequadas, a fim de garantir um combate eficaz a
disseminacéo de doencas infecciosas, sejam elas em humanos, plantas ou animais.

Estudos feitos por Teixeira et al. (2020) apontam que locais com baixa umidade relativa
do ar, bem como baixa temperatura colaboram para a manutencdo da sobrevivéncia viral,
todavia, o comportamento dos patdgenos também é diferente em superficies ndo porosas
(plastico, metais, vidro, borracha e ceramica) e porosas (papel, papeldo e madeira), sendo,
normalmente - a depender da espécie estudada-, mais estavel em superficies mais lisas
(plasticos e aco inoxidavel) do que nas mais porosas. Para Moraes (2021) isso, provavelmente,
ocorre como consequéncia do espalhamento das goticulas nesses materiais, favorecido por
efeitos de capilaridade, aumentando-se assim a area superficial da fase liquida (meio de
sobrevivéncia do virus) em contato com a atmosfera, com sua consequente evapora¢do mais
rapida.

Em um estudo recente Willmann et al. (2021) fizeram um compilado a respeito de
trabalhos que relataram a persisténcia de alguns virus que assolam animais e humanos em
superficie de madeira, sendo estes, o virus da hepatite A, virus da gripe A, SARS-CoV-2 e 0
Norovirus murino persistindo na superficie de madeira por, respectivamente, 1 a 30 dias, menos
de 2 horas, 1 dia e 1 a 30 dias. Outro estudo de Moraes (2021) relatou a persisténcia do SARS-
COV-2 por 2 dias em superficie de madeira. Contudo, no que diz respeito a persisténcia viral
em superficie de madeira os estudos sdo incipientes, ainda mais se tratando de virus que

acometem plantas.

5. MATERIAL E METODOS

5.1. Descricéo do local de desenvolvimento do estudo
A primeira parte do experimento, modificacdo da madeira e confecgéo dos corpos de
prova, foi realizada no Laboratdrio de Propriedades Fisico-Mecanicas da Madeira (EFL/UnB).
Em um segundo momento, para execucao dos testes bioldgicos, a estrutura presente na Estacao

Experimental de Biologia (EEB-UnB), foi utilizada para a inoculagéo do virus.

5.2. Tratamento térmico da madeira
Primeiramente, mediu-se as dimensfes (comprimento, largura e espessura) de 12
laminas de Pinus sp. antes da modificagdo térmica. Para tal fim, foram usados régua de precisao

0,1 cm, paquimetro de precisdo 0,01 mm e balanca digital de precisdo 0,01g. A espessura foi



20

calculada a partir da média da espessura encontrada a 2 cm da margem dos quatro vértices das
laminas. Posteriormente, 8 ldaminas foram submetidas ao tratamento térmico em estufa da marca
Binder modelo ED115 (Figura 1) e 4 foram testemunhas. Nas primeiras duas horas do
tratamento térmico o0s corpos de prova estiveram expostos a uma temperatura de 60°C, passado
esse periodo a temperatura foi alterada para 220°C por mais 2 horas. Ap6s a modificacdo
térmica (Figura 2), as laminas ficaram expostas em uma sala de climatizacdo com temperatura
20 °C + 3 °C e teor de umidade 60% =+ 5% por 15 dias. Passados os 15 dias as dimensdes dos

corpos de prova foram novamente determinadas, inclusive as testemunhas.

Figura 1- Estufa Binder ED115, na qual as laminas foram
submetidas a modificacéo térmica.
Fonte: Autor.

Figura 2- Laminas pré-modificacdo (A) térmica e
apos a modificacgdo (B).
Fonte: Autor.

Em sequéncia a mensuracdo dos dados supracitados, para confeccionar os corpos de

prova foram mensuradas as dimensdes das 12 laminas de Pinus sp. depois da climatizagao,
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sendo 4 testemunhas e 8 modificadas termicamente. A partir destas laminas foram
confeccionados com auxilio de uma serra segueta (Figura 3), aproximadamente, 130 corpos de
prova (Figura 4), dos quais 100 foram utilizados neste experimento, nas dimensdes de 4 cm X

4 cm x 0,20 cm de comprimento, largura e espessura, respectivamente.

Figura 3 -Serra segueta.
Fonte: Autor.

Figura 4- Corpos de prova: testemunhas (A) e modificados termicamente (B) redimensionados.
Fonte: Autor.

5.3. Delineamento do experimento
Para cada tratamento das ldaminas de madeira (testemunha/nao modificada e modificada)
foram realizados 2 tratamentos com virus, inoculado e ndo inoculado. Desta forma, resultou em
4 tratamentos: inoculada e modificada (I-MT), inoculada e ndo modificada (I-NM), néo

inoculada e modificada (NI-MT) e ndo inoculada e ndo modificada (NI1-NM), sendo realizadas
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5 repeti¢bes com cada um dos tratamentos e tempos (1/12 hora, 4 horas, 24 horas, 72 horas e
168 horas), como demonstrado no Quadro 1.
Os célculos de valores médios, frequéncia absoluta, frequéncia relativa, confeccéo de

gréficos e tabelas e analise dos dados foram realizadas no software Excel.

Quadro 1 — Eshoco de ensaio de inoculacdo do TMV nos diferentes tratamentos e suas repeticdes.

Tempo INOCULADA NAO INOCULADA
Modificada Néo Modificada n .
(horas) termicamente modificada | termicamente Néo modificada
I-MT 0-1 I-NM 0-6 NI-MT 0-11 NI-NM 0-16
I-MT 0-2 I-NM 0-7 NI-MT 0-12 NI-NM 0-17
1/12 I-MT 0-3 I-NM 0-8 NI-MT 0-13 NI-NM 0-18
I-MT 0-4 I-NM 0-9 NI-MT 0-14 NI-NM 0-19
I-MT 0-5 I-NM 0-10 NI-MT 0-15 NI-NM 0-20
I-MT 4-1 I-NM 4-6 NI-MT 4-11 NI-NM 4-16
I-MT 4-2 I-NM 4-7 NI-MT 4-12 NI-NM 4-17
4 I-MT 4-3 I-NM 4-8 NI-MT 4-13 NI-NM 4-18
I-MT 4-4 I-NM 4-9 NI-MT 4-14 NI-NM 4-19
I-MT 4-5 I-NM 4-10 NI-MT 4-15 NI-NM 4-20
I-MT 24-1 I-NM 24-6 NI-MT 24-11 NI-NM 24-16
I-MT 24-2 I-NM 24-7 NI-MT 24-12 NI-NM 24-17
24 I-MT 24-3 I-NM 24-8 NI-MT 24-13 NI-NM 24-18
I-MT 24-4 I-NM 24-9 NI-MT 24-14 NI-NM 24-19
I-MT 24-5 I-NM 24-10 NI-MT 24-15 NI-NM 24-20
I-MT 72-1 I-NM 72-6 NI-MT 72-11 NI-NM 72-16
I-MT 72-2 I-NM 72-7 NI-MT 72-12 NI-NM 72-17
72 I-MT 72-3 I-NM 72-8 NI-MT 72-13 NI-NM 72-18
I-MT 72-4 I-NM 72-9 NI-MT 72-14 NI-NM 72-19
I-MT 72-5 I-NM 72-10 NI-MT 72-15 NI-NM 72-20
I-MT 168-1 I-NM 168-6 NI-MT 168-11 NI-NM 168-16
I-MT 168-2 I-NM 168-7 = NI-MT 168-12 NI-NM 168-17
168 I-MT 168-3 I-NM 168-8 @ NI-MT 168-13 NI-NM 168-18
I-MT 168-4 I-NM 168-9 = NI-MT 168-14 NI-NM 168-19
I-MT 168-5 I-NM 168-10  NI-MT 168-15 NI-NM 168-20

I-MT 72-5: inoculada, modificada termicamente, tempo 72 horas e quinta repeticdo do respectivo
tempo; NI-NM 168-16: N&o inoculada, ndo modificada termicamente, tempo 168 horas e décima
sexta repeticdo do respectivo tempo. Fonte: Autor.
5.4. Producdo de indculo viral para inoculagdes do experimento
De inicio, coletou-se trés folhas de um indculo de Nicotiana rustica (fumo) - cultivar
TNN- ja existente na EBB e que estava infectada com Tobacco mosaic virus (TMV) e

apresentando sintomas virais (Figura 5-A). Logo em seguida, macerou-se essas folhas imersas
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em 100 mL de tampdo de inoculacdo, fosfato de potassio, gelado (Figura 5-C) - (1 g sulfito de
sodio, 2,78 g K2HPO4, 4,62 g KH2PO4 em 1L de 4gua g.s.p - agua destilada autoclavada), pH
7,2 (ajustado com Hidréxido de Sédio — NaOH - em micropérolas). No momento da inoculagéo
mecanica (Figura 5-D), adicionou-se 5 gramas de abrasivo carborundum (Figura 5 B e C) a
solucdo e aplicou-se, com os dedos, a mistura gentilmente nas folhas, assim, produziu-se 7
novos inoculos (Figura 6-A) de Nicotiana rustica, por derradeiro lavou-se as folhas com agua

destilada para retirar 0 excesso de carborundum (Figura 6-B).

Figura5— Eapas da producéo de inéculos: matriz viral (A), abrasivo carborundum (B) sendo
adicionado a solugdo tampéo (C) e inoculagdo mecanica (D).
Fonte: Autor.
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Figura 6 Etapas p6s renovagé de in6culos (): lavagem das folhas com dgua destilada (B) p
excesso de abrasivo e apari¢do de sintomas (C).
Fonte: Autor.

ara retirar o

5.5. Inoculagéo das laminas de Pinus sp.

Renovados os indculos, confirmados mediante a expressdo dos sintomas (Figura 6-C).
Iniciou-se a inoculagdo viral nas madeiras modificadas e ndo modificadas (Figura 7), sendo
metade controle negativo do ensaio, ou seja, ndo inoculadas. Em um primeiro momento,
preparou-se 4L de tampéo de inoculacdo (fosfato de potassio) em laborat6rio. Posteriormente,



25

o tampéo foi levado para a EEB. J& na estagdo, separou-se 37 amostras ndo modificadas
termicamente e 35 modificadas termicamente para serem imergidas em tampdo fosfato de
potassio sem a presenca de virus. A imerséo foi realizada por 5 minutos — tempo inicial- e estas
foram as amostras controle. Em seguida, 30 amostras ndo modificadas e 30 modificadas foram
mergulhadas em tampéo com virus pelo mesmo tempo inicial. Passados os 5 minutos, todos 0s

corpos de prova foram colocados para secar sobre papel toalha (Figura 7).

o e SN . SO e o - —

I / (R ¥, 144 : ; o e —— -
Figura 7 — Laminas ndo modificadas/modificadas, ndo inoculadas (A) e inoculadas (B) colocadas para secar
sobre papel toalha.
Fonte: Autor.

5.6. Teste de permanéncia
Para testar a permanéncia do virus na superficie das laminas submetidas a esses
diferentes tratamentos, estas foram imersas em tampdo (0 mesmo utilizado para fazer a

inoculacdo nas plantas) por um tempo inicial (5 minutos) e, consecutivamente, 0s corpos de
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prova foram separados por tratamento e colocados em bandejas para testar os tempos analisados
(Figura 7). Deste modo, apds novos 5 minutos secando, 20 amostras, sendo 10 inoculadas (5

modificadas e 5 ndo modificadas) e 10 ndo inoculadas (5 modificadas e 5 ndo modificadas),

dessas dez, metade modificada e metade ndo, foram imergidas em tampéo separadamente
(Figura 8).

Figura 8- Imersdo das I[aminas em tampé&o de inoculacdo, passados os tempos estudados, para posterior
inoculacdo em Nicotiana rustica- cultivar TNN.
Fonte: Autor.

Foram adquiridas mudas através de sementeiras da espécie Nicotiana rustica, que foram
transplantadas em vasos em diferentes tempos para que a futura inoculagdo fosse realizada na
idade ideal (Figura 9), estas plantas permaneceram em ambiente de casa de vegetacdo até o
momento da inoculacdo. Em sequéncia, adicionou-se carborundum e realizou-se a inoculagao
em Nicotiana rustica - cultivar TNN- (Figura 10) para adiante comprovacdo ou ndo da
persisténcia viral no periodo de 5 minutos (1/12 hora). Repetiu-se o procedimento apds 4h, 24h,
72h e uma semana (168h) da inoculacdo no tempo inicial, nestes casos as amostras foram
imergidas por 5 minutos no tampao para que o virus misturasse a solucéo e apds esse tempo
foram inoculadas em TNN, seguindo-se as mesmas etapas da inoculagdo em novos in6culos.
Para inoculacdo de cada tempo os cadinhos foram esterilizados com hipoclorito de sodio
overnight e, posteriormente, em autoclave. A verificagdo da persisténcia é dada a partir da

aparicao de sintomas.
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Figura 9 —Mudinhas transplantadas para o vaso em diferentes dias, neste caso, em 28/08/23 as
mudas foram transplantadas para testar a permanéncia ap6s 72 horas.
Fonte: Autor.

7 .

Figura 10-Inoculagdo em Nicotiana rustica- cultiv>ar TNN.
Fonte: Autor.
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6. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os sintomas verificados no experimento foram: mosaico, bolhosidade e
encarquilhamento (Figura 11), sendo bolhosidade o sintoma com maior frequéncia, seguido por
encarquilhamento e mosaico, respectivamente. Além disso, pbde-se observar uma redugdo do
crescimento em algumas amostras inoculadas com TMV com relagdo aos seus respectivos
controles negativos (Figuras 12 B e C). Os controles negativos para o virus, ou seja, as amostras

que ndo foram inoculadas com virus, s6 com solucdo tampdo, ndo apresentaram sintomas,

ratificando que n&o houve contaminagdo no experimento (Figura 11).

Figura 11-Sintomas apresentados ap0s persisténcia dos tempos estudados. A) Mosaico; B)
Bolhosidade e C) Encarquilhamento.
Fonte: Autor.

Figura 12 — Comparagdo entre amostras inoculadas I-MT 24-4, I-MT 168-2 e 1-NM 0-6 e seus respectivos
controles, amostras ndo inoculadas NI-MT 24-14, NI-MT 168-12

e NI-NM 0-16.
Fonte: Autor.
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Foi possivel verificar a aparicdo de sintomas em todos os tempos analisados, entretanto,
houve uma reducdo no numero de amostras inoculadas, com o passar do tempo, que foram
sintomaticas (Figura 13).

Frequéncia relativa % do aparecimento de

sintomas
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Figura 13 - Frequéncia relativa (%) do aparecimento de sintomas por tempo estudado.

No tempo inicial dez das dez amostras apresentaram sintomas, no segundo tempo 5 de
10, no terceiro 5 de 10, no quarto 3 de 10 e no quinto 2 de 10. As Figuras 14 e 15 constatam
que para além da reducdo do nimero de amostras sintométicas, hd também uma reducéo na

quantidade de sintomas apresentados nos dois ultimos tempos (72 e 168 horas).

Sintomas x tempo
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10

Quantidade de amostras

1t m iy E

72 168
Tempo (horas)

E1Mosaico [ Bolhosidade [OEncarquilhamento

Figura 14— Aparicdo de sintomas nos tempos analisados.
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Figura 15 — Frequéncia relativa de cada sintoma (mosaico, bolhosidade e encarquilhamento) por tempo estudado.

Em 5 minutos apés a inoculagdo do virus na superficie da madeira, todas as plantas
inoculadas apresentaram sintomas, independente do tratamento da madeira (Quadro 2), com
apenas duas delas sem apresentar os trés sintomas, I-MT 2 e I-NM 8 ndo apresentaram mosaico.
Passadas 4 horas apds a inoculagdo, 5 das 10 amostras inoculadas com TMV apresentaram
sintomas (Quadro 3), sendo 4 delas modificadas termicamente (I-MT 1, I-MT 3, I-MT 4 e I-
MT 5) e uma ndo modificada termicamente (I-NM 8). Um dia ap6s a inoculagdo, tiveram 5
amostras sintomaticas (Quadro 4), dentre elas, 2 modificadas termicamente (I-MT 1 e I-MT 4)
e 3 ndo modificadas termicamente (I-NM 7, I-NM 8 e I-NM 10) e uma delas ndo apresentou 0s
trés sintomas, I-MT 4 ndo apresentou bolhosidade. Trés dias apds inoculacéo, foi observada a
manifestacdo de sintomas em 3 amostras (Quadro 5), em que, uma é modificada termicamente

(I-MT 3) e 2 ndo modificadas (I-NM 6 e I-NM 7), nenhuma delas apresentaram todos os
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sintomas, a I-MT 3 apresentou mosaico e bolhosidade, I-NM 6 apresentou bolhosidade e I-NM
7 apresentou bolhosidade e encarquilhamento. No Gltimo tempo analisado, uma semana apdés a
inoculacdo, somente duas plantas inoculadas, com solugdo viral proveniente de madeiras
modificadas, apresentaram sintoma de bolhosidade (I-MT 1 e I-MT 2) (Quadro 6).

Quadro 2 — Aparicéo de sintomas em amostras inoculadas individuais apés 5 minutos.

Sintomas IMT1 IMT2 IMT3 IMT4 IMT5 INMG6 INM7 INM 8 INM9 INM 10
Mosaico X X X X X X X X
Bolhosidade X X X X X X X X X X
Encarquilhamento X X X X X X X X X X

Quadro 3 - Aparicao de sintomas em amostras inoculadas individuais apés 4 horas.

Sintomas IMT1 IMT2 IMT3 IMT4 |IMTS5 |[INM6 INM7 INM 8 INM9 INM 10
Mosaico X X X X X
Bolhosidade X X X X X
Encarquilhamento X X X X X

Quadro 4 - Aparicdo de sintomas em amostras inoculadas individuais ap6s 24 horas.

Sintomas IMT1T IMT2 [IMT3 IMT4 IMT5 [INM6 [INM7 INM8 INM9 INM 10
Mosaico X X X X X
Bolhosidade X X X X
Encarquilhamento X X X X X

Quadro 5 - Aparicao de sintomas em amostras inoculadas individuais apds 72 horas.

Sintomas IMT1 IMT2 IMT3 IMT4 |IMTS INM 6 INM 7 INM8 INM9 INM 10
Mosaico X
Bolhosidade X X X

Encarquilhamento

Quadro 6 - Aparicao de sintomas em amostras inoculadas individuais apés 168 horas.

Sintomas IMT1 IMT2 IMT3 IMT4 |IMT5 |INMG6 INM 7 INM 8 INM9 INM 10
Mosaico
Bolhosidade X X

Encarquilhamento
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A porosidade observada na madeira modificada termicamente foi maior comparada as
testemunhas. Resultados semelhantes foram encontrados por Hietala et al. (2002), onde estes
pesquisadores verificaram um aumento do diametro dos traqueideos de Pinus sylvestris nos
tratamentos de 180 e 230 °C, e consequente aumento da porosidade. O estudo de Turkoglu et
al. (2015) também ratifica que a modificacdo térmica aumenta a porosidade e reduz 0s grupos
hidroxila presentes nas moléculas de hemiceluloses e celulose, que sdo responsaveis pela
ligacdo com a maioria dos produtos utilizados no acabamento.

Apesar da maior porosidade observada nas madeiras submetidas & modificacdo termica,
fator que influéncia em uma menor persisténcia viral em fomites, constatou-se a persisténcia
viral na superficie da madeira modificada termicamente em todos os tempos. Ja as madeiras
que ndo foram modificadas ndo apresentam sintomas ap0s uma semana (168 horas) da
inoculacdo (Figura 16). Tal fato pode ser explicado devido a reducdo da higroscopidade da
madeira, tornando-a mais hidrofobica e, consequentemente, diminuindo o espalhamento das
goticulas nesses materiais e, também, a area superficial da fase liquida em contato com a
atmosfera, com sua consequente evaporagdo mais lenta, favorecendo a persisténcia do virus.

Entretanto, outro fator que deve ser observado é a diferenca do intervalo temporal
existente entre os tempos estudados, ja que do primeiro tempo estudado para o segundo, teve-
se um intervalo de 3 horas e 55 minutos, do segundo para o terceiro de 20 horas, do terceiro
para 0 quarto 48 horas e do quarto para o quinto 96 horas. Desta maneira, para melhor
compreensdo da interacé@o entre a superficie de madeira e persisténcia do patogeno a diferenca

entre os intervalos dos 2 Gltimos tempos deve ser reduzida.

Persisténcia nos diferentes tratamentos da
madeira

Quantidade de amostras
N

0
4 24 72 168

0.08

Tempo de persisténcia (horas)

B Modificada [0 N&o modificada

Figura 16 - Persisténcia viral nos diferentes tratamentos da madeira.
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Outra propriedade da superficie madeira que pode exercer influéncia na persisténcia de
patdgenos é a rugosidade. Para Korkut et al. (2013), madeiras nativas da Turquia, submetidas
a modificacao térmica em estufa a uma temperatura proxima a estudada neste trabalho (212°C),
resultaram em uma reducdo dos pardmetros de rugosidade. Em outro estudo realizado com
madeira de Fagus orientalis, e Pinus sylvestris, Baysal et al. (2014) também observaram
reducdo da rugosidade com o aumento da temperatura em estufa elétrica. E esperado que a
diminuicdo da rugosidade aumente a persisténcia viral em fomites. Entretanto, em outro
trabalho, onde avaliou-se diferentes tempos de aquecimento acelerado Turkoglu et al. (2017)
observaram o aumento da rugosidade e consequente reducdo da qualidade da superficie em
madeira de Fagus orientalis submetida a 220 e 230°C em estufa laboratorial, atribuindo esses
resultados ao estado quebradico da madeira nas temperaturas testadas.

Fazendo-se um paralelo ao efeito do tratamento térmico sobre os agentes xiléfagos mais
estudados, tendo em vista a escassez de estudos sobre persisténcia viral em madeira, tem-se que
a modificacdo térmica desse material diminui a deterioracdo causada pelo fungo de podridédo
branca e, consequentemente, perda de massa da madeira de Pinus taeda durante o ensaio de
apodrecimento acelerado (SANTQOS, 2014). Contudo, em se tratando de térmitas, Melo et al.
(2019) avaliaram a influéncia da modificacdo térmica na resisténcia ao ataque de cupins em
madeira de Qualea paraensi, mas o tratamento térmico ndo resultou na melhoria da resisténcia
da madeira. Trevisan (2014), também néo encontrou diferenca significativa para o ataque de
cupins em Eucalyptus grandis submetido a diferentes condigdes de tratamento térmico e a
amostra testemunha, mas notou maior susceptibilidade de madeiras submetidas ao tratamento
térmico a acdo de cupins de madeira seca. Em contrapartida, Nicacio (2015) concluiu que
modificacdo térmica diminui tanto o ataque de fungos e cupins, quanto a varia¢do dimensional
da madeira.

Desta maneira, estudos futuros da precisam ser realizados visando uma melhor
compreensdo da influéncia das propriedades da superficie da madeira modificada com a
persisténcia viral. Além disso, a metodologia utilizada pode ser aprimorada, tendo em vista que

este € um trabalho vanguardista.
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7. CONCLUSOES

Conforme o exposto, a hipétese foi refutada, pois o virus estudado persistiu em todos 0s
tempos na madeira modificada termicamente, entretanto, nas testemunhas persistiu s6 nos 4
primeiros tempos abordados. Entretanto, necessita-se, para maximizar este conhecimento,
estudar os fatores que influenciam a relacéo superficie da madeira tratada-virus e testemunha-

virus.
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