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RESUMO

Patdgenos de plantas distribuidos nos diferentes grandes grupos: nematdides, virus, fungos e bacterias séo
importantes por ocasionarem perdas na agricultura. Os fungos destacam-se pela importancia em
porcentagem no numero total de doencas de plantas, enquanto os virus destacam-se principalmente
devido a natureza do parasitismo o que dificulta o controle. Determinar potenciais hospedeiras de
espécies virais é extremamente importante, pois espécies recém-introduzidas ao cultivo na agricultura
podem consistir em importantes fontes de indculo. Neste contexto este trabalho foi realizado com o
objetivo de estudar do ponto de vista fitopatoldgico o papel de algumas culturas que vem crescendo em
importancia no cultivo comercial quanto ao potencial como hospedeiras de importantes virus. As espécies
avaliadas foram crambe (Crambe abyssinica); trigo sarraceno (Fagopyrum esculentum); linhaca (Linnum
usitatissimum); grdo de bico (Cicer arithum); chia (Salvia hispanica); lentilha (Lens culinaris); feijdo
hyacinth (Lablab purpureus) e soja preta (Glicine max), através de repetidas inoculacdes das espécies
Groundnut ringspot virus (GRSV, género Tospovirus), Potato virus Y (PVY, género Potyvirus) via
inoculagdo mecénica e Tomato chlorotic mottle virus (ToCMoV, género Begomovirus) via vetor
virulifero Bemisia tabaci. As avalia¢Bes para virus foram feitas mediante sintomas e detec¢do viral via
DOT-BLOT para PVY e GRSV e através de hibridizacao de &cidos nucleicos para ToCMoV. A avalia¢do
para o vetor foi feita por contagem de ovos, ninfas e adultos. Para PVY nenhuma das espécies testadas
apresentou resultado positivo. Para GRSV, trigo sarraceno, feijdo jacinto, soja preta, lentilha e grédo de
bico apresentaram resultados positivos em Dot-Blot evidenciando que estas espécies constituem potencial
hospedeiras de virus no campo. Para ToCMoV, amostras de trigo sarraceno e feijdo preto foram positivas
embora o controle ndo tenha reagido adequadamente. Um segundo objetivo deste trabalho foi identificar
patégenos de crambe. Esta espécie vem se destacando como uma importante fonte a ser usada como
matéria-prima na produgdo de biodisel. Neste trabalho realizou-se a deteccdo de Alternaria brassicicola e
Plasmodiophora brassicae consistindo estes dois casos em primeiro relato destes patdgenos em crambe
no Distrito Federal.

Palavras-chaves: fungos, virus, crambe



1. INTRODUCAO

Produzir no Brasil demanda muita tecnologia. A regra geral, com algumas
excecOes, é que, as tecnologias e as pesquisas alavancam a producdo, bem como
contribuem com o aumento da importancia de pragas e doencas antes consideradas
como secundarias.

Um dos principais fatores limitantes na equacdo de producdo refere-se ao
aspecto fitossanitario onde a grande maioria das culturas pode ser afetada por
patdgenos. Dentre estas culturas destaca-se o tomateiro (Solanum lycopersicum =
Lycopersicon esculentum), uma das principais hortalicas cultivadas no Brasil e no
mundo.

Fungos, nematoides, virus e bactérias correspondem aos grandes grupos de
patégenos que acometem diversas culturas e acarretam perdas inestimaveis quando néo
controlados. Destaca-se dentre estes grupos os fungos e os virus. Estima-se que 75 a
80% das doencas de plantas sejam causadas por fungos, e em menor porcentagem por
virus. Entretanto a importancia destes patégenos € imensa, tendo em vista
principalmente a natureza do parasitismo deste grupo de organismos, que
obrigatoriamente faz com que as medidas de controle adotadas sejam em sua maioria
preventivas.

Varias espécies de virus sao transmitidas na natureza principalmente por vetores,
mas também podem ser transmitidas via inoculagdes mecanicas, sementes, polen,
cuscuta, dentre outras. Um importante vetor de virus de planta é o aleirodideo
popularmente conhecido como mosca-branca (Bemisia tabaci) (JONES et al., 2005;
PEREIRA-CARVALHO, 2009).

Assim, torna-se imprescindivel destacar a importancia de pesquisas e uma
correta diagnose do patogeno. Neste contexto o levantamento do agente causal € de
extrema importancia para conhecimento das diferentes espécies de patdgenos nas varias
culturas, bem como a avaliacdo destas plantas como potenciais hospedeiras de
patogenos (neste caso especificamente fungos e virus).

Muitas pesquisas focadas em hortaligas, fruteiras e grandes culturas, tem
conseguidoidentificar varios destes patdgenos, entretanto para espécies ja introduzidas

ao cultivo comercial os estudos sdo incipientes e em alguns casos inexistentes. Dentre



esses cultivos tem-se o trigo sarraceno (Fagopirum esculentum), crambe (Crambe
abyssinica) o feijdo jacinto (Lablab purpureus) a soja preta (Glycine max), a chia
(Salvia hispanica), a linhaca (Linum usitatissimum), o grdo-de-bico (Cicer arietnum), a
lentilha (Lens culinaris).

A introdugdo destas culturas abre perspectivas de seu uso como fontes
substitutas a varios produtos na agricultura, tornando-se necessario o conhecimento dos
diferentes tipos de patdgenos para 0s quais estas culturas mostram-se suscetiveis e
assim a importancia de aquisi¢ao de informacdes sobre o potencial destas espécies como
hospedeiras de patdgenos importantes, tendo em vista que no campo as mesmas podem

funcionar como boas fontes de inéculo.

2. OBJETIVO

Avaliar o potencial das espécies de trigo serraceno, crambe, feijao jacinto, soja
preta, chia, linhaca, grdo-de-bico e lentilha frente a trés espécies virais classificadas em
trés géneros distintos, Tospovirus, Potyvirus e Begomovirus que sdo importantes para o
cultivo de tomate no Brasil, além disso estudar alguns patégenos em crambe. Foram

relatados: Alternaria brassicicola e Plasmodiophora brassica.

3. CARACTERIZACAO DOS PRINCIPAIS VIRUS QUE AFETAM A
AGRICULTURA NO BRASIL

3.1. Género Tospovirus

Espécies classificadas no género Tospovirus (familia Bunyaviridae), sao
conhecidas popularmente como espécies causadoras de mancha anelar do amendoim,
vira-cabeca do fumo e vira-cabeca do tomateiro. As principais espécies sdo: Grondnut
ringpost virus (GRSV) e Tomato spotted wilt virus (TSWV).



Espécies classificadas no género apresentam RNA negativo e trés RNAs
(denominados L, M e S).

A transmissdo destas espécies € realizada principalmente pelos vetores
conhecidos como tripes (géneros Frankliniella e Trips), sendo as espécies mais comuns:
Frankliniella occidentalis e Frankliniella schultzei (GIBBS; OHSHIMA, 2010).

A relacdo estabelecida entre virus e vetores é do tipo circulativa propagativa, o
que significa que o virus se replica no vetor (FARIA; ZERBINI, 2000;
TIMMERMANS; DAS; MESSING, 1994). O virus é adquirido na fase larval. A
infeccdo com o virus resulta em manchas e murcha da planta, producdo vegetativa
reduzida, e eventualmente morte (AGRIQOS, 1997).

Ha um numero grande de culturas conhecidas por serem hospedeiras de espécies
do género de Tospovirus. Dentre elas cita-se além do tomate, amendoins, melancias
pimentas, tomates; além de espécies ornamentais como: copo-de-leite, crisantemos e iris
(BROWN et al., 1995; BERRY et al., 2004).

Os principais sintomas consistem em lesBes necroticas nas folhas e necrose das
nervuras e da regido apical, principalmente em Datura (Datura estramonium), mosaico,
deformacdo foliar e/ou necrose das nervuras e &pice das plantas. Em tomates os
principais sintomas sdo bronzeamento, mosaico, manchas anelares em folhas e necrose
no caule (SANTOS et al., 2004; STENGER et al., 1994).

Alguns sintomas de infeccdo por GRSV séo dificeis de diagnosticar. Em plantas
infetadas jovens, os sintomas caracteristicos sdo encontrados nas folhas, pois ocorre o
bronzeamento, seguido por manchas escuras. Assim, 0s sintomas progridem de murcha
para infeccdo, a qual é caracterizada por manchas escuras no talo principal. Além destes
sintomas, verifica-se também lesdes necroticas no talo e tecidos da epiderme. A fruta
pode ser deformada e ter um amadurecimento desigual (BROWN et al., 2011; PRATAP
etal, 2011).

3.2. Género Potyvirus

Espécies de Potyvirus (familia Potyviridae) apresentam particulas alongadas e

flexuosas (680 — 900 nm x 11 a 15 nm). A espécie Potato virus Y (PVY) € considerada a



espécie tipo do género e é responsavel por causar as doengas conhecidas como virus da
batata, risca do tomateiro e mosaico (GIBBS; OHSHIMA, 2010).

As espécies sdo transmitidas principalmente por vetores, inoculacdo mecéanica e
enxertia (SHUKLA, et al., 1994). A relacdo estabelecida entre virus e vetor é do tipo
ndo circulativa ndo propagativa.

Os principais sintomas sd@o branqueamento das nervuras das folhas novas, em
seguida estas desenvolvem um mosqueado caracterizado por linhas verde-escuras ao
longo das nervuras e um tecido verde-claro nas adjacéncias. As nervuras podem se
tornar necroticas em plantas infectadas com as racas mais severas do PVY.
(DOUGHERTY et al., 1988). Quando as folhas baixeiras comeg¢am a ficar amareladas,
as nervuras se tornam escuras, havendo a morte ou a queda das folhas. A infeccao por
este tipo de virus também é caracterizada pela descoloracdo escura longitudinal no

caule, que se estende do topo até a base da planta.

3.3. Género Begomovirus

Espécies de Begomovirus (familia Geminiviridae) sdo responsaveis por uma
grandes perdas econémicas para culturas importantes como: tomates, feijées, abobora,
mandioca e algoddo (BROWN et al., 2011).

A familia Geminiviridae é considerada a mais numerosa dentre os virus de
planta e esta representada atualmente por sete géneros (Becurtovirus, Eragrovirus,
Turncurtovirus, Mastrevirus, Curtovirus, Topocuvirus e Begomovirus (ICTV, 2013)
classificados de acordo com a gama de hospedeiros, o0 tipo de vetor, a organizacdo do
genoma e o relacionamento filogenético (ADAMS; KING; CARSTENS, 2013;
BROWN et al.,, 2011; FAUQUET HEYDARNEJAD et al.,, 2013). Os virus desta
familia apresentam DNA circular de fita simples encapsidados em particulas geminadas
de morfologia icosaédrica (18-20 x 30-32 nm). Os dois componentes sdo requeridos
para que a infec¢do ocorra (FARIAS; ZERBINI, 2000; BRIDDON et al., 1990; HOFER
etal., 1997; HANLEY-BOWDOIN et al., 1999).

As espécies sdo transmitidas por diferentes biotipos da mosca-branca (Bemisia

tabaci), porém sua rapida disseminacao a partir da década de 1990 deve-se a introducao



do biétipo B, que com taxas maiores de reproducdo e adaptacdo, é capaz de colonizar
uma maior gama de hospedeiros (FAUQUET et al., 2008).

Vaérias espécies estdo classificadas na familia, dentre elas destaca-se a espécie-
tipo: Tomato chorotic mottle virus (ToCMoV), (BROWN et al., 2011). Plantas
infectadas com ToCMoV geralmente desenvolvem sintomas de clorose internerval,
manchas cloroticas e mosqueado amarelo.

O controle das begomoviroses se baseia geralmente na diminuicéo da populacao
de B. tabaci, que demanda o uso de grandes volumes de inseticida, afetando diretamente
0 ecossistema e contribuindo para o desenvolvimento de resisténcia a pesticida nas
populagcdes de mosca-branca (ANDRADE et al., 2002). A maneira mais eficiente e
com o menor custo para o controle de begomoviroses é o uso de plantas resistentes.
Quando usadas com outros métodos de controle de pragas, podem garantir o sucesso da
producdo (GALVAO et al., 2003; ROJAS et al., 2005).



4. CARACTERIZACAO DAS CULTURAS INTRODUZIDAS
NO CIRCULO COMERCIAL E ALIMENTAR

As culturas aqui avaliadas, algumas estdo sendo lentamente introduzidas ao
circulo comercial e alimentar, e com cultivares adaptadas as condi¢fes edéaficas do
Cerrado brasileiro, que vem se destacando cada vez mais no cendrio agricola. S&o elas:
trigo sarraceno (Fagopirum esculentum), crambe (Crambe abyssinica), feijdo jacinto
(Hyacinth bean); soja preta (Glycine max), chia (Salvia hispanica), linhaca (Linum

usitatissimum), gréo de bico (Cicer arietnum) e lentilha (Lens Culinaris).

Figura 1. Espécies avaliadas neste trabalho.

A) Trigo sarraceno ( Fagopirum esculentum, B) Crambe ( Crambe abyssinica, c) Hacinth bean (Lablab purpurens, D) Soja preta (Glycine max)
E) Chia (Salvia Hispanica, F) Linhaga ( Linum Usitatissimum, G) Grao de Bico (Cicer arrietnum), H) Lentilha ( Lens Culinaris)



4.1. TRIGO SARRACENO (FAGOPYRUM ESCULENTUM)

O trigo sarraceno, também conhecido por trigo mourisco e ainda trigo mouro, é
uma planta da familia Polygonaceae (Figura 1). De acordo com PEREIRA
(Comunicacdo pessoal*). O grdo é mais uma alternativa ao cardapio dos celiacos, ou
seja, intolerantes ao glaten.

Esse pseudocereal, que na verdade ndo é um tipo de trigo, mas mais proximo da
familia do arroz, é nativo da Asia Central, e chegou a Europa durante a Idade Média
(SILVA, 2002). Planta anual, de caule ereto, herbaceo, ramificado, folhas alternas,
sagitadas, com raiz principal ramificada. A inflorescéncia € reunida num feixe, com
flores hermafroditas. O fruto € um aquénio trigono. Do ponto de vista botanico foram
identificadas 58 variedades distribuidas em duas subespécies: vulgaris e multifolium
(PACE, 1967). E uma planta que aprecia solos leves, medianamente 4cidos, que S&o
carentes de falta de ativacdo e metabolismo do elemento fosforo, portanto é muito
indicada para a regido do cerrado Brasileiro (ALBINO, 1983) e produz cerca de 10
ton/ha de massa verde, e pode produzir 2 ton/ha de semente.

A planta € um excelente pasto apicola, o qual gera um mel rico em
antioxidantes, além de possuir acdo bactericida e antiinflamatoria, ou seja, € um mel de
alta capacidade de cura (SILVA et al., 2004). Dispensa 0 uso de agroquimicos como
herbicidas, fungicida e inseticidas. O trigo sarraceno € um grdo de 6tima qualidade
nutricional, rico em fibras, fonte de proteinas e de ferro (ALMEIDA, 1997). Pode
substituir o trigo ou o arroz, ou mesmo ser usado no preparo de saladas, sopas, em
massas de pées, bolos e panquecas (TOR AGBIDYE et al., 1990).

O trigo sarraceno também é utilizado como planta de cobertura, ou seja, para
adubacdo verde, em funcdo da sua grande tolerancia a acidez e capacidade de utilizacdo
de sais de fosforo e potassio pouco solGveis no solo, consegue assim bom
desenvolvimento em solos pobres (PASCOALETTO et al.,, 1999). E eficiente no
controle de plantas daninhas, tanto de espécies monocotileddneas quanto dicotiledéneas,
decorrente da utilizagdo do sarraceno como cultura de cobertura (MENEZES, 2004).

Em funcdo dos exsudatos radiculares, e pelo fato de ser uma planta de familia
distinta de todas as cultivadas, varios efeitos positivos sobre doencas de plantas
cultivadas ja foram observados (PACE, 1964). Outra vantagem € o curto ciclo

vegetativo e o torna insubstituivel.



No Brasil, o cultivo foi introduzido por colonos eslavos e se popularizou nos
anos de 1928 a 1930. De 1966 a 1974, o Brasil exportou 185 mil toneladas de gréos de
sarraceno, principalmente, para a Europa e Japdo (AGUIAR, 1986). Planta com
caracteristicas técnicas e econdémicas que trazem resultados econémicos com a colheita
de grdos, com producdo média de 2 a 3 mil kg/ha. O peso de mil sementes é
aproximadamente de 35 gramas (TOMBETTA et al., 1994).

4.2.Crambe (Crambe abyssinica)

O crambe destaca-se para a producdo de biodiesel por sua rusticidade,
precocidade, sobrevivéncia ao estresse hidrico, f4cil cultivo e baixo custo de produgdo.
Planta de ciclo anual, o fruto seco contem de 30 a 38% de 6leo (PITOL, 2009). Na
regido Centro-sul do Mato Grosso do Sul, a época de plantio mais indicada € nos meses
de abril e maio. Em caso de ocorréncia de chuvas para a semeadura, nos meses de junho
ainda pode-se realizar a mesma. Por ser uma cultura de baixo custo, em boas condigdes
de fertilidade de solo, pode-se fazer o plantio com riscos menores que outras culturas
(FUNDACAO MS, 2009). Ha ainda a possibilidade de optar por semear o crambe apds
a colheita de milho safrinha efetuada até inicio de julho (MS FUNDAGCAO, 2010).

O crambe adapta-se bem a semeadura direta, sendo a profundidade ideal em
torno de 3 cm. O espacamento deve ser de 17 a 20 cm, pois a cultura fechara o solo
mais rapidamente, competindo com invasoras, visto que ndo ha herbicidas para o
controle de invasoras de folha larga (PITOL et al., 2010). O estande recomendado varia
de 70 a 120 plantas por metro quadrado. Em média, indica-se 25 a 30 sementes por
metro linear. Gasta-se em média 15 kg de sementes por hectare. Indica-se semear a
cultura em solos bem corrigidos com pH acima de 5,8 ( BROCH,; ROSCOE, 2010).
Quanto menos aluminio no solo e solos profundos, mais tolerante a seca vai ser a
cultura. Em relacéo ao solo, e sua fertilidade, ainda ndo h4 recomendacdes especificas, e
até que nivel de adubacdo € viavel, sendo indicado, em média, adubacdo de até 150
kg/ha de formulas similares ao 04-14-8 (NASCIMENTO et al., 2012).

A planta bem como seus subprodutos (torta e farelo) contém uma substancia
chamada glucosinolato presente nas folhas e hastes (ROSCOE; DELMONTES, 2009).

O farelo pode ser utilizado como fertilizante e disponibilizada aos ruminantes, como



fonte protéica devido a maior tolerancia desse grupo de animais a este composto, por
outro lado, deve ser evitado o consumo do farelo por suinos e aves por apresentar menor
tolerancia ao glucosinolato, este composto proporciona ao crambe uma maior tolerancia
contra ataque de pragas (PITOL et al., 2010).

O Oleo presente no crambe é improprio para consumo humano, pois contém 50 a
60% de &cido erucico que é utilizado como lubrificante industrial, na producdo de
borracha sintéetica, isolamento elétrico, surfactantes, inibidores de corrosdo
(WARWICKGUGEL, 2003).

Pesquisas realizadas pela Fundacdo MS, apontaram para uma producdo entre
1.000 e 1.500 Kg/ha. A grande tolerancia a seca, a geadas e a sua precocidade sdo as
grandes vantagens desta cultura, que floresce aos 35 dias e tem uma maturacéo rapida
apos o florescimento (PITOL; ROSCOE, 2010), possibilitando a colheita entre 85 e 90
dias, com maturacdo uniforme. O ideal é que neste periodo ndo chova, possibilitando
uma maturagdo mais uniforme ndo havendo prejuizo a qualidade do produto. A
ocorréncia de boa umidade na fase de implantacdo da cultura e inicio de crescimento

sdo condic0es ideais para a cultura.

4.3. Feijdo jacinto (Hyacinth bean)

Existem muitas variedades de feijdo jacinto, que produzem belas flores e folhas
em cores diferentes. Os grdos podem ser utilizados como alimentos para animais ou
como alimento humano (VILELA, 1998).

E uma forrageira de ciclo vegetativo anual, com forma de crescimento herbéceo,
de crescimento indeterminado, tem producdo da matéria seca de aproximadamente 8 t
MS/ha/ano, e teor de proteina na matéria seca de 18%. E tolerante a insetos e doencas.

O espacamento recomendado entre linhas é de 50 cm, com 8 sementes por metro
linear (45 kg/ha de sementes). Quando plantado com matraca recomenda-se duas a trés
sementes por cova, espacadas 40 cm uma da outra (VILELA, 1998). Quando a lanco,
normalmente se gasta um pouco mais de sementes. O peso de 1.000 sementes é de 239 a
251 g. Se em monocultivo a distancia recomendada entre sulcos é de 80 a 120 cm, e
entre plantas 30 a 50 cm isso estd em uma taxa de 15 a 20 k de semente/ha, para

producéo 30 kg/ha, quando se planta em associagdo com gramineas e quando é plantada
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com milho, a taxa usada é de 6 a 10 kg/ha. Deve-se semear a uma profundidade de 1 a
3cm. A semente normalmente tem uma taxa de germinagdo alta, entre 75 a 95%.
(VILELA, 1997). Produz-se aproximadamente 500 kg/ha de semente e ocorre a fixacao
de nitrogénio de 220 kg/ha.

Esta cultura é utilizada como adubo verde tendo por objetivo restaurar a
fertilidade do solo. E tolerante a seca, uma vez estabelecida e tem alto rendimento de
gréos. Possui alta resisténcia a doengas. .

Como outras leguminosas, o feijdo jacinto fixa nitrogénio, o que o torna uma
cultura de boa cobertura. Também é usado as vezes como forragem para gado. Em
muitas partes do mundo, feijdo de jacinto é cultivado como uma planta para agricultura
familiar (VILELA, 1997).

E uma fonte de alimentagdo importante em regides tropicais da Africa e Asia.
Nos Estados Unidos é cultivada mais como uma planta ornamental. Bons resultados
foram obtidos quando plantados juntamente com o milho para silagem e como cultura
de cobertura para pomares e plantac@es de café. O teor de proteinas dos feijdes varia de
20-28%, os aminoacidos sdo bem equilibrados com elevado teor de lisina. As folhas tém
teor de proteina de 28%, variando de acordo com a época produz flores e vagens
intermitentemente, resultando em uma maduracdo desuniforme. Dependendo da

variedade, se produz altas quantidades de sementes, entre 1 a 2.5 t/ha (VILELA, 1998).

4.4. Soja preta (Glycine max)

O Brasil é o segundo maior produtor de soja (Glycine max, L.), sendo
responsavel por quase 30% da colheita mundial. Mais de 80% da producdo total é
destinada a extracdo de Oleo e proteina para a alimentacdo humana, sendo que o
consumo na forma de grdo e de produtos industrializados vem crescendo, como
alternativa a proteinas de origem animal e devido aos potenciais beneficios a saude.
Grande parte da literatura cientifica refere-se a soja amarela, enquanto estudos sobre
soja preta ainda sao escassos.

A Empresa de Pesquisa Agropecuéaria de Minas Gerais (EPAMIG) anunciou
em meados de 2012 o desenvolvimento de um cultivar de soja preta, o qual foi possivel

atraveés de sucessivos cruzamentos genéticos com o objetivo de obter um cultivar mais
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resistente a doencas. O grdo ja esta sendo cultivado em campos experimentais em
Uberaba, no Triangulo Mineiro, e a estimativa é que a soja preta esteja disponivel para o
plantio em quatro anos. Os estudos da EPAMIG foram feitos em parceria com a
Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria (EMBRAPA)) e a Fundacdo
Tridngulo de Pesquisa e Desenvolvimento.

O langamento desta cultivar so foi possivel devido ao desenvolvimento de quase
dez anos de pesquisa que pertence a um programa de mais de 25 anos de melhoramento
da soja da EMBRAPA. Desde que chegou ao Brasil, em 1908, junto com 0s primeiros
imigrantes japoneses, a oleaginosa ndo caiu no agrado do paladar do brasileiro, cujo
consumo € tdo pequeno que sequer € medido por estatisticas. Os japoneses, pelo
contrario, consomem 8 gramas diarios do gréo.

Assim essa nova cultivar, a soja preta é vista como uma boa alternativa de
conquistar o consumidor. Nas pesquisas, buscam alternativa nova a alimentagéo
humana com a possibilidade de ser cozida junto ao feijdo preto, ou ate mesmo em

substituicdo ou ainda ser preparada separadamente.

4.5. Chia (Salvia hispanica)

A chia é uma planta herbéacea assim como o linho. E nativa da Guatemala e das
regides central mexicanas e da Coldmbia (AYERZA; COATES, 2000). H& evidéncia de
que os astecas cultivavam o vegetal em tempos pré-colombianos presente no codigo
Mendonza datado do século XVI, documento no qual também se mencionava sua
relevancia agricola a época. A chia € uma pequena semente de forma oval com 2 mm de
comprimento.

Chia é a palavra maia para designar forca (CAHILL, 2003), uma vez que as
sementes eram utilizadas por estas culturas como alimento de mega-energia e isto tudo
porque elas possuem cinco vezes mais calcio que o leite, duas vezes mais potassio que
as bananas, trés vezes mais antioxidantes que as famosas uvas do monte, trés vezes mais
ferro que o espinafre. Sdo fontes de proteina completa, fornecendo todos os
aminoéacidos essenciais de que precisamos. Sdo também mais ricas em fibras do que a
aveia e contém mais dmega 3 que a linhaca (PEIRETH; MEINERI, 2008).
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Mais conhecida por sua semente, a qual é comercializada integralmente, moida
ou em forma de 6leo, a chia também € dona de folhas que podem ser aproveitadas para
infusBes. Ambos derivados, independente da forma, sdo tidos como ricas fontes de
minerais, aminodcidos essenciais, e frequentemente enaltecido seu potencial em
prevenir doencas cardiovasculares, diabetes e até tumores, além do de auxiliar na perda
de peso. A semente € visivelmente a principal parte da planta nos &mbitos comercial e
gastronémico (CAHILL, 2003). Atualmente a chia é cultivada para fins comerciais no
Meéxico, Argentina, Bolivia, Peru e Coldmbia.

A chia é, assim como a linhaca, uma semente mucilaginosa (MARTHA et al,
2012). Estas sementes sdo de fato ricas em mucopolis-sacarideos e constituem uma
excelente fonte de fibras alimentares soltveis e insollveis e sdo também uma boa fonte
de proteinas de alta qualidade com um excelente padrdo de aminoacidos. Rica em
minerais com 0,65 % de célcio, um valor muito mais alto do que na maior parte das
outras sementes, é por vezes, considerada um alimento funcional dadas suas
caracteristicas compositivas (BRESSON, et al, 2009). Seu efeito mucilaginoso, ou seja,
0 de absorver e reter quantidade significativa de agua, como um emulsificante devido a
alta concentragéo de fibras, torna a chia interessante para quem busca emagrecer, posto
que pode intensificar a sensacdo de saciedade, quando utilizada de maneira integral,
pode ter diversos usos culinarios. (ANTRUEJO et al 2011). Agindo quase como
emulsificante, torna liquidos mais proximos de um gel e da "liga" a massas. (CAHILL,
2003).

A semente de chia pode ser inserida em receitas como pudins, paes, tortas,
quiches, mousses, cremes, patés, risotos, farofa, saladas de frutas, sucos e vitaminas. Na
China alguns virus ja foram identificados, dentre eles cita-se Clerodendron mosaico
dourado virus em plantas de Salvia (PROVANCE, 2008) e dois virus de DNA
(CAHILL, 2003).

4.6. Linhaca (Linum usitatissimum)

O linho é uma planta herbacea que chega a atingir um metro de altura. Compde-
se basicamente de uma substéncia fibrosa, da qual se extraem as fibras longas para a

fabricacdo de tecidos e de uma substancia lenhosa. Produz sementes oleaginosas e a sua
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farinha € utilizada para cataplasmas de papas, usada para fins medicinais. (DUKE,
1978).

Plantam-se trés tipos de linho: a) linho de fibras (linho para debulhar), para a
obtencéo de fibras téxteis; b) a semente, para a obtengdo de 6leo de linhaga; c) linho de
cruzamento, conseguido pelo cruzamento do linho de fibras com 6leo, foi desenvolvido
para dar um rendimento suficiente de fibras e 6leo. A fibra, contudo, ainda néo satisfaz
as esperancas nela depositadas pela industria. (RATIM, WOLLMANN, 1976). Para que
o feixe de fibras ndo sofra interrup¢do, baixando assim o valor da fibra para a fiacao, €
indispensavel cuidar para que o talo ndo se ramifique. Consegue-se isso mediante a
semeadura compacta.

Os talos tém uma altura aproximada de 50 a 100 cm; o comprimento mais
comum € 80cm, com ramificacdo na parte superior. (DYBING, LAY, 1981). Das flores,
de cor azul- claro, desenvolvem-se capsulas de sementes com cinco lojas ou células. O
interesse econdmico principal desta cultura esta na obtencao de 6leo de linho. A planta
baixa ramifica-se muito, origina mais flores, produzindo assim maior quantidade de
sementes de 6leo. A extracdo de fibras é desprezada.

A linhaga é a semente do linho (Linum usitatissimum), muito utilizada em
culinéria, onde é consumida com casca e dela se extrai o 6leo de linhaga que é rico em
O0mega 3, 6mega 6 e dmega 9 (DUKE,. 1978). Além disso, o 6leo da linhaca € usado na
industria cosmética e em farmacias de manipulacao.

A linhaca dourada desenvolve-se em climas muito frios, como norte dos Estados
Unidos e no Canada, maior produtor mundial de linhaca. A linhaca marrom pode
desenvolver-se em regifes de clima guente e imido, como é o caso do Brasil. A linhaca
dourada apresenta indices de lignina superiores aos da linhaca marrom. Entretanto, ao
contrario do que alegam os que comercializam a linhaga dourada, existe discreta
vantagem para a linhagca marrom, que é 100% nacional, em relacdo a quantidade de
omega 3 (TRUCOM, 2006). Em abundancia no Brasil, as sementes de cor marrom ja
foram acusadas de maior toxicidade e menor funcionalidade nutricional. 1sso ocorre
talvez por serem menos estudadas que as douradas, variedade que é consumida e
pesquisada ha mais tempo pelos maiores produtores mundiais do hemisfério norte
(TRUCOM, 2006). A fibra rende de 200-1200 kg/ha. A produgéo de semente possui

rendimentos de 220 a 2820 kg/ha, mas ha regiGes em que os rendimentos podem ser
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muito mais altos. H& registros de rendimentos de semente na regido norte-americana de
2460 kg/ha nos Estados do norte para 4390 kg/ha no inverno (DYBING,1981).

O linho pode ser parasitado por varios patogenos (DUQUE,1978). Espécies de
virus como Alfafa mosaic alfamovirus e Tobacco rattle tobravirus ja foram descritas na
cultura (REED, 1976).

4.7. Grao de bico (Cicer arietnum)

O grdo-de-bico (CICER ARIETINUM L.) é uma leguminosa produzida,
principalmente, no Sul do Brasil. E uma planta herbacea, de ciclo anual, com folhas
verde-amareladas, flores brancas e que alcanca até 60 cm de altura, em cujo interior se
encontram entre 2 a 3 grdos. Os grédos de cor castanho-claro, ou verdes, sdo
arredondados, tendo uma pequena "espora” indicada para cultivos de outono e inverno,
apresenta extensa variagdo na forma, tamanho e coloracdo dos grdos (VAN DER
MAESEN,. 1987). Os solos mais indicados para o seu plantio sdo os argilosos, ou 0s
arenosos, que podem variar de textura (MUEUHLBAUER, 1996). O grdo-de-bico é um
legume com importantes qualidades culinarias e nutritivas, sendo rico em proteinas, sais
minerais e vitaminas do complexo B. Além disso, devido a grande quantidade de
celulose contida na casca, e devido a sua grande quantidade de amido, € usado pelo
nosso organismo como fonte de energia. E pobre em agua e gorduras, e esta isento de
colesterol. (MUEHLBAUER; SINGH, 1987). Contém ainda elevadas gquantidades de
acido folico. Cada 100g de grdo contém 6g de fibras, sendo na sua maioria, fibras
soluveis, ajudando de uma forma bastante eficaz 0 nosso organismo a eliminar agucares,
gorduras e o colesterol. O teor de proteina é de 20 a 30%. Possui muitas fibras, zinco,
potassio, ferro, calcio e magnésio. Se for consumido todos os dias, faz ganhar massa
muscular, aumenta o bom humor, reduz o nivel de colesterol ruim e regula o intestino
(VAN DER MAESEN, 1987).

Apesar de ndo ser muito comum na alimentagéo dos brasileiros, a producdo atual
ndo é suficiente para atender o mercado interno, fazendo com que exista um processo de
importagcdo regular desse produto, principalmente do Chile e Argentina. Sendo um
alimento relativamente barato oferece uma grande versatilidade na culinaria e é

indispensavel numa dieta alimentar equilibrada. Para o consumo humano, € preparado
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cozido e, além disso, suas folhas s&o utilizadas como forragem para alimentagdo animal
(MALHOTRA, PUNDIR, SLINKARD, 1987). E produzido principalmente pela india,
responsavel por mais de metade da producdo mundial. Muito apreciado nos paises
mediterraneos e em certas regides da Asia e da América, o grdo-de-bico ja era muito
conhecido na época dos romanos, gracas a sua notdvel resisténcia as variagdes
climéticas e a seca.

E uma planta de origem asiatica de regiGes muito frias e, por esta razdo, se
adapta melhor na regido Sul, por suas temperaturas mais baixas.(SINGH, 1997)
Apesar disto, existem variedades que podem se adaptar as condigdes do cerrado e com
uma produtividade muito boa, acima das médias mundiais.

Sendo sua produtividade normal de 1.200 kg/ha de sementes, sem irrigacéo, e
1.500 a 2.400 kg/ha de sementes, com irrigacdo (MUEHLBAUER, 1996). Nos cerrados
brasileiros, € feito o plantio em meados de abril até o inicio de maio. Sdo conhecidos
dois tipos de gréo-de-bico, desi (colorido, pequeno de semente angular e fibrosa) e
kabuli (bege e grande).

Algumas espécies de virus atacam a cultura, o Bean yellow mosaic virus
(BYMV), Alfafa mosaic virus (AMV), Cucumber mosaic virus (CMV) (SINGH, 1987)
e Faba bean necrotic yellow virus (FBNYV) (SINGH, 1988).

4.8. Lentilha (Lens culinaris)

As lentilhas eram cozidas desde os primdrdios da civilizacdo no Oriente Médio,
onde se espalharam para a Europa do sul e central e para o norte de Africa. A sopa de
lentilhas continua a ser uma preparagdo popular em toda a regido (LEWIS, 2005). As
lentilhas sdo benéficas para a saude, principalmente devido as fibras que fornecem ao
organismo, mas também devido a varios compostos importantes para 0 metabolismo,
como os fosfatos e varios minerais. (WOJCIECHOWSKI, 2005). Consumir lentilhas
durante a passagem de ano € uma crencga popular, com promessas de um ano lucrativo.

O Brasil tem importado quase a totalidade da lentilha destinada ao consumo
(APG II). Praticamente todo o consumo interno desta leguminosa é suprido por meio de
importacOes principalmente do Canada, Argentina e Estados Unidos, atingindo o valor

médio de US$ 440,00 (FOB) por tonelada. Isto ocorre, devido, principalmente, a falta
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de interesse dos grandes importadores/empacotadores em estimular a produgéo
nacional, bem como a inexisténcia de tradicdo de cultivo por parte de nossos
agricultores (LUCKOW, 2008). As lentilhas estdo entre os cinco legumes mais
importantes no mundo e é extremamente importante nas dietas de populagdes da india e
o0 Oriente Médio (FAO, 2012). Lentilhas sdo legumes altamente apreciados devido ao
gosto e qualidade nutricional que os fazem muito caro para se alimentar o gado
(LUCKOW, 2008). O preparo culinario da lentilha pode ser cozido, frito, e é usado em
uma gama extensiva de pratos (sopas, saladas, guisados), farinha de lentilha é usada
para massa, pdo e goma. Além dessas opgdes, pode-se preparar as vagens jovens e
folhas como legume. (HEUZE, 2013).

A lentilha pode ser um valioso aliado em rotacdes de cultura de cereal (DOYLE,
2009). As lentilhas sdo leguminosas, fixadoras de nitrogénio através da simbiose com
umas bactérias do género Rhizobium leguminosarum. E uma opgdo a agricultura
irrigada de inverno, principalmente na regido dos cerrados, onde esta cultura alcangou
produtividades variando de 1200 a 1500 kg/ha. E uma cultura ndo muito exigente, de
ciclo relativamente curto e totalmente mecanizada. Aliado a estes fatores, ndo se
dispunha de tecnologia adequada para a produ¢do, bem como de cultivares adaptadas as
nossas condicdes edafoclimaticas (HEUZE, 2013).

Hoje, gracas aos trabalhos de pesquisa realizados por diferentes instituicGes, esta
tecnologia esta disponivel assim como ja existem cultivares promissores para algumas
regides, que sofrem com ataque de pragas. Como espécies de virus na cultura, cita-se
Bean yellow mosaic virus - BYMV, AMV e Pea enation mosaic virus - PEMV
(LEWIS, 2005).

5. Avaliacdo das espécies selecionadas como possiveis hospedeiras de
Potato virus Y (PVY), Grondnut ringspot virus (GRSV) e Tomato

chlorotic mottle virus (ToCMoV)
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5.1. Aspectos Gerais

A producdo de alimentos é um desafio constante na agricultura. As espécies
crambe, trigo sarraceno, grdo de bico, linhaga, chia, feijdo, jacinto, soja preta e lentilha
tem sido apontadas como substitutas a algumas outras espécies cultivadas. Diversos
patdgenos acometem as culturas destacando-se dentre eles espécies de virus e fungos.

A introducdo destas culturas ao cultivo abre perspectivas de fontes substitutas a
varios produtos na agricultura, porém levanta a preocupacdo referente a aspectos
fitopatoldgicos quanto ao levantamento e diagnose de patdgenos nestas culturas; papel
destas espécies de plantas como potenciais hospedeiras de patdgenos importantes e
controle de patdgenos.

Espécies de virus sdo transmitidas na natureza através de diferentes formas,
desde sementes, contato mecanico entre plantas, inoculagcbes mecanicas, enxertias,
polen e cuscuta.

Os géneros Tospovirus, Potyvirus e Begomovirus destacam-se com suas espécies
Groundnut ringspot virus (GRSV), Potato virus Y (PVY) e Tomato chlorotic mottle
virus (ToCMoV) por sua grande importancia na agricultura e por causarem doengas em
diversas solanéceas, dentre elas pimentas, pimentdes, berinjela e tomate, sendo o tomate
é uma das principais hortalicas cultivadas no Brasil e no mundo.

Espécies de Begomovirus constituem atualmente um dos mais sérios problemas
para esta cultura. Espécies classificadas neste género sdo transmitidas pelo vetor
Bemisia tabaci. Devido a grande diversidade de espécies de Begomovirus existentes em
todas as regides onde o tomateiro é cultivado aliado a dificuldade de controle quimico
de B. tabaci, que além de oneroso, tem propiciado o desenvolvimento de populacGes
resistentes a inseticidas, a melhor opcéo tem sido o emprego de medidas integradas de
controle, dentre elas o uso de materiais resistentes e erradicacao de fontes de in6culo.

Espécies de Tospovirus sdo transmitidas de forma mecanica e através de vetores
(géneros Trips e Frankliniella) estabelecendo um tipo de relacdo circulativa néo
propagativa. Ja as espécies de Potyvirus sdo transmitidas mecanicamente e via vetor
afideo. Conforme mencionado acima algumas medidas desejaveis de controle para
espécies de Potyvirus e Tospovirus consistem em uso de materiais resistentes e
diminuicdo de fontes de inodculo (que pode ser feita através de erradicacdo ou plantios

em areas afastadas de potenciais fontes de inoculo)
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Desta forma o objetivo deste capitulo foi avaliar o potencial destas plantas como
hospedeiras de ToCMoV, PVY e GRSV, determinando assim se as mesmas podem funcionar

como fonte de ind6culo destes virus em campo.

5.2. Método do processo de noculacdo mecanica - Groundnut ringspot
virus - GRSV e Potato virus Y - PVY

Os experimentos foram realizados na Estacdo Experimental de Biologia da
Universidade de Brasilia (EEB- UnB), onde foram cultivadas em vasos em casa de
vegetacao.

Passo 1: Plantio - Sementeiras das espécies crambe, trigo sarraceno, grdo de
bico, linhaca, chia, feijdo jacinto, soja preta e lentilha foram preparadas em vasos de
plastico sendo utilizadas 50 sementes de cada acesso. Foram plantadas 20 sementes de
Datura stramonium (controle positivo para Groundnut ringspot virus - GRSV)
juntamente com 20 sementes de TNN (controle positivo para Nicotiana tabacum para
Potato virus Y) e 20 sementes de tomate de Santa Clara (controle positivo para Tomato
chlorotic mottle virus - ToCMoV).

Passo 2: Transplante - O transplante foi feito 10 dias ap6s germinacdo, em
vasos separados e etiquetados contendo solo autoclavado.

Passo 3: Inoculagdo - Aproximadamente sete dias ap0s o transplante foram
utilizadas 13 mudas de cada acesso em vasos, 0s quais 12 foram inoculados de forma
mecanica com a espécie GRSV utilizando fonte de in6culo macerado em tampdo de
inoculacdo Fosfato de potassio (0,5 M pH 7,0) gelado contendo sulfito de sodio a 0,1 %,
inoculadas com carborundum (400 mesh) como fonte abrasiva, mantendo um vaso de
controle ndo inoculado. Foram também utilizadas 13 mudas dos mesmos acessos, sendo
12 vasos inoculados mecanicamente com a espécie PVY, mantendo um vaso nao
inoculado. Passados sete dias apds primeira inoculacdo, as mesmas plantas foram
reinoculadas (Figura 2 e 3). Foram feitas avaliagdes visuais a cada sete dias.

Passo 4 : AvaliacOes - As avaliagdes foram feitas aos 7, 14, 21, 28, 35 e 60 dias

apos a re-inoculacdo mediante presenca ou auséncia de sintomas (Figura 4 e Figura 5).
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Figura 2. Plantas inoculadas com Potato virus Y e GroundnutLingspot virus, 20 dias apds
semeio.

Figura 3. Plantas inoculadas com as espécies Potato virus Y e Groundnut ringspot virus, 35
dias apds semeio.
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Figura 4. Plantas inoculadas com PVY abaixo
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A) Trigo sarraceno, B) Crambe, C) Feijao jacinto, D) Soja Preta, E) Chia, F) Linhaga, G) Gréo de bico,
1) Fumo: contole positivo, J) Fumo, controle negativo

Figura 5. Sintomas apresentados em plantas inoculadas com GRSV

A) Trigo sarraceno, B) Crambe, C) Feijao jacinto, D) Soja Preta, E) Chia, F) Linho,
G) Gréo de bico, H) ITentiIha, I) Controle (-) Datura estramonium, J) controle (+) D.s
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5.3. Método do processo de inoculagdo de Tomato chlorotic mottle virus
(ToCMoV) via vetor Bemisia tabaci

Passo 1 : Plantio - Em bandejas de isopor foram transplantadas 12 plantulas de
cada acesso (espécies de crambe, trigo sarraceno, grdo de bico, linhaca, chia, feijdo
jacinto, soja preta e lentilha) mantendo em cada bandeja igualmente plantadas, sementes
do controle tomate Santa Clara, frente a espécie Tomato chlorotic mottle virus -
ToCMoV.

Passo 2: Inoculacdo - As plantulas foram inoculadas em incetario via vetor
virulifero Bemisia tabaci durante 20 dias. Todos os dias as plantas eram rotacionadas
para favorecer a inoculacdo de maneira igualitaria, e alterada a disposicdo para que
todos os acessos fossem igualmente visitados pelo inseto vetor (Figura 6).

Passo 3: Coleta - Ao vigésimo dia coletou-se a terceira folha do apice para a
base com o intuito de avaliar a colonizacdo do vetor, sendo feita a contagem de ovos,
ninfas em primeiro, segundo, terceiro e quarto instares, e os adultos.

Passo 4: Pulverizacdo - As bandejas foram retiradas da casa de moscas,
pulverizadas com inseticida Imidacloprid, sendo transplantadas em vasos, contendo solo
autoclavado.

Passo 5: Avaliagdes - A avaliacdo dos sintomas foi feita aos 7, 14, 21, 28, 35 e

60 dias ap0s o tratamento para o vetor (Figura 7).

Figura 6. Plantas inoculadas via vetor (Bemisia tabaci)



A) Trigo sarraceno ( Fagopirum esculentum), B) Gréo de Bico ( Cicer arietnum),
C) Crambe (Crambe abyssinica), D) Feijao jacinto (Hyacinth bean), E) Linho (Linum usitatissimum).

Figura 7. Sintomas observados em plantas inoculadas via vetor (Bemisia tabaci)

A) Trigo sarraceno, B) Crambe, C) Feijdo jacinto, D) Soja preta, E) Chia, F) linhaga
G) Gréo de bico, H) Lentilha, I) Tomate Santa clara.
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5.4. Método do processo de avaliacdo de sintomas e detec¢cdo de Tomato
chlorotic mottle virus (ToCMoV) via hibridizacdo de acido nucléico

Passo 1: Deteccdo - Para deteccdo viral foi feita a hibridizacdo de acidos
nucléicos, atraves da técnica de Dot-plot, fazendo o corte da segunda folha a partir do
apice das plantas testadas, e levemente a pressionada sobre membrana de nailon
(Amersham Hybond-N+), ja tratada com NaOH %2 por 5 min, Tris-HCL 1 M ph 7.4
por cinco minutos, SSC 2 X por 5 min. Por meio de sondas radiotivas para o
componente A viral, foi possivel a deteccdo, utilizando o kit Rediprime Il Labeling
System (GE healthcare), conforme instrucdes do fabricante.

Passo 2: A hibridizacdo foi feita com tamp&o Church modificado a 55°C com
sucessivas lavagens com SSC 2 X, SDS 0,1 % em temperatura ambiente.

Passo 3: A membrana foi exposta no Imagine plata BAS-MS (Fuji Film) e
analizadas em equipamento de Biolmaging Analyser FLA 3000 (Fuji Film)
(FONTENELE et al, 2010).

5.5. Contagem de ovos, ninfas e adultos de Bemisia tabaci

Para verificar a colonizacdo das moscas-brancas nas plantas cultivadas foi

realizada a contagem de ovos, ninfas e adultos do vetor Bemisia tabaci.

5.6. Dot-Elisa: GRSV e PVY

O teste de deteccdo soroldgica Dot-ELISA, foi realizado em membrana de
Nitrogenase Hybond C. Foram coletados aproximadamente trés discos foliares, da
terceira folha a partir do apice. Levados ao laboratério de Virologia — UnB, la macerado
em 1 mL solucéo tampdo PBS-1X (0,1% de sulfito de sddio). Em todas as amostras,
foram seguidos os mesmos procedimentos, de 1:10 p/v (PIO-RIBEIRO,et al, 1993). Em
membrana ja preparada aplica-se 2 ul de amostra , espera secar para aplicacdo de
solucdo de bloqueio PBS-Tween 2% (PBS-T) + 5% p/v de leite desnatado, para que
ocorra o isolamento das regides ndo ocupadas, apds uma hora sob agitacdo constante.
Foram efetuadas trés lavagens seguidas com 10 ml de PBS-T por 10 min cada

procedimento. Apo6s as lavagens o anticorpo policlonal para GRSV ou PVY na
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proporgdo de 1:1000, foi adicionado. Manteve por 2 horas em agitagdo constante,
seguiram-se trés lavagens em PBS-T por cinco minutos sendo agitadas a cada lavagem,
em seguida um segundo anticorpo foi adicionado (anti-rabit-Invitrogen) 1:30000,
repetindo a agitacdo por trés horas, seguidas sucessivas lavagens sob agitacdao, foram
adicionados 10 mL da solugdo com substrato NBT-BCIP, onde adicionou-se 33 uL de
BCIP (5-bromo-4-cloro-3-indolil fosfato) e 66 pL de NBT (Cloreto Nitroazul de
Tetrazdlio). Mantendo sempre sob agitacdo constante, até que se houvesse a formacao
de manchas puarpuras no local de deposi¢do das amostras, indicando a presenca do virus
é feita de imediato uma lavagem em H,0 destilada, para isolamento (Figuras 8 e 9.

Figura 8. DOT-ELISA para PVY

o -« ©0 a O T 9

A

a) Trigo sarraaceno, b) Crambe, c) Feijdo jacinto, d) Soja preta
e) Chia, f) Linhaca, g) Grdo de bico, h) Lentilha, i) C+ TNN, j) C-
k) C+ EEB-UnB

Figura 9. DOT-ELISA para GRSV.
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Trigo sarraaceno, b) Crambe, c) Feijdo jacinto, d) Soja preta
e) Chia, f) Linhaca, g) Grdo de bico, h) Lentilha, i) C+ TNN, j) C-
k) C+ EEB-UnB

Figura 10. Hibridizagdo para ToCMoV.

Trigo sarraceno, Hyacinth bean, Soja preta, Linhaca, Grdo de
bico, Lentilha, Contole negativo, C 2 e 3 controle (+)Tomate
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5.7. Resultados e discussao

5.7.1. Género Potyvirus

Todas as espécies foram testadas frente a espécie Potato virus Y. O controle
usado como positivo (Nicotiana tabaccum TNN) apresentou sintomas visuais em todas
as avaliacOes e sinal positivo em Dot-Blot, entretanto nenhuma das amostras avaliadas
apresentou resultado positivo mediante o teste soroldgico (Figura 4 e Tabela 2).

5.7.2. Género Tospovirus

O controle positivo Datura estramonium, apresentou uma planta positiva
mediante avaliacdo visual e outras trés sem sintomas tipicos de GRSV. A quinta planta
usada como controle positivo morreu antes do teste sorolégico. Em Dot-Blot uma destas
plantas apresentou forte sinal positivo, duas apresentaram sinal fraco e uma ndo
apresentou nenhum sinal indicando que ndo houve eficiéncia de 100% na inoculagéo
(Figura 5 e Tabela 2).

Das oito espécies de plantas avaliadas neste trabalho para Groundnut ringspot
virus, trigo sarraceno (trés plantas), feijdo jacinto (nove plantas), soja preta (cinco
plantas), lentilha (trés plantas) e grdo de bico (uma planta) apresentaram resultados
positivos em Dot-Blot. Assim espécies contendo plantas que por ventura nao tenham
sido detectadas como positivas em Dot-Blot deverdo ser re-testadas futuramente
(Figura 5 e Tabela 2).

Groundnut ringspot virus (GRSV) juntamente com outras trés espécies de
Tospovirus causa a doenga conhecida como ‘vira-cabe¢ca do tomateiro’e é um
importante patégeno para varias outras espécies cultivadas. De acordo com o resultado
obtido as plantas citadas acima podem ser consideradas como potenciais hospedeiras
desta importante espécie de virus de plantas e deverdo ser avaliadas novamente para

determinar se a infecgdo precoce por GRSV acarreta perdas na producédo destas culturas.

5.7.3. Género Begomovirus
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Para Tomato clorotic motlle virus, apds a retirada das plantas da casa das moscas
viruliferas, procedeu-se a coleta da terceira folha de cada planta a qual foi submetida a
contagem de ovos, ninfas e adulto. Em todas as repeticdes de cada planta foram
observados altos indices de todos os estdgios do vetor Bemisia tabaci, excegdo feita
para trigo sarraceno onde, apesar da observagdo de oviposicédo, as taxas foram menores
qguando comparadas ao controle suscetivel Santa Clara e as demais espécies aqui
avaliadas.

Quanto a avaliacdo de sintomas, 0s controles apresentavam sintomas tipicos de
virus e algumas plantas (exceto linhaca) apresentaram sintomas de desvio de cor
(Figura 7). Muitos destes sintomas provavelmente estdo relacionados a outros fatores.

O teste molecular de hibridizacdo de acidos nucleicos foi realizado aos 35 dias
apos o término da inoculacdo (dati), entretanto neste momento muitos destes controles
haviam morrido. N&o foi possivel detectar nenhum sinal do controle na membrana,
entretanto trigo sarraceno e feijdo jacinto foram positivas. Este ensaio devera ser
repetido futuramente ja que as plantas do controle positivo ndo foram detectadas como
positivas por hibridizagdo molecular.

Tomato chlorotic motte virus é uma importante espécie dentro do género
Begomovirus que afeta diversas solandceas, incluindo a espécie cultivada Solanum
lycopersicum. As espécies trigo sarraceno e feijdo podem ser fontes de indculo deste
virus no campo. Ensaios futuros deverédo ser realizados com ToCMoV nestas culturas
pois dependendo do estagio de infeccdo este virus pode ser um problema nestas culturas

também.
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Tabela 1. Nimero de plantas das espécies cultivadas apos avaliagao dos sintomas e testes de deteccgao

Espécieis GRSW! PVY2 ToCMoV?
virais N° plantas positivas | N° plantas positivas N° plantas positivas
. . Dot- : Dot- . Lo
Especies Sintoma ) Sintoma ) Sintomas* | Hibridizagao
. Elisa Elisa
cultivadas
Trigo Sarraceno
1/10 1/11 3/10 0/10 717 8/8
(Fagopyrum esculentum)
Crambe
. 2/11 0/11 0/12 0/12 6/8 0/0
(Crambe abyssinica)
Feijao-jacinto
. 7/12 9/12 0/112 0/12 4/8 8/8
(Hyacinth bean)
Soja Preta
. 5/10 5/10 8/10 0/12 8/8 0/0
(Glycine max)
Chia
L ) 0/12 0/12 0/12 0/12 12/12 0/0
(Salvia hispanica)
Linhaga
. o 0/12 0/12 0/12 0/12 6/9 0/0
(Linum usitatissimum)
Gréo de Bico
. o 0/5 1/6 6/6 0/12 5/8 0/0
(Cicer arietinum)
Lentilha
o 1/3 3/6 414 0/4 4/6 0/0
(Lens culinaris)
Tomate
(Lycopersicum - - - - 12/12 0/0
esculentum)
TNN
- - 4/4 4/4 -
(Tabacco
Datura
. 1/5 3/5 - - - -
(Datura estramonium

*Groundnut ringspot virus, “Potato virus Y, *Tomato chlorotic mottle virus.

5.8. Conclusdes

Para PVY nenhuma das espécies testadas apresentou resultado positivo. Para
GRSV, trigo sarraceno, feijdo jacinto, soja preta, lentilha e grdo de bico apresentaram
resultados positivos em Dot-Blot evidenciando que estas espécies constituem potencial
hospedeiras de virus no campo. Para ToCMoV, amostras de trigo sarraceno e feijéo
preto foram positivas embora o controle ndo tenha reagido adequadamente. Estas
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espécies positivas deverdo ser avaliadas futuramente quanto a aspectos de producéo
apo6s serem submetidas a infeccdo precoce com os virus para os quais elas foram
positivas.

CAPITULO 2
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6. Deteccdo de Plasmodiophora brassicae e Alternaria
brassicicola em Crambe abyssinica

6.1. Aspectos Gerais

A necessidade por matéria prima ndo comestivel para a producdo de
biocombustivel vem aumentando ano ap6s ano o pais e no mundo. De acordo com
Carlsson (2009), 90% do petréleo consumido anualmente é usado como fonte de
energia para transporte, geracao de calor e eletricidade.

Outras fontes de energia alternativa e renovavel vém sendo cada vez mais
comuns. De acordo com o Ministério de Minas e Energia (MINISTERIO DE MINAS E
ENERGIA, 2010) o Brasil apresenta 43,9% de sua matriz energética baseada em fontes
de energia renovéavel.

Neste contexto visando contribuir e incentivar a energia por fontes alternativas
alguns programas foram criados pelo governo brasileiro como o PNA (Plano Nacional
de Agroenergia) e o PROINFA (Programa de Incentivo as Fontes Alternativas de
Energia Elétrica).

Nos ultimos anos varias espécies vém sendo utilizadas como matérias primas
alternativas, entretanto muitas delas (mamona, dendé e girassol) ndo tém atingido o
sucesso esperado e dados apontam que 75,22% da matéria prima utilizada para a
fabricacdo de biodiesel atualmente é o dleo de soja.

Diante deste quadro Pitol, 2010 dentre outros pesquisadores apontam o Crambe
(Crambe abyssinica) (figura 1) como uma alternativa a ser usada.

O crambe € nativo da regido mediterranea e tem sido cultivado no continente
africano, na Asia central e oeste, Europa, Estados Unidos da América e América do Sul
(OPLINGER et al., 1991).

Esta espécie algumas vantagens para cultivo que consistem na ndo exigéncia de
tratos culturais especificos e no baixo custo/ha com operacfes basicas de preparo da
area, plantio, colheita e transporte. Aliado as estas vantagens destaca-se também a
rusticidade e precocidade da cultura. Com relagéo a producéo de 0leo, o fruto apresenta

aproximadamente 38% de bleo, e &cido erdcico.
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Figura 1. Crambe abyssinica, em plantio experimental na Estacdo
Experimental de Brasilia - (EEB-UnB)

O crambe encontra-se classificado na importante familia Brassicaceae. As
plantas classificadas na familia Brassicaceae (conhecidas anteriormente como
cruciferas, familia Cruciferae) correspondem a angiospermas dicotiledéneas. A familia
encontra-se composta por 338 géneros e aproximadamente 3.800 espécie, distribuidas
por diversas regifes temperadas e nos hemisférios Norte e Sul com maior concentracéo
nas regides mediterranea e Asia Central. Varias espécies de importancia econémica
encontram-se classificadas na familia, dentre elas podemos citar: Brassica napus (nabo),
B. campestris, Raphanus sativus (rabano), Sinapis alba (mostarda blanca), Brassica
nigra (mostarda negra), Capparis spinosa (alcaparras) ( Hill, 1965) e diferentes
variedades de Brassica oleraceae e nos Gltimos anos o crambe vem se destacando pelo

seu grande potencial para a producdo de matéria-prima para biodiesel.
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Assim como outras espécies da familia Brasssicaceae o crambe pode ser afetado
por varios patdgenos.

De acordo com WANG et al. (2000), o crambe apresenta baixa resisténcia a
doencgas. Contrariamente a esta afirmacdo alguns anos mais tarde PITOL (2010) afirma
que dependendo das condi¢Ges ambientais (baixa precipitacdo e umidade relativa do ar)
a cultura ndo apresenta problemas com doencas fungicas.

GLASER (1996) relatou os seguintes fungos em crambe: mofo branco
(Sclerotinia sclerotiorum), podriddo de raiz (Pythium sp), canela preta (Leptosphaeria
maculans) e alternaria (Alternaria sp.). A espécie Alternaria brassicicola ja havia sido
relatada anteriormente como a principal doenca ligada ao crambe (OPLINGER et al.
(1991). PITOL (2010) também observaram alguns dos fungos acima citados e também
fusario (Fusarium sp) e plasmodiofora (Plasmodiophora brassicae).

MACAGNAN et al. (2010) também identificaram A. brassicicola em plantas de
crambe no estado de Goias, entretanto no Brasil o primeiro relato da doenga foi no
estado do Parana (CARNEIRO, 2009, CARLSSON et al. (2007) descreveram varias
espécies de patdogenos em crambe (fungos acima ja citados) e acrescentam que
ocasionalmente podem ocorrer infecgdes por Cladosporium spp., Epicoccum spp.,
Stemphilium spp., Botrytis spp., Fusarium spp. E também pelo nematoide Heterodera
schachtii.

De acordo com CORRER (2008) Rhizoctonia solani, também pode parasitar o
crambe. Em levantamento recente de campo na regido oeste do Parand os fungos,
Fusarium sp., Alternaria sp. e Xanthomonas campestris pv. campestris, principal agente
(podridao negra das cruciferas).

Para MARINGONI (2005) o crambe é suscetivel ainda ao mosaico do nabo
(Turnip mosaic virus, género Potyvirus). Outros trabalhos para identificagédo e
caracterizacdo de virus de crambe sdo escassos na literatura. De acordo com ASMUS &
ANDRADE (2001) O crambe, assim como a ervilhaca-peluda, o tremogo-branco,
apresentaram-se suscetiveis a reproducdo da importante espécie de nematdide:
Meloidogyne javanica. Outras culturas como canola e quinoa, permitiram uma maior
reproducdo ainda do nematdide, sendo consideradas mais suscetiveis que as culturas
citadas anteriormente. Por outro lado, as culturas de guandu, guandu-ando e crotolaria

comportaram-se como resistentes a replicacdo do nematdide.
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Neste contexto torna-se claro a importancia de patdgenos nesta importante e
promissora cultura. Tendo em vista estas informacdes o objetivo principal deste capitulo
foi identificar algumas espécies de patdgenos em crambe. Plantas sintomaticas foram
observadas em condicdo de campo na Estacdo Experimental de Biologia da
Universidade de Brasilia (EEB-UnB) e duas espécies foram identificadas e ilustradas a

sequir.

6.2. Metodologia

Foram observadas raizes e folhas de plantas de crambe. O material estudado foi
coletado na (EEB-UnB).

A identificacdo preliminar dos fungos foi feita usando-se microscopios
estereoscopicos e Opticos e para melhor observacdo identificacdo do material, foram
confeccionadas laminas semi-permanentes. Com o auxilio de estilete de ponta fina,
retiraram-se pequenas amostras das frutificacdes fungicas, transferidas para laminas
contendo corantes a base de lacto-glicerol / azul de algodao ou glicerol - KOH / floxina
béasica, as quais foram seladas com um minimo de duas camadas de esmalte de unha.

As fotos de sintomas e colonias fungicas foram obtidas através de um
microscopio estereoscopico Zeiss Steme SZ11 MC80.

Para um dos espécimes estudados tratados neste trabalho, foram tomadas
medidas de suas estruturas relevantes, com aproximadamente 50 repeti¢cGes. As medidas
de maior frequéncia, ou média em alguns casos aparecem entre parénteses nas
descricdes ap06s os dois nimeros que indicam o intervalo de variacdo das medidas.

As informagfes dos dois espécimes aqui estudados foram apresentadas e em

congressos na area de Fitopatologia.

6.3.Resultados e Discussao

6.3.1. ldentificacdo de Alternaria brassicicola em Crambe abyssinica
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Espécime examinado: em folhas de Crambe abyssinica (Brassicaceae); Brasil,
Estacdo Experimental de Biologia da Universidade de Brasilia; 15 Junho 2012, leg. g. r.
nascimento, UB (Col. Micol.) 22193.

O fungo foi identificado como Alternaria. O espécime estudado apresentou
lesbes 0,3 (0,4) 0,5 cm circulares, zonadas, marrom- acinzentadas e col6nias
superficiais, marrons, raras. Conidiéforos 71 (98) 128 x 3.5 (5) 6 um simpodiais,
marrons, septados. Células conidiogénicas 6 (16) 22 x 3.5 (5) 6 um poliblasticas,
unicelulares, geniculadas e marrons. Conidios 45 (63.5) 124 x 9 (15.5) 18 um,
obclavados, solitarios ou em cadeia, muriformes, rostrados e marrom-claros (Figura 2).

Alternaria ¢ um importante género de ascomiceto e engloba um grande nimero
de espécies. De acordo com o INDEXFUNGORUM (2013) existem 676 relatos de
Alternaria no mundo todo.

Vaérias espécies do género causam doencas em plantas daninhas e espécies
cultivadas como alho, cebola, tomate e algodao dentre outras vérias culturas.

Algumas espécies sdo alergénicas em humanos e podem causar infeccdes
oportunistas em pele e membranas mucosas, incluindo os olhos e o trato respiratério
principalmente em pessoas imunocomprometidas como portadores de HIV
manifestando SIDA. Vale ressaltar que nem todas as espécies de Alternaria sdo
patogénicas e algumas podem até apresentar potencial como agentes bioldgicos no
controle de espécies invasoras.

Os esporos deste fungo sdo bem caracteristicos, escuros, muriformes, podendo
apresentar-se de forma simples ou podem formar longas cadeias. As colbnias
geralmente possuem coloragdo de cor negra ou cinza.

Alternaria brassicicola foi descrita em 1947 e tem como basidnimo
Helminthosporium brassicicola descrito anteriormente 1832.

A chave de identificacdo utilizada neste trabalho foi a Chave de Ellis (1971) De
acordo com SMML (2013) algumas espécies de Alternaria ja foram descritas em
Crambe abyssinica em diferentes partes do mundo conforme informacdo a seguir:
Alternaria brassicae foi descrita na Australia, Polonia e india; Alternaria brassicicola
na Poldnia e Lousiania (entretanto vale lembrar que no Brasil ja existe relato desta
espécie no Parana e Goias Alternaria circinas em Lousiania e Alternaria tenuis na

Polbnia.
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Ainda de acordo com o0 SMML (2013) existe relato de Alternaria brassicae na
Arménia em Crambe orientalis e Alternaria oleracea em Crambe maritima.

Comparando-se o espécime aqui estudado com as demais espécies de Alternaria
ja relatadas em espécies de Brassica o espécime apresentou semelhangas morfométricas

que permitiram aloca-lo em Alternaria brassicicola, entretanto este é o primeiro relato

de Alternaria brassicicola no Distrito Federal.

™ > 20 ym
Figura 2 - Alternaria brassicicola em folhas de crambe. A- Sintomas no campo. B. Sintomas na folha. C.
Detalhe de conidios na folha. D. Conidio em conidi6foro. E. Conidiéforo. F, G. Conidios. As escalas
encontram-se ilustradas nas fotos.

6.3.2. ldentificacdo de Plasmodiophora brassicicola em Crambe
abyssinica
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Plantas de crambe foram coletadas na Estacdo Experimental de Biologia da UnB
(Figura 3), apresentando reducéo de crescimento, murcha e morte.

As amostras apresentando pequenas galhas nas raizes foram encaminhadas ao
laboratério de fitopatologia para anélise. As amostras foram analisadas visualmente ao
microscopio oOtico para melhor visualizacdo das galhas. Realizou-se laminas e
observacbes foram feitas em microscopia. O teste de patogenicidade foi realizado
utilizando-se galhas trituradas em liquidificador e inoculadas em plantas com idades

entre 20 e 40 dias da semeadura.

Figura 3. Plasmodiophora brassicicola em Crambe abyssinica: A) Plantio
experimental com sintomas, B e C) Hérnias ja estabelecidas, D e E) Fotos
sob lente microscopica.

6.4. Resultados e Discussao

Nas galhas observadas neste trabalho constatou-se a presenca de
Plasmodiophora brassicae, confirmando tratar-se da Hérnia das Cruciferas (Figura 3).

A galha das cruciferas causada por P. brassicae € umas das mais importantes
doencas de bréssicas (SCHUTA, 2003; TANAKA et al., 2006) e esta doenca tem

causado prejuizos principalmente aos produtores de repolho, couve-flor e brocolis.
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Um dos principais problemas refere-se a rapida disseminagdo do patégeno e a
sua sobrevivéncia através de estruturas de resisténcia.

A hérnia das cruciferas € uma doenca das brassicas presente em quase todos 0s
paises produtores. Ataca praticamente todas as espécies cultivadas de brassicas,
causando perdas que podem chegar a 100% .Este patdgeno foi inicialmente estudado em
18781878 (WORONIN, 1934) e o primeiro relato no Brasil foi realizado, em plantas de
couve e repolho (Brassica oleracea var. acephala e Brassica oleracea var. capitata
respectivamente).

A parte afetada é o sistema radicular e caracteriza-se pela hipertrofia e
hiperplasia das células o que acaba resultado na formacéao de galhas.

O agente causal, Plasmodiophora brassicae, corresponde a um organismo
semelhante a um fungo, porém classificados no Reino Protozoa e ndao no Reino Fungi.
Algumas caracteristicas do patégeno incluem o parasitismo obrigatorio e a formacéo de
plasmodios. Portanto, para completar seu ciclo de vida, necessita de tecido de raizes
vivas da hospedeira (AGRIOS, 1997; CARRIJO; REGO, 2000).

Uma das medidas de controle mais eficazes e econdmicos de controlar a doenca
é através de cultivares resistentes Reis (2009).

PITOL (2010) j& havia relatado Plasmodiophora sp. Neste trabalho identificou-
se Plasmodiophora brassicae e este consiste em um primeiro relato deste organismo em

crambe no Distrito Federal.

6.5. Conclusoes

Neste trabalho identificou-se Alternaria brassicicola e Plasmodiophora

brassicae, ambos consistem em um primeiro relato em crambe no Distrito Federal.

7. CONCLUSOES FINAIS

Os patdgenos consistem um problema na agricultura. Fungos, nematoides, virus
e bactérias podem causar grandes perdas. Algumas espécies como crambe, trigo

sarraceno, chia, feijao jacinto, linho e grao de bico foram testadas quanto ao potencial
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como hospedeiras de algumas espécies de virus de plantas: Groundnut ringspot virus
(GRSV, género Tospovirus), Potato virus Y (PVY, género Potyvirus) e Tomato

chlorotic mottle virus (ToCMoV, género Begomovirus) constatando-se que:

- Para PVY nenhuma das espécies testadas foi detectada positiva mediante o
teste soroldgico DOT-ELISA.

- Para GRSV amostras das espécies trigo sarraceno, feijdo jacinto, soja preta,
lentilha e grdo de bico foram positivas mediante DOT-ELISA evidenciando que estas

espécies constituem potencial hospedeiras de virus no campo.

- Para ToCMoV amostras de trigo sarraceno e feijdo preto foram positivas.

- As espécies de plantas avaliadas e positivas para GRSV e ToCMoV deverao
ser avaliadas futuramente quanto a aspectos de producdo mediante infeccdo viral das
espécies virais para as quais elas foram positivas

O crambe é uma importante fonte a ser usada como matéria-prima na producéo
de biodiseL. Neste trabalho realizou-se a deteccdo de Alternaria brassicicola e
Plasmodiophora brassicae consistindo estes dois casos em primeiro relato destes

patdgenos em crambe no Distrito Federal.
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Primeiro relato de ocorréncia de Alternaria sp. em Crambe no Distrito
Federal.

Nascimento, G.R.}, Pereira, E.A.l., Souza, E.S.C., Soares, W.R.0O., Inécio, C.A? .,
Pereira-Carvalho, R. C.!

Universidade de Brasilia, Brasilia, DF. Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Rio
de Janeiro, RJ. E-mail: gilmarosanascimento@hotmail.com

A necessidade por matéria prima ndo comestivel para a producdo do
biocombustivel vem aumentando cada vez mais. O crambe (Crambe abyssinica,
Brassicaceae), destaca- se por sua rusticidade, precocidade, sobrevivéncia ao estresse
hidrico, facil cultivo e baixo custo de producdo. O fruto seco contém
aproximadamente 38% de Oleo, e &cido erGcico utilizado para a producdo de
lubrificantes. Durante o primeiro semestre de 2012, foram observadas lesdes foliares
em plantio localizado na Estacdo Experimental de Biologia da Universidade de
Brasilia e amostras foram levadas para o laboratorio de Fitopatologia da UnB. Este
trabalho teve como objetivos identificar o agente associado a estas lesdes, sua
caracterizacdo e ilustracdo. Os sintomas eram: lesdes necroticas zonadas, até 10 mm
diam., marrons-acinzentadas, adaxiais. A partir destas lesdes, foram efetuados
isolamentos em BDA (Batata-dextrose-agar) e confeccionadas laminas
semipermanentes em corante azul de algod&o/glicerol para fotodocumentacdo em
microscopia de luz. O fungo identificado como Alternaria mostrou
colbnias superficiais, marrons, raras. Conidiéforos curtos, marrons, septados.
Conidios 32 (45.5) 88.5 x 6.5 (11) 13 um, obclavados, solitarios ou em cadeia,
muriformes, rostrados e marrom-claros. Resultados preliminares indicam que o
fungo difere de A. brassicicola ja reportado no mesmo hospedeiro no Estado do
Parand e novas comparacOes estdo sendo efetuadas. Entretanto este é o primeiro
registro de ocorréncia desta doenca no Distrito Federal.

Apoio: UnB, UFRRJ
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OCORRENCIA DE Plasmodiophora brassicae EM CRAMBE NO DISTRITO
FEDERAL / Occurrence of Plasmodiophora brassicae in Crambe in Federal

District, Brazil. G.R. NASCIMENTO": C.H. UESUGI" E.A. PEREIRA* R.C.
PEREIRA-CARVALHO', E. MARQUES!. 'Departamento de Fitopatologia/ 1B,

*Faculdade de Agronomia e Medicina Veterinaria, UnB, Campus Darcy Ribeiro,
70910-900, Brasilia, DF. E-mail: gilmarosanascimento@hotmail.com.

A necessidade por matéria prima ndo comestivel para a produgdo de biocombustiveis
tem aumentado nos ultimos anos. O crambe (Crambe abyssinica -Brassicaceae),
destaca-se por sua rusticidade, tolerancia ao estresse hidrico, facilidade de cultivo e
baixo custo de producdo. A planta apresenta ciclo de aproximadamente quatro meses.
A semente seca contém de 26 a 38% de 6leo, e por ser uma cultura mecanizavel pode
ser produzida em grande escala, sem grandes investimentos. Durante o primeiro
semestre de 2012, foram observadas em experimento realizado na Estacdo
Experimental de Biologia da UnB, plantas com reducdo de crescimento, murcha e
morte que apresentavam pequenas galhas nas raizes. Desse plantio foram coletadas
amostras que foram analisadas, visualmente e ao microscopio 6tico no Laboratoério de
Fitopatologia da UnB. Nas galhas foram constatadas a presenca de Plasmodiophora
brassicae, confirmando tratar-se da Hérnia das Cruciferas. O teste de patogenicidade
foi realizado utilizando-se galhas trituradas em liquidificador e inoculadas em plantas
com idades entre 20 e 40 dias da semeadura. Este é o primeiro relato de Hérnia das
Cruciferas em C. abyssinica no Brasil.
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