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RESUMO

O Squash mosaic virugSgMV) infecta plantas da familia das
cucurbitaceas, estando associado a perdas considenda qualidade e na
guantidade da producdo das mesmas. Pouco aindankEecimbo sobre a
populacdo desse virus nas principais regides matitde cucurbitaceas do
pais, bem como o efeito da presenca dele em semerit;das de plantas
infectadas. Sendo assim, este trabalho foi realizath o objetivo de, além de
sequenciar e analisar a diversidade genética thelade SgMV coletados nos
estados de Tocantins e Sdo Paulo, verificar a lgidade de utilizacdo de
andlise de imagens para a avaliacdo dos danosdster a utilizacdo das
técnicas DAS-ELISA e IC-PCR para deteccdo do SgMY sementes
produzidas por plantas de abobrinha de moita iafiest Para o estudo da
diversidade genética foram utilizadgeimers desenhados com base nas
sequéncias de SgMV disponiveis no banco de dadmrs, gmplificar um
fragmento gendmico com 2.599 nucleotideos (nt)adia ¢solado contendo parte
do gene da proteina de movimento (MP), as duasngidres da proteina do
capsideo (LCP e SCP) e a regido 3' UTR. Quandeaqéscias dos 2.490 nt
(regido codificavel dos genomas) foram analisaddiservou-se que houve
variacdo de 89% a 98%, quando os isolados brasilédram comparados entre
si e de 82% a 88%, quando comparados com isolaml@edBank. Quando os
genes foram comparados separadamente, as idestidadeucleotideos foram
semelhantes, entretanto, as substituicdes nem seegultaram na mudanca de
aminoacidos, de modo que as identidades entre m®acdos foram acima de
90%, com excecao do gene MP do GR2, que varioe 82tie 83%. Na andlise
da regido 3' UTR, o isolado MOC apresentou a mahemtidade, entre 39% e
42%, e os demais isolados brasileiros se agrupsemaradamente dos isolados
do GenBank. Na maioria das arvores filogenéticassoldos brasileiros se
agruparam separadamente dos isolados empregadmscgaparacdo, tendo
ocorrido maior proximidade entre os isolados LA2@C, e maior distancia dos
isolados entre esses LC3 e FA. Nos isolados emposgpara comparacao,
houve maior proximidade entre o isolado EU42106Cklima com o isolado dos
Estados Unidos AF059532, em todas as é&rvores, esadado dos Estados
Unidos AF059533 com o NC 003800 do Japao; nas ésvawnstruidas para os
nucleotideos e aminoacidos da MP, nucleotideosibansgdade maior e menor
da CP e deste com o isolado KP223324 da Espanlamd@udioram comparados
0s aminoacidos do fragmento total e as arvorestreddas para a CP1 e CP2,
notou-se maior proximidade entre os isolados dtedis Unidos (AF059533) e
0 da Espanha KP223324. Neste estudo apresentamgsangiros relatos sobre
a caracterizacdo gendmica de isolados do SqMV asilBA andlise de imagens
para a avaliacdo dos danos internos em sementeibifitiel a classificacdo das



sementes em trés categorias: vazias, cheias eicdda$. No teste de
germinacgdo, sementes infectadas e classificadas cbeias produziram mais
plantulas anormais quando comparadas as sadiassteantategoria. Observou-
se, ainda, reducdo no vigor dessas sementes idscfzelo SqMV. A andlise
radiogréfica revelou-se como uma ferramentas atdvaliacdo da qualidade das
sementes produzidas por plantas infectadas comMVS@®s métodos DAS-
ELISA e IC-RT-PCR foram eficientes na deteccdo dpM® em sementes.
Teste de transmissibilidade ou outros estudos eemndb virus que infectam
sementes de abdbora podem, entdo, ser otimizadosacatilizagdo dessas
técnicas.

Palavras-chave: Virus. AbGbora. Sequenciamentoligenéle imagem. DAS-
ELISA. IC-RT-PCR.



ABSTRACT

The Squash mosaic virUSgMV) infects plants of Cucurbitaceae family
and can cause frequent yield losses. Little is knatout the virus population in
the main Brazilian cucurbit-producing regions adlas the effect of this virus
on seeds coming from infected plants. Thus, theative of this study was to
sequence and analyze the genetic diversity of Sqbsblates collected in
Tocantins and Sao Paulo, check the possibilitysiigiimage analysis for the
evaluation of internal damage and use of DAS-ELISghniques and IC-PCR
for the detection of SQMV seeds produced by infésiguash plants. In order to
study the genetic diversity were designed primexsed on SqMV sequences
available in the GenBank, to amplify a genomic fnagt with 2599 nucleotides
(nt) of each isolate containing part of the movetp@otein gene (MP), the two
subunits of the capsid protein (LCP and SCP) aed3thUTR. The sequence
analysis of 2490nt (genome coding region) showeddantity ranging from
89% to 98%, when the Brazilian isolates were coemhaand 82% to 88% when
they were compared with GenBank isolates. Compatieggenes, separately,
the nucleotide identities were similar. Howeverbsitutions not always
resulted in amino acids changing so that identhiEtsveen amino acids was over
90%, excluding GR2 MP gene, which showed an idertétween 82% and
83%. In the analysis of the 3 'UTR, the MOC isoktiewed the lowest identity,
between 39 and 42%, and the remaining Brazilialaties clustered separately
from GenBank isolates. In most phylogenetic tr&szilian isolates clustered
separately from the isolates used for comparisow] there was a closer
relationship between the LC2 and MOC isolates, gmediter distance between
these isolates LC3 and FA. Among the GenBank ies)athere was a closer
relationship between the EU421060 isolate from &€hamd the AF059532
American isolate in all the trees. Closer relatidpsvas also seen between the
AF059533 American isolate and NC003 800 Japanetatésin the trees based
on nucleotides and amino acids sequences of thadF”CP1 nucleotides. In the
trees based on the amino acid of the 2490 nt fragni¢C003800 Japanese
isolate were closer to KP223324 Spanish isolatetlaa trees built for CP1 and
CP2 noticed a greater proximity between the isdlafemerican isolate
(AF059533 ) and Spanish isolate KP223324. Thisysfuidsents the first reports
on the genomic characterization of SqMV isolateBliazil. The image analysis
for the evaluation of possible internal damage semting of the seeds in three
categories: empty, full and damaged. In the gertiginatest, infected seeds
classified as full seeds produced more abnormallisggs compared to the
healthy seeds of the same category. There wasaaisduction in seed vigor of
when they were infected with SQMV. Radiographiclgsia has proved to be a
useful tool in assessing the quality of seed predumy SqMV infected plants.



DAS-ELISA and IC-RT-PCR methods were efficient ietetting SqgMV seed.
Tests involving virus transmissibility or even atlimvestigations related to virus
infected seeds can be greatly improved by usinggttechniques.

Keywords: Virus. Zucchini. Sequencing. Image anigly®AS-ELISA. IC-
RT-PCR.
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PRIMEIRA PARTE

1 INTRODUGAO GERAL

Entre as plantas utilizadas para a producdo dmeatbs, as
cucurbitaceas se destacam por sua importancia micm& social. Sua cultura
tem papel de destaque na geracao de empregosdirgtdiretos, pois necessita
de grande numero de méao de obra, desde o cultv@ aomercializagdo. O
cultivo de cucurbitaceas é praticado tanto em pmapiéreas, em regime de
agricultura familiar, quanto em grandes propriedgd©PES, 1991).

A familia Cucurbitaceagem, aproximadamente, 118 géneros e cerca de
825 espécies, das quais as mais expressivas e@amoente, no Brasil, sdo as
pertencentes aos génei@acurbita (moranga, abdbora e abobrinh@jtrullus
(melancia), Cucumis (pepino, maxixe e meldo),agenaria (cabaca-caxi) e
Sechiun(chuchu).

As cucurbitaceas podem ser afetadas por diveipos tle doencas,
dentre as quais as viréticas sdo consideradas tampes, por serem de dificil
controle, podendo causar perdas de até 100% dagirodPlantas infectadas
por virus podem apresentar mosaico, reducao dmlfwiar e deformacao nas
folhas e frutos, podendo a sintomatologia variatdacom o hospedeiro
infectado, quanto com a ocorréncia de infeccOegami$RAMOS; LIMA,
GONCALVES, 2003).

A incidéncia e a severidade de viroses nos cammordducdo
dependem de inimeros fatores ligados a planta, @idade e a cultivar; ao
patdbgeno como espécie e estirpe de virus e a gatargos, como local de
plantio, época do ano, presenca e preferénciatdecge além de outros fatores

ambientais. Sendo assim, a diagnose precoce, bam e@studo dos virus que
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ocorrem em uma dada regido, é de grande importpaciao estabelecimento de
medidas efetivas de controle.

Os virus mais comuns que, geralmente, sdo endostressa cultura,
no Brasil, sdo ¢apaya ringspot virysestirpe W (PRSV-W), @uchini yellow
mosaic virus(ZYMV), o Watermelon mosaic virufWMV) e o Cucumber
mosaic virus(LIMA; ALVES, 2011; RAMOS; LIMA; GONCALVES, 2003;
SILVEIRA et al., 2009). GBquash mosaic virusSqMV) tem sido considerado
um virus sem importancia, pela sua baixa incidémce@guns levantamentos ja
feitos no Brasil nem empregaram testes especifiifia a sua diagnose
(HAFELD-VIEIRA et al., 2004; LIMA; ALVES, 2011; MORA et al., 2001;
SILVEIRA et al.,, 2009;). Entretanto, Alencar et §012), analisando 15
amostras de abdbora e 10 de melancia provenieatestado do Tocantins com
sintomas de mosaico, pelo método de RT-PCR, ddasaobgue sete amostras
de melancia e sete de abo6bora, representando 56%dastras analisadas,
estavam infectadas pelo SqMV. As amostras restastasam infectadas pelo
ZYMV.

Esses resultados demonstram que a incidéncia géssepode estar
passando despercebida, pelo fato de ndo ser moitmime nos campos de
producdo até recentemente. Como esse virus € itatspelas sementes, a sua
alta incidéncia no campo poderia ser um reflexau introducdo na lavoura
via material propagativo infectado. Considerandaise o estado de Tocantins
tem as condicdes ideais para multiplicacéo e diss&@o desse virus, ele é um
patégeno que deve ser mais bem estudado, com laldiuha de estabelecer
medidas efetivas de controle.

Neste trabalho, foram sequenciados isolados devSppdvenientes de
plantas de abébora e de melancia e foi tambémasiual qualidade fisiolégica
de sementes produzidas por plantas infectadasatdavanalise de imagens por

raios X.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Squash mosaic virus (SqMV)

O primeiro relato de mosaico em abdbora causad@&goash mosaic
virus (SqMV) foi feito em 1934, no estado norte-americaa Califérnia. Este
virus tem sido relatado em paises da América ddeNGtAUDENSHIELD;
PALUKAITIS, 1998; KNUHTSEN, NELSON, 1968; NELSON,NUHTSEN,
1973), da América do Sul (ALENCAR et al., 2012; SFDS; FREIRE, 1999;
VIANA et al., 2001) e da Europa, além de Austrd@8HERF; MACNAB,
1986), Japédo e China. Na China, o virus tem si@guentemente, associado a
problemas na producéo de cucurbitaceas (HU €xG19).

Moura et al. (2001), inspecionando campos de pi@Eauge
cucurbitaceas no estado do Maranhdo, observaram dage 118 amostras
analisadas, apenas 3,4% apresentaram-se poskiras [SqMV. Halfeld-Vieira
(2004) coletou amostras foliares de plantas de moiglaexibindo diferentes
sintomas de virus, em 21 campos representativesltieo de cucurbitaceas no
estado de Roraima, e nenhuma das amostras apresenpositiva para SQMV.
Silveira (2009), por um periodo de trés anos, oaleem campos de producéo
do submédio do rio Sao Francisco, 967 amostrasiclelitaceas, das quais 608
apresentaram infec¢éo viral, porém, nenhuma apgmsénfeccdo com SqMV,
sugerindo que os programas de melhoramento gen#icegido ndo deveriam
considerar fontes de resisténcia para este virus.

Alencar et al. (2012) identificaram 14 isoladosStgMV em campos de
producdo de melancia e de abdbora em Tocantingagtindisso, demonstraram
gue ou o SgMV pode ter encontrado as condi¢Bedsidea regido daquele

estado para se disseminar e infectar as hospedeicass, ou tem sido
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introduzido por meio de sementes contaminadas, wedaque esse virus é
facilmente transmitido pelas sementes.

Membro do géneroComovirus da familia Secoviridag 0 SqMV,
descrito por Freitag (1941, 1956), Lindberg, HalWalker (1956) pode ser
transmitido pelas sementes, por besouros crisoeoalidDiabrotica spp. e
Acalymma spp.) (FREITAG, 1956; LASTRA, 1968; STONER, 1963;
SITTERLY, 1960), por um besouro coccinelid&pi{achna cacica (COHEN;
NITZANY, 1963) e por cigarrinha (STONER, 1963), dercapaz de infectar a
maioria das plantas dos género8ucurbita Cucumis e Citrullus
(HAUDENSHIELD; PALUKAITIS, 1998; NELSON, KNUHTSEN1973).

Assim como outros @mnovirus o SgQMV tem um genoma de RNA
bipartido senso positivo com RNA-1 e RNA-2 (Figuta os quais estdo
separadamente encapsidados em particulas isormédeca8 nm de diametro e
expressos como poliproteinas. A poliproteina codifa pelo RNA-1 contém a
polimerase viral (POL), uma helicase (Hel) e umatgase (Pro), assim como
um cofator de protease (32K) e a proteina viraldagao genoma (VPg). Ja o
RNA-2 codifica uma poliproteina que é posteriorreetitvada em proteina de
movimento (MP), subunidade maior da proteina dosicep (CPL) e
subunidade menor da proteina do capsideo (CPS) HEASHIELD;
PALUKAITIS, 1998).
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RNA-1 (5.8kb)
B e veqiRen] oL |
_ RNA-2(3.3kb)
e 3,

Figura 1 Estrutura do genoma 8guash mosaic viruSqMV). Adaptado de
http://expasy.org/viralzone/all_by species/298.html

Os sintomas induzidos pelo SgMV sao variaveis eeddpm da
combinacao da viruléncia do isolado/estirpe, catfiespécie, da idade em que a
planta foi infectada e de condi¢des ambientais,occantemperatura, mas sao
caracterizados, principalmente, por mosaico, que pariar de médio a severo,
deformacdes nas folhas e nos frutos, lesdes loegigdticas, amarelecimento
das nervuras e formacdo de bandas amarelas ao Idago nervuras
(CAMPBELL, 1971). Plantas infectadas precocemertdem ndo produzir
frutos ou frutos muito deformados, invidveis pacmercializacao.

Os isolados de SqMV podem ser separados em dop®grcom base
na sorologia. O grupo | infecta melancia, caus#&osias severos em melao
‘Cantaloupe’ e sintomas moderados em abdboras;upogtl ndo infecta
melancia, causa sintomas moderados em meldo ‘CGapel e sintomas
severos em abdbora. Em pepino-africa@oqumis metuliferys a infeccéo
com SgMV resulta em lesdes locais e este resultade ser utilizado para a
identificacdo biologica deste virus (SHERF, MACNABS6).

O virus do mosaico da abdbora pode ser transmjiolo meio de
sementes comerciais, num percentual que varia #dUee 15% (BLANCARD;
LECOQ; PITRAT, 1996; ALMEIDA, 2013), apesar de i&ncias maiores ja
terem sido reportadas (CAMPBELL, 1971). Nolan e Gleti (1984), avaliando
sementes de abdbora, verificaram a presenca do SyM¥gumento, porém, a
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maioria delas apresentava o embrido livre de vougle, por algumas vezes,
nao descartou o fato de produzir plantas infectaflaseida (2013) verificou
gue, no patossistema abébora e SQMV, 0s mecanideno¥eccao que podem
ocorrer sédo os da forma indireta (infeccdo dosasjuk direta ( infecgédo do
embrido ja formado), ou seja, plantas inoculadagesa ou depois do
florescimento, produziram sementes infectadas.

As medidas de controle devem ser aquelas que visgmdir ou
retardar o maximo possivel a entrada do virusvaula. Assim sendo, uma das
mais importantes medidas consiste em utilizarvargs resistentes ou sementes
livres do virus, eliminar possiveis fontes de iddaos arredores da lavoura e

empregar inseticidas para o controle do vetor.

2.2 Transmissao de virus por sementes

A transmissdo de virus por sementes ocorre ena cgec18% das
espécies de virus descritas, por uma ou mais heispeahaturais e um terco dos
virus pode ser transmitido por pelo menos uma @es fwspedeiras (HULL,
2002). A transmissdo do virus da planta para sememntependente de alguns
fatores que se relacionam, principalmente, a espéal e a planta hospedeira
(ALBRECHTSEN, 2006)

Segundo Sastry (2013), geralmente, apenas asiespéapazes de
infectar o embrido da semente sdo transmissivaia @aproxima geracao,
porém, existem diversos fitovirus que sdo capazeasfdctar, além do embrido,
0s outros tecidos que compdem a semente. Segurdmsém, Edwards e
Hampton (1994), a infeccdo do embrido pode ocop@r meio de dois
mecanismos. No primeiro, denominado de infec¢&talio virus se movimenta
dos tecidos vegetativos da planta para o embrifimafdo, logo apés a

fertilizacdo. No segundo, denominado infec¢@o étdjr a transmissibilidade
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ocorre antes da fertilizacéo e, dessa forma, @éreapaz de infectar os gametas
masculinos e femininos.

Um dos exemplos de infec¢éo direta ocorre cdPea seedborn mosaic
virus (PSbMV) que, além disso, é capaz de infectar toddecidos da semente
de ervilha Pisum sativum Porém, apenas as sementes com as folhas psmaria
do eixo embrionario infectados é que dardo origenmma planta infectada.
Johansen, Edwards e Hampton (1994) demonstraranmgugnoma, as regides
dos genes HC-Pro e da capa proteica (CP) sdo dedtstes na transmisséao do
virus da planta para a semente. Além disso, aipeotéC-Pro relaciona-se com
0 movimento do virus a longa distancia e esta &idealcom o mecanismo de
transmisséo do virus pelo pulgéao.

No caso do SgMV, a infeccdo do embrido ocorreodmd indireta. As
particulas virais se encontram presentes nas canextlrnas do gréo de pélen
como contaminantes e ndo aparecendo, porém, nalacélo grao de pdlen
(ALVAREZ; CAMPBELL, 1978; NOLAN; CAMPBELL, 1984). ® mesmos
autores testaram a polinizacdo cruzada entre glaioiadoras e receptoras tanto
com polen infectado e sadio. As plantas sadias)dfupolinizadas com grao de
pélen infectado, ndo produziram sementes infectaBamente com embrido
infectado somente foi obtida quando as plantaspte®s do grdo de pdlen
apresentavam-se infectadas.

Além disso, Nolan e Campbell (1984), para a ingasfio da interagéo e
a deteccdo do SgMV em sementes de abdbora, emgmegatecnica soroldgica
ELISA. Nesse sentido, para investigar a relacameensua transmissibilidade e
a presenca do virus no embrido, ele foi segmergadduas partes, uma para o
plantio e a obtencdo de plantula e a outra queutibzada como antigeno.
Observou-se variacdo de 0,4% a 12,1% quanto anmiss&o do virus pelas
sementes, de acordo com a cultivar de abéboraaddi e, além disso, o virus

estava presente nos diversos tecidos das semiptesitanto, mesmo quando o
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virus se encontrava nos tecidos do embrido de agw@mentes, sua respectiva
plantula nem sempre se apresentava também infe€adiam, quando ndo havia
virus presente nos embrides, a plantula corresptmdeambém nao se
apresentou positiva para o virus. De acordo coraubsres, a hipétese que é
levantada relata que, mesmo com o conhecimentoquigel de transmisséo
embridnica de um lote de sementes diminui com @¢erm antigeno detectado
por ELISA permanece e que 0 SqQMV néo se transicEimodo sistémico nos
tecidos do embrido e, sim, se concentraria em agupartes localizadas do
mesmo.

Diante das evidencias de que os virus, para stegramitidos, devem
contaminar os tecidos internos das sementes, defpreferencial o embrido,
hd uma exce¢do com as espécies do géhebamovirus 0s quais ndo tém
capacidade de infectar o embrido ou, mesmo, o padna das sementes e,
dessa forma, permanecem apenas aderidos ao teguf@&EZRAR et al., 2009).
As particulas virais desse grupo de virus, em sen@mtomate, ficam imensas
no liquido placentario, que recebe a denominac&admtesta. A severidade da
doenca no fruto afeta a variacdo da porcentagersedentes contaminadas,
porém, relatou-se que ja foram encontradas até @d%ementes com virus
(BROADBENT, 1965). Entretanto, ha uma excec¢do dermto grupo dos
Tobamovirus que é oCucumber green mottle mosaic vir(GGMMYV), que
também pode infectar o embrido das sementes, aénapdrecer como
contaminante.

Mink (1993) descreveu dois mecanismos de infes@@grao de pdlen.
No primeiro, denominado de “transmisséo horizon@i§rao de pélen infectado
na fertilizacdo tem capacidade de infectar a sesnerd planta-mée receptora.
Este tipo de mecanismo ja foi relatado em um peguammero de espécies
virais, porém, também ja foi demonstrado que oidérdotato spindle tuber

viroid (PSTVd), em sua transmissdo via semente, atua flmssa. No segundo
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tipo, denominado de “transmisséo vertical’, apemagmente é infectada pelo
gréo de pélen também infectado, permanecendo tapiadie receptora sadia.
Em se tratando do processo de infeccdo do teejplmdutor feminino,
as particulas virais podem encontrar-se no sacoi@mdiio, no nucelo e
também no 6vulo, em alguns casos. Schippers (19&®alhando conBean
commom mosaic virWBCMV), coletou 6vulos antes da polinizacéo e fieou
gue 80% deles estavam infectados com o virus, poa@ds a maturacdo do

embrido, apenas 15% dessas sementes apresentiaegadnpelo BCMV.

2.3 Técnicas e métodos utilizados para deteccaovdeus em sementes

Para a obtencdo de sucesso na diagnose de virgereemte, algumas
variaveis devem ser observadas, como a escoltécdigd a ser utilizada, assim
como a escolha do melhor método de preparo da eandstvando em
consideracdo o virus que se busca detectar, bern aolmcalizacdo deste na
semente.

Por varios anos, esses métodos de diagnose wiradeeentes foram
baseados em testes bioldgicos em que se realizenac@acdo mecéanica dos
extratos dos tecidos das sementes em plantas dodicsa e a posterior
observacdo dos sintomas induzidos por estas. Ractedzar-se como uma
técnica laboriosa, em que grandes quantidades afgapl seriam necessarias,
bem como espaco fisico maior para a sua realizac@oesma € considerada
pouco eficiente. Além disso, a concentracdo vied tecidos das sementes,
geralmente, é baixa, ocasionando o ndo aparecindensintomas em algumas
plantas. Dessa forma, aliado ao fato de que osrsa® poderiam aparecer entre
15 e 30 dias, dependendo da espécie viral, esge fmriodo de tempo faz com

que essa técnica ndo seja muito indicada (SASTBY3)2
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Algumas técnicas soroldgicas também podem seizadds para a
deteccdo de virus em sementes. A difusdo dupla gan dpresenta baixa
sensibilidade para a deteccdo de virus em semeaides,de pouco pratica para
esse tipo de diagnose, principalmente para a céodde um grande nimero de
amostras. Ja o teste soroldgico descrito por Gaflddams (1977), conhecido
como ELISA Enzyme Linked Immunosorbent A3sgyamplamente utilizado e
aplicado para a deteccdo de virus de plantas, pliéglo & simplicidade da
técnica, apresenta, ainda, adaptabilidade, ragidensibilidade, sendo utilizado
em grande escala para um grande numero de amastnr@eamo tempo
(FIGUEIRA, 2002; SASTRY, 2013).

O testeDouble antibody sandwich — Enzyme Linked Immunesdrb
assay (DAS-ELISA) utiliza a 1gG (imunoglobulina G) simplee a IGg
conjugada, ambas para o antigeno viral. Quando duhjagacéo do anticorpo
com a enzima, torna-se possivel a visualizacdondg coloracdo quando as
reacBes sdo positivas, resultante da reacdo eszibsirato, cuja intensidade é
medida em espectrofotdbmetro, com utilizacdo deo§ile comprimento de onda
adequado (CLARK, ADAMS; 1977). Vérias enzimas podssn utilizadas na
conjugacdo com o anticorpo, porém, as mais utitigadio a fosfatase alcalina e
a peroxidase (CLARK; BAR-JOSEPH, 1984).

Existem algumas limitagBes quanto ao teste sdampglentre elas a
padronizacdo quanto a concentracdo adequada dentes e do extrato vegetal
gue contém o virus, o suporte fisico a ser utibzada disponibilidade de
antissoros produzidos contra um antigeno especifiddm disso, 0 extrato
vegetal pode conter algumas substéncias que podtemierir nos resultados
obtidos, podendo originar, assim, falsos positienstecidos sadios. Em virus
gue ocorrem em baixas concentracdes nas plantast® de ELISA ndo é

suficientemente sensivel para diagnose.
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Geralmente, as técnicas moleculares apresentamaise sensiveis do
que as técnicas soroldgicas. As técnicas mais cemiemutilizadas, em
virologia molecular, para a deteccao de virus,asade hibridizacdo dos acidos
nucleicos ereverse transcription-polymerase chain reactiRT-PCR). A
rapidez e a especificidade, aliadas a alta seiasiié da técnica de RT-PCR,
fazem com que a mesma seja utilizada por pesqueado estudantes em
trabalhos que envolvem diagnose de virus em plantas

Embora as técnicas classicas de PCR e RT-PCRaphateccéo de virus
também apresentem algumas limitagdes, quando cadgsmra técnicas mais
modernas e sofisticadas (ENGEL et al., 2010), dmdogeral, estas vém se
mostrando promissoras para diagnose, visto qubasiante seguras e eficientes
para a realizacdo dos testes em tecidos veget@©OKBIAM et al., 2002;
FIGUEIRA; DOMIER; D’ARCY, 1997; LORENZEN et al., 23).

Para a diagnose de virus, alguns autores ténadelajue a técnica da
PCR tem se revelado altamente eficiente e sengietdctando quantidades
minimas de virus (BRIOSO et al., 1996; FIGUEIRA; BIER; D’ARCY,
1997; HADIDI et al, 1993; KROTH; DANIELS; PIEROBOMZ2005).
Teoricamente, pequenas concentracdes do patogersnfséientes para o inicio
da reacdo, conferindo ao teste uma sensibilidadéo guande, que chega a
atingir indices superiores aos do teste de ELISANIELS, 1999). Sua
utilizacao é valida ndo apenas para a deteccaspaeies de virus, mas também
tem sido eficiente na deteccéo de estirpes vigiraximamente relacionadas
(BOONHAM et al., 2002; BORJA; PONZ, 1992; FIGUEIRAOMIER,
D'ARCY, 1997; LORENZEN et al., 2006, 2008; SING;BJ12001; SINGH;
SINGH, 1998).

Outra técnica também utilizada é a da imunocameguida da RT-
PCR, conhecida como IC-RT-PCR. Esta técnica baseiaa amplificacdo de

um cDNA sintetizado a partir de um RNA de partiswdrais adsorvidas em
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suporte solido de polipropileno. Os anticorpos @oim determinado virus sado
adsorvidos ao material plastico. Sobre estes aptisoadiciona-se a amostra
gue contém, hipoteticamente, os antigenos.. Defmiformacdo do complexo
anticorpo-virus sao necessarias varias lavagemsedoo, de forma a remover
0s constituintes presentes na amostra que posdarfeiit na reacdo de RT-
PCR. Apls estas lavagens, a temperatura € aumeptadaque ocorra a
desnaturacdo da capsula viral e seja libertado gpaneio o 4cido nucleico do
virus (KOENIG; LESEMANN, 2001).

Em plantas, a técnica da IC-RT-PCR foi utilizagéaprimeira vez em
1992, para diagnose d®lum pox virusem ameixeira (KHAN et al., 2012;
WETZEL et al., 1992). Essa técnica demonstrou setssibilidade em detectar
baixas concentracdes &um pox virusquando comparada com o teste ELISA
(WETZEL et al., 1992).

Alguns protocolos ja se encontram recomendadossmomibilizados
pela International Seed Federation (ISF) e pelarmational Seed Testing
Association (ISTA) para a deteccdo de virus emnasgusementes, como as de
Lettuce mosaic viruem alface;Tobacco mosaic virysrfomato mosaic virug
Pepper mild mosaic virusm diferentes espécies de pimentao, tomate e famen
Pea seedborn mosaic viresn ervilha;Pepino mosaic viruem sementes de
tomate eSquash mosaic virudMelon necrotic spot virug Cucumber green
mottle mosaic viruem cucurbitaceas.

Em cucurbitaiceas é frequente a ocorréncia de semerdzias e
danificadas morfologicamente, sendo estas Ultimasdificil separacdo e
identificacdo, devido ao tipo de beneficiamento gudérem, também, pela
presenca de tegumento duro, o qual impede a vdsgalb do embrido sem
danificar as sementes.

O teste de raios X ndo é um teste de viabilidadeém, gera

informacfes que auxiliam na avaliacdo da viabikdath lote de sementes,
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revelando deficiéncias morfolégicas que indicanew gotencial. Esse teste tem
sido bastante utilizado para fazer a avaliagdo ektsuturas internas das
sementes florestais e horticolas, de forma rapgwecisa e ndo destrutiva,
permitindo determinar o seu estadio de maturag@m &omo a ocorréncia de
sementes vazias, pouco desenvolvidas e com darg@nioes ou causados por
insetos (ASSOCIATION OF OFFICIAL SEED ANALYSIS, 138 SIMAK;
BERGSTEN; HENRIKSSON, 1989). Sendo um teste naotraes, as
sementes submetidas a analise podem ser postemierno®locadas para
germinar, permitindo o estabelecimento de uma lmde entre os danos
mecanicos ou alteracBes observadas na parte itasnsementes e 0s prejuizos
causados na germinagéo (CICERO et al., 1998).

Como a radiagdo usada em sementes de aboborate&erena sua
gualidade e ainda auxilia na identificagcdo de seeserdanificadas, que
prejudicam a qualidade fisioldgica do lote, o teteraios X pode ser utilizado
como auxiliar na avaliacdo da qualidade das semgmbssibilitando a obtencgéo
de lotes de qualidade superior (CARVALHO et al.020 Apesar de este teste
ser bastante utilizado para avaliar a viabilidads dementes, ndo tem sido
empregado para analisar sementes produzidas poaplafectadas.

2.4 Caracterizacao molecular de isolados virais

Os virus sdo capazes de cruzar as barreiras sndspécies, permitindo
a infeccdo de novos hospedeiros. A replicacdo momtpossibilita a producdo
rapida de diversidade genética, incluindo as mesgfie facilitem a adaptacéo
ao hospedeiro. Portanto, estudos de caracterizdeddsolados e analise
genbmica permitem acompanhar esta evolucdo viesth bomo compreender
alguns aspectos da interacao virus-planta. O sargoyde novas espécies virais

é resultante dessa interacdo, sem a qual o sudessofeccdo viral e da
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translocacgéo de particulas virais para todas @asgpda planta ndo seria possivel.
Por exemplo, uma infec¢do bem sucedida exige unspmate de particulas
virais célula-a-célula eficiente (SCHOELZ; HARRIBS$ELSON, 2011).

O uso de plantas resistentes aos fitovirus tem sidoétodo mais
desejavel, principalmente nesse momento em qu@du@iio sustentavel tem
sido uma exigéncia universal (STEINLAGE; HILL; NUER JUNIOR, 2002).
Além de diminuir o custo de producéo, dispensandemadicional de medidas
de controle, como gastos com defensivos agriceld& a poluicdo do meio
ambiente. Entretanto, a variabilidade genética eapacidade que esses
patégenos tém de superar a resisténcia da plaspeedeira tém constituido um
grande desafio para os melhoristas de plantasmAsstaracterizacdo molecular
e a correta classificagdo dos virus em géneroirpesssdo indispensaveis para
garantir uma solucéo que, ainda que nao seja tiedinseja a mais duradoura
possivel (GONG et al., 2011; MOREIRA; KITAJIMA; RERIDE, 2010).

Ndo existe, até o momento, estudo da diversidadeitiga e de
caracterizacdo e analise do genoma de isoladdSgdash mosaic viruso
Brasil. Dessa forma, os programas de melhoramergo edpécies de
cucurbitaceas, visando resisténcia a esta doeéegativeram grandes avancos.
Este tipo de estudo é de fundamental importangarante subsidios para os
programas de melhoramento de plantas. Até o monm&rtdna, disponivel para
estudo, nenhum isolado brasileiro no banco de dé@emBank), o qual é
utilizado como base para comparacao da diversidadsolados.

No GenBank, apenas cinco sequéncias de SgMV conermnta
completo estdo disponiveis, e nenhuma é do BRuitanto, este tipo de estudo
e caracterizacdo com isolados brasileiros de Sqgliviatse extremamente
necessario para o desenvolvimento de programasetforamento ligados ao
SqMV.
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RESUMO

Diversos virus podem afetar cucurbitdceas, causampdodas
consideraveis na qualidade e na quantidade da gikodDentre eles, 0 mosaico
causado peloSquash mosaic virugSgMV) tem sido detectado com alta
incidéncia no campo, como, por exemplo, no estadoTdcantins. Sua
ocorréncia depende de iniUmeros fatores, como aaégocano, o local de
plantio, a presenca e a preferéncia de vetorede Nssudo, foram analisados
cinco isolados brasileiros dBquash mosaic virugSqgMV), sendo quatro do
estado de Tocantins (FA, GR2, LC2, LC3) e um de Baalo (MOC).
Utilizando primers desenhados com base nas sequéncias de SqMV dmsigoni
no banco de dados, foram amplificados por RT-PCBeguenciados 2.599
nucleotideos (nt) do RNA-2, dos quais 813 nt amoedem a regido 3’ do gene
da proteina de movimento, 1122 nt a subunidaderngaib5 nt a menor da
proteina do capsideo e 109 nt da 3'UTR. Comparaedn-sequéncia dos 2.490
nt, que corresponde a regido codificavel dos ges@nalisados, observaram-se
identidades que variaram de 91% a 98%, quandooteds brasileiros foram
comparados entre si e de 82% a 88%, quando congsacmm isolados do
GenBank. Variacdo similar foi observada quandoquéecia de aminoacidos
foi analisada. Comparando-se as proteinas sepagati@ntonstatou-se que a
maior identidade de nucleotideos e aminoacidosolfisiervada na regido da
subunidade menor da proteina do capsideo, tante estisolados brasileiros
quanto quando os mesmos foram comparados com ésothdbanco de dados.
Nas arvores de nucleotideos e aminoacidos das reBgsiéanalisadas, 0s
isolados brasileiros sempre se agruparam em chldifkrentes dos isolados do
GenBank, mostrando que os mesmos sao diferentededuas ja sequenciados,
evidenciando a importancia deste estudo, uma vezegtes sdo os primeiros
isolados brasileiros de SQMV que tém o seu genoraksado.

Palavras-chave: Virus. Cucurbitaceas. SequenciameNA2.
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GENETIC DIVERSITY AMONG SQUASH MOSAIC VIRUS (SgMV)
ISOLATES FROM BRAZIL

ABSTRACT

Several viruses can affect cucurbits causing censiile losses in
quality and quantity of production. Among them thesaic caused b8quash
mosaic virus(SgMV) has been detected with high incidence ia field in
Tocantins state, and its occurrence depends onmuséactors such as time of
year, the planting site, the presence and prefereactors. In this study, we
analyzed five Brazilian isolates 8fjuash mosaic virusgMV) four of the state
of Tocantins (FA, GR2, LC2, LC3) and one of Sdol@atate(MOC). The using
primers was designed based on SqMV sequences lgeaila database. The
2599 nucleotides (nt) of RNA-2 was amplified by RTR and sequenced; 813
nt corresponding to the 3 'region of the movemawtgin gene, 1122nt the
largest subunitof the capsid and 555nt the smallisit of the capsid and 109nt
the 3'UTR. Comparing the sequence of 2490nt, wtdolresponds to the
codable region of the genomes analyzed, it wasrebdedentities ranging from
91% to 98% when the Brazilian isolates were conghaard 82% to 88%
compared with GenBank isolates. Similar variatioaswobserved when the
amino acid sequence was analyzed. Comparing theipsoseparately a higher
identity of nucleotide and amino acids was obselivethe region of the small
subunit of the capsid protein isolated both frona#ilian as when they were
compared with single database. In the trees ofatides and amino acids of the
analyzed sequences, Brazilian isolates always gabup different clades of
isolates from GenBank, showing that they are diffierfrom others already
sequenced, highlighting the importance of this ywtodce these are the first
Brazilian isolates SqMV genome analyzed.

Keywords: Viruses. Cucurbits. Sequencing. RNA2.
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1 INTRODUCAO

O Squash mosaic virusSqMV ) € um membro do géne@mmovirus
familia Secoviridae (WELLINK et al., 200Q. SgQMV é transmitido por meio de
sementes Nelson; Knuhtsen, 1973e por diferentes espécies de besouros
(FREITAG, 195§ e cigarrinhas (STONER, 1963), e infecta uma dade de
plantas dos génerdSucumis(pepino, maxixe e meldof;ucurbita (moranga,
ab6bora e abobrinha) eCitrullus (melancia) (HAUDENSHIELD;
PALUKAITIS, 1998; NELSON; KNUHTSEN, 197B Plantas pertencentes a
esses géneros destacam-se, no Brasil, pela impiarténonémica e também
social, gerando empregos diretos e indiretos ligaicmecessidade de grande
nimero de méao de obra, do cultivo até a comeraigiia (PINTO, 2003).

Assim como outros @movirus o SgMV tem um genoma de RNA
bipartido senso positivo com RNA-1 e RNA-2 poliaitkaios na extremidade 3’
gue sdo separadamente encapsidados em particoaétrisas de 28 nm de
didmetro e expressos como poliproteinas. A pdigma codificada pelo RNA-

1 contém a polimerase viral, uma helicase e uméeg@se, assim como um
cofator de protease e a proteina viral ligada aome (VPg), enquanto o RNA-
2 codifica uma poliproteina que é posteriormenigada em proteina de
movimento (MP), subunidade maior da proteina dosicep (LCP) e
subunidade menor da proteina do capsideo (SCP) DBACH; WELLINK,
1996). Trés tipos de particulas virais podem sparselos por centrifugacdo em
gradiente de densidade, sendo designadas Top (Bs caroteicas vazias),
Middle (M; contendo RNA-2) e Botton (B; contendo RN) (BRUENING,
1978).

O Squash mosaic viruem sido relatado em paises da Ameérica do Norte
(HAUDENSHIELD; PALUKAITIS, 1998; KNUHTSEN; NELSON,1968,
NELSON; KNUHTSEN, 1973), da América do Sul (SANTOREIRE, 1999),
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no Japdo e na China (HU et al.,, 2009). Os sintopnaduzidos pelo SqMV
variam de mosaico severo e deformacgfes foliaresaleabrinha Cucurbita
pepo) e, em Cucumis sativys clorose sistémica nas nervuras e manchas
amareladas (RAMOS; LIMA; GONCALVES, 2003).

Em alguns trabalhos anteriores utilizaram-se gamahdspedeiras,
sintomatologia e, principalmente, sorologia paemtdicar o SqMV e classifica-
los em dois grupos (HAUDENSHIELD; PALUKAITIS, 199&NUHTSEN;
NELSON, 1968; NELSON; KNUHTSEN, 1973). O grupo fanta melancia,
causa sintomas severos em meldo ‘Cantaloupe’ ersag moderados em
abdboras; j4 o grupo Il ndo infecta melancia, meassa sintomas moderados
em meldo ‘Cantaloupe’ e sintomas severos em aboBwnapepino-africano
(Cucumis metuliferys a infeccdo com SgMV resulta em lesdes locais,
sintoma que pode ser utilizado para a identificabd@dgica deste virus
(SHERF, MACNAB, 1986). As variacfes de sintomasmmgia observadas
levam a hipdtese de que podem existir, entre agpestde SqMV, um ou
mais subgrupos geneticamente definidos

Existem poucos trabalhos relacionados ao SqMV rasiBe, até o
momento, n&o foram realizados estudos moleculaieando estudar a
filogenia do patégeno e pouco se sabe sobre abilidade genética do
SgMV. Portanto, este trabalho foi realizado com hjetivo de estudar a
variabilidade genética, por meio da analise do segmgendmico referente ao

RNA-2, doSquash mosaic virus
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2 MATERIAL E METODOS

Isolados

O presente trabalho foi desenvolvido no Laboratd@® Virologia
Vegetal, no Departamento de Fitopatologia da Usidade Federal de Lavras
(DFP/UFLA). Os cinco isolados empregados nestealinabforam coletados no

estado do Tocantins e se encontram discriminaddsibala 1.

Tabela 1 Origem dos isolados e hospedeiras quenferecontradas infectadas
naturalmente no campo.

Cizgllg?jgss Local de coleta Hospedeiro
FA Formoso do Araguaia Citrullus lanatus
GR2 Gurupi Citrullus lanatus
LC2 Lagoa da Confuséo Citrullus lanatus
LC3 Lagoa da Confuséo Citrullus lanatus
MOC Mococa Cucurbita pepayv. Caserta

Esses isolados se encontram dessecados e/ou aath@zerem
ultracongelador, a -80 °C. Para a multiplicacds dmlados, os tecidos
infectados foram macerados em nitrogénio liquiadop® obtido foi diluido em
tampéo fosfato 0,01M, pH 7, contendo sulfito déadd mesma molaridade, na
propor¢cédo de 1:10 (p/v). Esse extrato foi inoculguw friccdo, em plantas de
Cucurbita pepo cv. Caserta previamente polvilhadas com carborundum
(carbureto de silicio - CSi) e, em seguida, asaflioram lavadas com agua e as
plantas deixadas em casa de vegetacdo até o apaméxido sintomas para

coleta dos tecidos infectados e extragdo do RN&. tot
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Extracdo do RNA total

A extragdo do RNA total foi feita pelo método doizdt (AFGC
PROTOCOLS, 2002), a partir das folhas das plamectadas com SqMV.
Primeiramente, as folhas foram maceradas em alimpfan presenca de
nitrogénio liquido e ao pé obtido adicionaram-sseolucao de Trizol (solucédo
aquosa contendo 38% de fenol saturado, 0,8M deidjnarthiocianato, 0,4M
de amébnio thiocianato e 0,1M de acetato de sodi&, @ 5% de glicerol), na
propor¢do de 1 g/10 mL. Posteriormente, os micagy@ mL) foram incubados
em temperatura ambiente, por 5 minutos e centidfoga 12.000 rpm, por 10
minutos, a 4 °C. O precipitado obtido foi descartasl ao sobrenadante
adicionaram-se 30QL de cloroférmio a cada microtubo que foi agitadm n
vértex e deixado a temperatura ambiente por 3 wsnuipds a incubacéo, os
microtubos foram centrifugados novamente, a 12rp@f por 10 minutos, a 4
°C e o sobrenadante obtido foi transferido pareoauicrotubo, adicionando-se
a metade do seu volume de isopropanol e 0,8M dateitle sédio/1,2M de
NaCl. Os tubos foram cuidadosamente misturadosirp@rsdo e deixados a
temperatura ambiente, por 10 minutos, para queds3gva precipitacdo do
RNA. Apos esse periodo, os microtubos foram cemgaiflos, a 12.000 rpm, a 4
°C, por 10 minutos, descartando-se o sobrenad@nferecipitado foi lavado
com etanol gelado a 75% e centrifugado, a 12.0080 g4 °C, por 10 minutos.
O sobrenadante foi novamente descartado e, apagesn do pellet a vacuo, o
RNA foi ressuspendido em 25l de agua ultrapura tratada com
dietilpirocarbonato (DEPC). A qualidade do RNA taihtido foi analisada por
eletroforese gel de agarose a 0,7%, contrastaddeRed Biotiunt®).
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RT-PCR
Sintese do cDNA

A transcricao reversa foi realizada empregandos¢D (10 pMol) do
primer reverse1,0 uL do RNA extraido e 4,0 pL de agua ultrafitatada com
DEPC em um microtubo que foi inicialmente incubagglar, 5 minutos, a 75 °C
e, apos este tempo, foi imediatamente transfer@@a p gelo. Em seguida,
acrescentaram-se 2,0 uL de tampao da transcrigesesa (RT M-MLV buffer
da USB), 0,5 pL de dNTP a 10 mM, 0,2 uL da enzima(BSB) e 1,8 uL de
agua ultrapura tratada com DEPC. Os tubos forambamdos, a 42 °C, por 30
minutos, depois a 9%, por 5 minutos e transferidos para o gelo pdliaagéo

posterior.

PCR

A amplificacdo por meio de PCR foi feita empregasdoosprimers
desenhados com base nas sequéncias obtidas no dardados (GenBank)
(Tabela 2). Para a reacdo de PCR, utilizaram-se dopcDNA, 5 pL de buffer
2x GoTagq; 0,75 uL de cada um gogmerssenso e antissenso; 1,5 pL de MgCl
25 mM; 1pL de dNTP; 0,125 L da enzima e 14,87%5@lagua (reacao total de
25 uL). Para amplificacdo empregaramdssnaturacao inicial a 95 °C, por 2
minutos, seguida de 35 ciclos: 72 °C, 30 segurtgosperatura de anelamento
variando conforme o par derimer utilizado (Tabela 2) por um minuto e
extensdo, a 72 °C, por 2 minutos, com uma extefirs@lode 72 °C. O produto
da PCR foi analisado por eletroforese em gel deoagal,7%, corado com
GelRed Biotiunt®).
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Tabela 2 Relacdo geimersutilizados para o sequenciamento do RNA-2

Primer Ident. T(cig)p. Sequéncia

1 2SgMV 741F 512 5 GGAACT CTC ACACCT GGT 3
2SgMV 1395R 5 CCACCAATCTTG TAAACAAAZ

’ 2SqMV 1284F 50.0 5 CAG ATG ACA AAG GAA GAG AT 3
2SgMV 1929R 5 CAAGCAGGATTCCACACYZ

3 2SgMV 1868F 50,5 5 AGT GGC ATA ACAGGA GC 3
2SgMV 2699R 5 GTACTC TGC CCA GAAATT 3

4 2SgMV 2501F 497 5 TTT GAC GGC ATG GTC &
2SgMV 3360R 5 GCA TCA AAG AAA ACA AGC TC 3’

Sequenciamento e analise do fragmento gendmico Mimplificado

Os cDNAs obtidos foram purificados diretamente doduto da
reacdo com o Kit Norgen (Biotek Corporation®), deordo com as
recomendacdes do fabricante, e enviados para a esmpMYLEUS
Biotechnology, onde foi realizado o sequenciamegsiodmico. As sequéncias
foram analisadas e comparadas entre si e com dlispeniveis no GenBank,
sendo cinco sequéncias de SqQMV e uma sequénc@odgea mosaic virus
(CPMV) empregada como isolado exterrout@roup (Tabela 3). Para isso,
empregou-se a ferramenta Basic Local Alignment ®edrool (BLAST),
disponivel no website do National Centre for Bibmeaogy Information
(NCBI). Os alinhamentos mdltiplos, das sequénci& rdicleotideos e
aminoécidos, foram realizados utilizando-se o mogr CLUSTAL Omega
(www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/).  Distancias &@as e  arvores
filogenéticas foram geradas utilizando-se o progrdEGA 6.06 (TAMURA et

al., 2011), com bootstrap, considerando valores sugeria 10.000 repeticdes.
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Tabela 3 Numero de acesso no GenBank (NCBI) e rorigies isolados
utilizados para comparacdo com as sequéncias ddoadas

brasileiros
Numero de
Virus acesso Origem Autor
SgMV  EU 421060 China Hu et al., 2009
SgMV  KP 223324 Espanha Li et al, 2015

SgMV AF 059532 Estados Unidos Haudenshield & Paliskd 998
SgMV AF 059533 Estados Unidos Haudenshield & Paliskd 998
SgMV  NC 003800 Japao Han et al., 2002
CPMV  NC 003550 Holanda Wezenbeek, P. et al., 1983
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Andlises filogenéticas

Foi amplificado e analisado um fragmento com unaltoe 2.599
nucleotideos (nt) pertencentes ao RNA 2, com 8X8aum total de 1.353) da
parte 3’ terminal do gene da proteina de movimeantthas as subunidades do
capsideo: a maior com 1.122 nt e a menor com 583,089 nt da regido 3'UTR.

As sequéncias de SqMV obtidas foram comparadasasosequéncias
dos unicos cinco isolados que se encontram dispisnio GenBank (Tabela 3).
A comparacdo entre as sequéncias dos 2.490 nudest{excluindo-se a regido
3'UTR) dos isolados brasileiros de SQMV mostrowntdiades que variaram de
91% a 98% (Tabela 4). A menor identidade (91%)vkrificada quando se
comparou o isolado FA com o isolado GR2 e LC3 co@QViindicando uma
maior diferenca entre esses dois isolados do Tinsa@to isolado de Mococa. A
maior identidade (98%) foi verificada entre os aslls LC2 e MOC que, ao
contrario do que se espera, sao de regides badiatantes.

Comparando-se os isolados brasileiros com os igsldd GenBank, as
identidades variaram entre 82% e 88%, sendo a nigemtidade entre o isolado
KP223324, da Espanha e o isolado GR2. As maiomestitthdes ocorreram
entre os isolados NC 003800 (do Japéo) e os isola@@ e LC3, e entre o
AF059533 (dos Estados Unidos) e o LC3. As idenBidaehtre os isolados do
GenBank variaram de 84% (entre os isolados EU42160®0China e o
KP223324 da Espanha) a 99% (entre os isolados ARB2580s Estados Unidos
e 0 EU421060 da China).

As identidades entre os aminoacidos (Tabela 5)stdados brasileiros
variaram de 91%, entre o isolado GR2 e o isoladpaF88% entre os isolados
LC2, LC3, e MOC. Quando as sequéncias de amincacilis isolados

brasileiros foram comparadas com os isolados doB&dn as identidades
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variaram de 90% (entre os isolados GR2, EU421088059532) a 97% entre
os isolados LC2 e NC003800; entre os isolados NCH03800 e AF05933.

Entre os isolados disponiveis no GenBank a idetdidariou de 96%
(entre os isolados AF059532, KP223324, NC003800 R®5833; entre os
isolados EU421060, NCO003800 e AF05933; entre tadeoKP223324 e o
EU421060) a 99% (entre o isolado EU421060 e AF083%&ntre o isolado
NC003800 e 0 AF05933).



Tabela 4 Porcentagem de identidade entre os isolgtadados e outros isolados de SqQMV do GenBankjderando-
se 0s 2.490 nucleotideos amplificados

ISOLADOS 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

1 FA - 91 94 92 93 84 85 87 87 86
2 GR2 - - 96 89 96 82 83 85 85 84
3 LC2 - - - 92 98 85 86 87 88 86
4 LC3 - - - - 91 85 86 88 88 87
5 MOC - - - - - 86 86 87 87 86

6 KP223324 - - - - - - 84 85 86 84
7 EU421060 - - - - - - - 88 88 99
8 NC 003800 - - - - - - - - 93 88

9 AF059533 - - - - - - - - - 88

10 AF059532 - - - -

1%



Tabela 5 Porcentagem de identidade dos aminoaedue os isolados estudados e outros isolados W&/ Sip

GenBank, considerando-se os 2.490 nucleotideosfamgbs

ISOLADOS 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
1 FA - 91 96 96 95 94 93 95 95 93
2 GR2 - - 93 93 93 91 90 92 92 90
3 LC2 - - - 98 98 96 95 97 96 95
4 LC3 - - - - 97 96 95 97 97 95
5 MOC - - - - - 95 94 96 96 94
6 KP223324 - - - - - 96 98 98 96
7 EU421060 - - - - - - 96 96 99
8 NC 003800 - - - - - - - - 99 96
9 AF059533 - - - - - - - - 96
10 AF059532 - - - - - - - - -

o



47

Na arvore filogenética construida com base na seipéde
nucleotideos dos isolados brasileiros e dos iselatio GenBank (Figura 1)
observou-se a formacgéo de dois clados com doidagldsc Em um deles se
agruparam os isolados brasileiros e, no outrcsaados do GenBank, conforme
0 esperado para isolados de diferentes regidesrajmag. O isolado NC
003550, utilizado comoutgroup ficou separado desses, como o esperado.

No subclado em que se agruparam os isolados lwasjles isolados
LC2 e GR2, do Tocantins, agruparam-se juntamenteac®OC de Sao Paulo,
indicando que, apesar da distancia entre as reg@agwaficas, eles devem ter
tido a mesma origem. Isso pode ser explicado pafo fle esse virus ser
transmitido pelas sementes e do grande transikasle®mentes dentro do pais.
O isolado LC3 foi o que mais se distanciou dos demdo subclado dos
isolados do GenBank, um dos isolados americano852%32) se agrupou com
0 isolado da China (EU421060) e o outro (AF059588j)n o do Japao
(NCO003800). O isolado KP 223324 da Espanha fimpasado no segundo
subclado.
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Figura 1 Arvore filogenética construida com base seguéncia de 2599
nucleotideos dos isolados brasileiros Stpiash mosaic virus dos
isolados do banco de dados. Os valores de booffstram obtidos
pelo programa Mega, utilizando o0 método de agrupsangPGMA,
com 10.000 repeticbes

Ja na arvore construida com base na sequeénaiainieéaidos também
foram formados dois clados, com o primeiro apres®td dois subclados, um
com os cinco isolados do GenBank e outro com quidsoisolados brasileiros
(Figura 2). Nos isolados do GenBank, os isolados2BRB324, AF 059533 e
NCO003800 se agruparam em um ramo do primeiro stb@as EU421060 e
AF 059532 no outro. O isolado FA ficou mais proxidmLC3, enquanto o LC2
ficou mais perto do MOC. Nesse caso, o isoladofigoe separado do segundo

subclado foi o isolado brasileiro GR2, do municiggoGurupi, TO.
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Figura 2 Arvore filogenética construida com basseguéncia dos aminoacidos
dos isolados brasileiros &suash mosaic virusdos isolados do banco
de dados. Os valores de bootstrap foram obtidas gregrama Mega,
utilizando-se o método de agrupamento UPGMA, comOQ®
repeticoes

Fazendo-se a comparacédo, separadamente, enti@ osi@eotideos da
proteina de movimento os isolados brasileiros dd\Gmostraram identidades
que variaram de 85% (entre LC3 e MOC) a 99% (¢BR& e LC2) (Tabela 6) .

Comparando-se os isolados brasileiros com os isslad GenBank,
constata-se que as identidades variaram entre @8%e(os isolados GR2 e
KP223324) e 88% (entre o isolado LC2 e o AF 059888 LC3, EU421060 e
AF 059532). Entre os isolados do GenBank, essdiddete ficou entre 83%
(entre KP223324, EU421060 e AF 059533) a 99% (eBtod21060 e AF
059532).

As identidades entre os aminoacidos (Tabela 7)stbdados brasileiros

variaram de 81%, entre o isolado GR2 e o isolad® fetre o GR2 e 0 LC3, a
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98%, entre os isolados LC2 e MOC. Quando comparadasisolados do

GenBank, as identidades variaram de 80% (entrelads GR2, EU421060 e

AF 059532) a 97%, entre o isolado LC2, NC003800959533e entre 0s

isolados LC3, NCO003800 e AF059533. Entre os isdlado GenBank a

identidade variou entre 96% (entre KP223324 e ABB3Y a 100% (entre

NCO003800 e AF059533). Nota-se, portanto, que ab#idade dessa parte da
proteina de movimento € maior entre os isoladosilbias do que entre os
isolados do GenBank.

Na Figura 3 pode-se observar a arvore filogenéticestruida com base
na sequéncia de nucleotideos dos isolados brasildeg SqQMV e do GenBank.
Novamente houve a formacao de dois clados, s6dpssa vez, o isolado LC3
ficou agrupado no clado dos isolados do GenBanks préximos aos isolados
dos Estados Unidos (AF059532) e da China (EU421060)

Na arvore com base na sequéncia de aminoacidoardFd) desse
fragmento gendmico, novamente houve a formacdo aie cados, mas o
isolado GR2 ficou sozinho em um deles e os demaisutro. Os isolados FA,
LC2 e MOC se agruparam em um subclado e o LC3 nennse agrupou com
os isolados do GenBank. Pode-se perceber que masitbstituicbes de
nucleotideos resultaram em mudancas de aminoacidasacterizando
substituicdes do tipo sindnima (NEI; GOJOBORI, 1986



Tabela 6 Porcentagem de identidade dos 813 nuddestida proteina de movimento entre os isoladodads e outros
isolados de SqMV do GenBank

ISOLADOS 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
1 FA - 86 95 87 95 82 85 86 87 85
2 GR2 - - 99 1 88 73 76 79 80 76
3 LC3 - - - 86 98 83 85 87 88 85
4 LC2 - - - - 85 86 88 87 86 88
5 MOC - - - - - 82 85 86 87 85
6 KP223324 - - - - - - 83 86 84 83
7 EU421060 - - - - - - - 89 87 99
8 NC 003800 - - - - - - - - 92 89
9 AF059533 - - - - - - - - - 87

10 AF059532 - - - - - - - - - -

18



Tabela 7 Porcentagem de identidade dos aminoadalgsoteina de movimento entre os isolados estsdadmutros
isolados de SqMV do GenBank

ISOLADOS 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
1 FA - 81 96 96 95 94 94 95 95 93
2 GR2 - - 83 81 82 81 80 82 82 80
3 LC3 - - - 96 98 95 95 97 97 94
4 LC2 - - - - 95 96 96 97 97 96
5 MOC - - - - - 95 94 96 96 94
6 KP223324 - - - - - - 97 98 98 96
7 EU421060 - - - - - - - 97 97 99
8 NC 003800 - - - - - - - - 100 97
9 AF059533 - - - - - - - - - 97
10 AF059532 - - - - - - - - - -

¢S
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100 - EU421060
55 [ AF059532

85| ————LC3
@ NC 003800
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KP223324
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Figura 3 Arvore filogenética construida com base seguéncia de 813
nucleotideos da proteina de movimento dos isoladasileiros de
Squash mosaic virws dos isolados do banco de dados. Os valores de
bootstrap foram obtidos pelo programa Mega, utililtase 0 método
de agrupamento UPGMA, com 10.000 repeticdes



54

91; NC 003800
61 || AF059533

KP223324
EU421060

67

99 L AF059532
100 LC3
—— FA
5| [ LC2
93 MOC
GR2
NC 003550
P
0.05

Figura 4 Arvore filogenética construida com basseguéncia dos aminoacidos
da proteina de movimento dos isolados brasileimSgliash mosaic
virus e dos isolados do banco de dados. Os valores dstiamoforam
obtidos pelo programa Mega, utilizando-se o méel@grupamento
UPGMA, com 10.000 repeticBes

Na comparacdo entre as sequéncias dos 1.122 tideteo da
subunidade maior da proteina do capsideo, a idelgticentre os isolados
brasileiros variou de 94% (entre LC2 e LC3; ent@3le MOC) a 99% (GR2,
LC2 e MOC; LC2 e MOC) (Tabela 8). Comparando-sésotados brasileiros
com os isolados do GenBank, as identidades variamaime 82% (entre os
isolados FA e KP223324) a 88% (entre o isolado L&AF059533). A
identidade entre os isolados do GenBank variou 3% 8entre os isolados
KP223324, EU421060, NC003800 e o AF059532) e 983trdeEU421060 e
AF059532).

As identidades entre 0os amino&cidos dos isoladussidiros variaram de
95% (entre os isolados FA, GR2 e LC2) a 99% (entrisolado MOC e
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LC2/LC3) (Tabela 9). Comparando-se os isoladoslbiass com os isolados do
Genbank, as identidades variaram entre 92% (eris@larlo FA e EU421060) e
98% (entre o isolado NC003800 e LC3/MOC). Entrésokados do GenBank, a
identidade variou de 95% (entre o isolado KP2233E4421060/ AF059532) e
98% (entre os isolados EU421060 e AF059532 e &D@03800 e AF05953).
Nesse caso, a variabilidade entre as sequéncrasctitideos e de aminoacidos
dos isolados brasileiros foi menor do que a obsenentre os isolados do
GenBank.

Na Figura 5 pode-se observar a arvore filogenéticestruida com base
na sequéncia de nucleotideos da subunidade majmotiina do capsideo dos
isolados brasileiros e do GenBank. Houve a formalgdois clados, tendo o
primeiro apresentado dois subclados: no primegardim agrupados os isolados
brasileiros e, no outro, quatro isolados do GenBaBk quinto isolado,
KP223324, ficou separado no segundo clado. Entretaa arvore filogenética
construida com base na sequéncia de aminoacidasy faovamente formados
dois clados, mas, no primeiro clado se agruparawstos isolados brasileiros,
juntamente com um isolado do GenBank, o NC00380@peoutro, os quatro

isolados restantes.



Tabela 8 Porcentagem de identidade dos 1.122 nigddes da subunidade maior da proteina do caps&dge os

isolados estudados e outros isolados de SqQMV d8&#n

ISOLADOS 2 3 4 5 6 7 8 9 10
1 FA 96 96 95 96 82 83 86 87 84
2 GR2 - 99 95 99 83 84 86 87 84
3 LC2 - - 94 99 84 84 86 87 84
4 LC3 - - - 94 83 83 86 88 84
5 MOC - - - - 84 84 86 87 84
6 KP223324 - - - - - 83 83 85 83
7 EU421060 - - - - - - 87 87 98
8 NC 003800 - - - - - - - 92 87
9 AF059533 - - - - - - - - 88

10 AF059532 - - - - - - - - -

99



Tabela 9 Porcentagem de identidade dos aminoadalaubunidade maior da proteina do capsideo estigolados

estudados e outros isolados de SqMV do GenBank

ISOLADOS 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
1 FA - 95 95 96 96 93 92 95 94 92
2 GR2 - - 98 98 98 95 94 97 96 94
3 LC2 - - - 98 99 95 94 97 96 95
4 LC3 - - - - 99 96 95 98 97 95
5 MOC - - - - - 95 95 98 97 95
6 KP223324 - - - 95 97 97 95
7 EU421060 - - - - 96 96 98
8 NC 003800 - - - - - 98 97
9 AF059533 - - - - - - 96

10 AF059532 - - - - - - -

LS
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Figura 5 Arvore filogenética construida com base seguéncia de 1.122
nucleotideos da subunidade maior da proteina deid=p dos
isolados brasileiros d8quash mosaic virus dos isolados do banco
de dados. Os valores de bootstrap foram obtidasgehrama Mega,
utilizando-se o método de agrupamento UPGMA, comOQm
repeticoes
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Figura 6 Arvore filogenética construida com basseguéncia dos aminoacidos
da subunidade maior da proteina do capsideo dialésobrasileiros
de Squash mosaic virus dos isolados do banco de dados. Os valores
de bootstrap foram obtidos pelo programa Megajzatilo-se o
método de agrupamento UPGMA, com 10.000 repeticdes

A comparacgdo entre as sequéncias dos 555 nudestith subunidade
menor da proteina do capsideo dos isolados brasilele SqMV mostrou
identidades que variaram de 85%, entre o isolade BAsolado MOC, a 100%
entre os isolados GR2 e LC2 (Tabela 10). Quandgacados com os isolados
do GenBank, as identidades variaram de 85%, eriselado MOC e o isolado
KP223324, a 88%, entre o isolado japonés NC 003800 os isolados FA e
LC3. A identidade entre os isolados do GenBanlovadie 87% a 99%.

As identidades entre os aminoacidos (Tabela 11)sitesdos brasileiros
variaram de 93%, entre o isolado FA e o isolado M®C00% entre os isolados
GR2 e LC2. Quando comparados com os isolados d8#&én as identidades
variaram de 93% (entre o isolado chinés EU 421060 isolados FA e MOC e
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o isolado norte-americano AF 059532 também consaledos FA e MOC) a
97%, entre o isolado japonés NC 003800 com osdesl&R2, LC2 e LC3 e 0
isolado AF 059533 com os isolados GR2 e LC2. Ewvdrésolados do GenBank
a variacao foi entre 96% e 99%.



Tabela 10 Porcentagem de identidade dos 555 niddest da subunidade menor da proteina do capsiden @s
isolados estudados e outros isolados de SQMV dB&dn

ISOLADOS 2 3 4 5 6 7 8 9 10
1 FA 86 86 91 85 86 86 88 87 87
2 GR2 - 100 94 97 86 86 86 87 86
3 LC2 - - 94 97 86 86 86 87 86
4 LC3 - - - 92 86 86 88 87 87
5 MOC - - - - 85 86 86 86 86
6 KP223324 - - - - - 87 87 87 87
7 EU421060 - - - - - - 87 89 99
8 NC 003800 - - - - - - - 94 87
9 AF059533 - - - - - - - - 89

10 AF059532 - - - - - - - - -

19



Tabela 11 Porcentagem de identidade dos aminoadalssibunidade menor da proteina do capsideo @nismlados

estudados e outros isolados de SqMV do GenBank

ISOLADOS 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
1 FA - 96 96 97 93 95 93 95 95 93
2 GR2 - - 100 98 97 96 96 97 97 96
3 LC2 - - - 98 97 96 96 97 97 96
4 LC3 - - - - 95 96 94 97 96 94
5 MOC - - - - - 94 93 95 94 93
6 KP223324 - - - - - 96 98 99 96
7 EU421060 - - - - - - - 96 96 98
NC
8 003800 i i i i i i i i 99 96
9 AF059533 - - - - - - - - 96

10 AF059532

29
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Na Figura 7 pode-se observar a arvore filogenéticestruida com base
na sequéncia de 555 nucleotideos da subunidade memooteina do capsideo
dos isolados brasileiros de SqgMMdos isolados do banco de dados. Observou-
se a formacédo de dois clados distintos, sendomep com dois subclados
contendo todos os isolados do GenBank e o segumdoocisolado brasileiro
FA (Figura 8). No segundo clado, também com dokxlsdlos, o LC3 ficou
sozinho em um deles e os trés restantes, MOC, GR22¢ no segundo. O
isolado FA agrupou-se com os demais isolados doobde dados, porém, em
um ramo distinto da arvore. Ja na arvore filogeaétionstruida com base na
sequéncia de aminoacidos foram novamente formad@s adiados, mas no
primeiro clado encontra-se somente o isolado FAee,outro, os isolados
ficaram separados em subclados, porém, os isotfm@enBank agrupados em

conjunto.



64

100 — EU421060
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Figura 7 Arvore filogenética construida com base seguéncia de 555
nucleotideos da subunidade menor da proteina deidesp dos
isolados brasileiros d8quash mosaic virus dos isolados do banco
de dados. Os valores de bootstrap foram obtidos pedgrama
Mega, utilizando-se o método de agrupamento UPGdd#y 10.000
repeticoes
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Figura 8 Arvore filogenética construida com basseguéncia dos aminoacidos
da subunidade menor da proteina do capsideo dasldsaobrasileiros
de Squash mosaic virus dos isolados do banco de dados. Os valores
de bootstrap foram obtidos pelo programa Megajzatitio-se o
método de agrupamento UPGMA, com 10.000 repeticdes

A regido da 3' UTR foi a mais variavel, pois a carggdo entre os 109
nt sequenciados dos isolados brasileiros de SgM¥trow identidades que
variaram de 37%, entre o isolado LC2 e o isoladoQyi@ 92%, entre os
isolados FA e LC3 e GR2 e LC3 (Tabela 12). Quanolmparados com os
isolados do GenBank, as identidades variaram de 88%e o isolado MOC e
os isolados AF059533 e NC 003800, a 98%, entrelade japonés NC 003800
e o isolado FA. A identidade entre os isolados @mE&ank variou de 85% a
100%.



Tabela 12 Porcentagem de identidade dos 109 niddestda 3'UTR entre os isolados estudados e oismtaxdos de

SgMV do GenBank

ISOLADOS 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
1 FA - 90 83 92 41 83 85 98 92 85
2 GR2 - - 91 92 39 81 81 88 88 81
3 LC2 - - - 85 37 73 76 80 81 76
4 LC3 - - - - 41 85 83 91 92 83
5 MOC - - - - - 42 42 39 39 42
6 KP223324 - - - - - - 85 85 86 85
7 EU421060 - - - - - - - 86 88 100
NC
8 003800 i i i i i i i i 97 86
9 AF059533 - - - - - - - - - 88

10 AF059532 -

99
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Observa-se, na arvore filogenética (Figura 9) cofdd com base na
sequéncia de nucleotideos da 3'UTR dos isoladcsiléiras de SqMVe dos
isolados do banco de dados, novamente, a formag&nid clados distintos
sendo o primeiro com dois subclados, um contendsotesdos brasileiros GR2,
LC2, FA e LC3 e 0 outro com os isolados NC0038@0-6859533. O segundo
clado contém um subclado dos isolados EU421060052%32 e, em um ramo
separado, o isolado KP223324. O isolado paulistaCMioou separado dos

demais em um ramo distinto.

82 — GR2
56 LC2
1L Fa
8 LC3
NC 003800
100 EEAF059533
KP223324
= EU421060

|

100 ! AF059532

MOC
NC 003550

——o
0.05

Figura 9 Arvore filogenética construida com baseseguéncia nucleotideos da
3'UTR dos isolados brasileiros &guash mosaic virus dos isolados
do banco de dados. Os valores de bootstrap foraidosbpelo
programa Mega, utilizando-se 0 método de agrupameGMA,
com 10.000 repeticdes

De modo geral, as substituicbes de nucleotideosrvidas no

fragmento gendmico estudado ndo resultaram em madaos aminoacidos,
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constituindo-se numa mutac¢éo nao sinbnima (NEI; @G8RI, 1986). Tanto

entre os isolados brasileiros como entre essesdéspsniveis no GenBank, as
identidades do fragmento total estudado, ou de qpaie separadamente,
ficaram acima de 90%, com excecdao do gene da paotdd movimento do

isolado GR2, que variou entre 82% e 83% (Tabela 7).

Nas é&rvores filogenéticas, houve uma tendéncia epracdo entre
isolados brasileiros e os do GenBank, com poucazc¢ées: na arvore
filogenética construida com base no gene parcigroi@ina de movimento, em
gue o isolado brasileiro LC3 se agrupou com osuikrs do GenBank (Figuras 4
e 5) na arvore baseada na sequéncia de nucleotiideamidade menor da
proteina do capsideo do SgMV, em que o isoladoilbirasFA se alocou,
sozinho, em um dos dois subclados formados pedadiss estrangeiros (Figura
7). Entretanto, na arvore construida com base gaéseia de nucleotideos
desse gene, o isolado FA ndo se agrupou com nedbsraubclados formados
pelos isolados brasileiros e estrangeiros, ficauinho em um dos dois clados
que foram formados, indicando certa distancia dedsms demais isolados.

Notou-se, ainda, maior proximidade entre os isdadé2 e MOC e
uma maior distancia dos isolados LC3 e FA, querdita separados em
subclados distintos na maioria das arvores codsisuiEntre os isolados
estrangeiros houve uma maior proximidade entrelade EU421060 da China
com o isolado dos Estados Unidos AF059532, em tagi@svores e do isolado
dos Estados Unidos AF059533 com o NC 003800 dooJapds arvores
construidas para os nucleotideos e os aminoacidosiR, nucleotideos da
subunidade maior e menor da proteina do capsiddes& com o isolado
KP223324 da Espanha, quando foram comparados osaridos do fragmento
total, e das duas subunidades da proteina do eapsid

Esses dados indicam que os isolados que apresantaraior

consisténcia no grau de proximidade foram os isslados Estados Unidos
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(AF059532) e da China (EU421060) que, provavelmetggem ter a mesma
origem geogréfica. Porém, em fitovirologia, o uséiddasear a filogeografia de
isolados virais no gene da proteina do capsided)(CHARK; RYU, 2012;
DOLJA et al., 1991; MELO et al., 2015). Assim sendpenas com base nas
subunidades da CP, fica confirmada a proximidatte @s isolados dos Estados
Unidos (AF059533) e o da Espanha (KP223324),e @stieolados EU421060
da China e o dos Estados Unidos AF059532 e tambgroxamidade entre os
isolados MOC e LC2, e a maior distancia dos isaddo3 e FA.
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4 CONCLUSOES

Os isolados brasileiros apresentaram pouca vadabté genética entre
si, mas houve um maior distanciamento dos isola@de MOC.
Os isolados brasileiros se agruparam separadandestdsolados do

GenBank, na maioria das arvores filogenéticas.
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ARTIGO 2

Analise de imagens para avaliacdo da qualidade fidbgica das sementes
produzidas por plantas de abdbora infectadas corBquash mosaic virus
(SaMv)
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ABOBORA INFECTADAS COM Squash mosaic virus (SqMV).
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RESUMO

Algumas espécies olericolas, como a abobrinha di¢anf@ucurbita

pepo cv Caserta), comumente apresentam sementes comuesdrvazias e
danificadas devido a problemas relacionados nacosd a malformacao da
semente, mas também com a ocorréncia de infecgietqpatégenos. Estes
danos, nesse tipo de semente, ndo sdo comumeattades, devido a presenca
de tegumento espesso que impede a visualizacdestlaguras internas das
mesmas. O objetivo, neste trabalho, foi verificpoasibilidade de utilizacdo de
andlise de imagens para a avaliacdo dos danordatem sementes produzidas
por abobrinha de moita infectada cdBguash mosaic viruscomo medida
auxiliar para selecdo das sementes para postevigiagho da taxa de
transmissibilidade desse virus por sementes aaalipdlo método soroldgico
DAS-ELISA e molecular através da IC-RT-PCR. Pad$oos testes avaliaram-
se dois lotes de sementes produzidas em casa d@g@g (sadia e infectada).
As andlises das imagens radiograficas permitiraimisdo das sementes em trés
categorias: sementes vazias, cheias e danificadiasteste de germinacao,
sementes infectadas e classificadas como cheiatuziram mais plantulas
anormais quando comparadas as sadias de mesmarizateQuando da
contaminacdo por virus, observou-se reducdo nor vitgs sementes. Os
métodos DAS-ELISA e IC-RT-PCR foram eficientes méedcdo do SqMV em
sementes. A andlise radiografica e os outros testemdos revelaram-se como
ferramentas Uteis na avaliacdo da qualidade dasndesproduzidas por plantas
infectadas com o SgMV. A utilizacdo dessas técnipade auxiliar na
elaboracdo e na otimizagdo de testes de transifitsile ou outros estudos
envolvendo virus que infectam sementes de abdbora.

Palavras-chaveCurcubita pepav Caserta. Analise de imagens. Viabilidade.
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IMAGES ANALYSIS OF PHYSIOLOGICAL QUALITY ASSESSMENT
OF SEEDS PRODUCED IN INFECTED PUMPKIN PLANTS WITH
Squash mosaic virus (SqMV).

ABSTRACT

Oleraceous species such as zuccl@nicUrbita pepo c€aserta) usually
present seeds with empty and damage structuret guweblems correlated with
the seed malformation in addition to the occurreoicanfection by pathogens.
These damages in this type of seeds aren’'t comnueibcted due to its tissue
density, which prevents the visualization of in&rstructures. The objective of
this study was investigate the possibility of usthg X-ray test, germination,
tetrazolium, emergency and emergency speed theaial of internal damage
in seeds produced by infected zucchini wiitjuash mosaic virusis a measure
to assist selection of seeds for further transiiityi seed evaluation rate of this
virus by serological method DAS-ELISA and molecul@RT-PCR. For all
tests, two lots of seeds produced in the greenhghesdthy and infected) were
evaluated. The analysis of the radiographic imadjesved the separation of the
seeds into three categories: filled, empty and d@aaeeds. In the germination
test, infected seeds classified as filled produoceate abnormal seedlings
compared to healthy seeds of the same categorycRed in seed vigor was
observed when seeds were infected. DAS-ELISA metland IC-RT-PCR were
efficient detecting SqQMV in seeds. The differenadween the percentage of
seedlings that were positive for DAS-ELISA and IC-RCR, was not
significant. The radiographic analysis and othatstaused have proved to be
useful tools in assessing the quality of seed preduby plants infected with
SgMV showing that the quality of infected seeds alagmys lower than healthy
seeds. Thus, the use of these techniques cantassdsign and optimization of
transmission tests or other studies involving \@authat infect zucchini seeds.

Keywords:Curcubita pepav Caserta. Image analysis. Infected seeds. Viability.
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1 INTRODUCAO

As cucurbitaceas, com cerca de 90 géneros e ma&0@e=spécies,
constituem uma das mais importantes familias detgdacultivadas pelo
homem. Dentre as espécies de maior expressao eicandrerecem destaque a
abdbora Cucurbita moschadaa abobrinhaQucurbita pep® o meldo Cucumis
meloL.), a melanciaQitrullus vulgarig e o pepinoQucumis sativus.).

Para a producdo comercial de frutos de abdboratilizagdo de
sementes de alta qualidade € fator fundamental.r@dugdo mundial de
abdboras, em 2014, foi de 23,4 milhdes de toneladidtsradas em 1,83 milhdo
de hectares, proporcionando produtividade médid3jé t‘ha (FOOD AND
AGRICULTURE ORGANIZATION OF THE UNITED NATIONS, 208).
Baixas produtividades, geralmente, estdo assogciattare outros fatores, a
utilizacdo de lotes de sementes com baixa germonae@luzido vigor e alta
contaminacao por patégenos, como, por exemplaoiros. v

O primeiro relato de mosaico em abdbora causadd@poash mosaic
virus (SgMV) foi feito em 1934, no estado norte-americda California. Desde
entdo, este virus também foi relatado nas Amédodsorte e do Sul, na Europa
e na Austrdlia (SHERF; MACNAB, 1986). No Brasil, emiversos
levantamentos de viroses que infectam cucurbitace®s ha incidéncia do
SgMV ou esta apresenta-se muito baixa (MOURA et2401; SILVEIRA,
2009). Entretanto, Alencar (2012), em um levantamee viroses que infectam
cucurbitaceas no estado do Tocantins, detectob@fedas amostras analisadas
estavam infectadas pelo SQMV.

O SgMV, descrito por Freitag (1941, 1956), Lindbéatall e Walker
(1956), é membro do génef@omovirus da familiaSecoviridaee pode ser
transmitido pelas sementes, por besouros crisoevalidDiabrotica spp. e
Acalymma spp.) (FREITAG, 1956; LASTRA, 1968; SITTERLY, 1960;
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STONER, 1963), por um besouro coccinelideo (COHEN;ZANY, 1963) e
por cigarrinha (STONER, 1963), sendo capaz de tafex maioria das plantas
dos géneroLucurbita e Cucumis(HAUDENSHIELD; PALUKAITIS, 1998;
NELSON; KNUHTSEN, 1973).

A transmissdo de virus por sementes ocorre em aca8% das
espécies de virus descritas, por uma ou mais heispeahaturais e um terco dos
virus pode ser transmitido por pelo menos uma @es swspedeiras (HULL,
2002). A transmissao do virus da planta para sem&mntependente de alguns
fatores que se relacionam, principalmente, a espéal e a planta hospedeira
(ALBRECHTSEN, 2006). O virus do mosaico da abélmode ser transmitido
por meio de sementes comerciais num percentualtéel@o, tornando o
monitoramento da ocorréncia de virus em cucurkagececessario, ndo sé nos
campos de producdo, mas como forma de se evitaagjueesmas constituam
hospedeiras alternativas de viroses, que tambéranafeeconomicamente
culturas vizinhas (BLANCARD; LECOQ); PITRAT, 1996).

Na cultura da abdbora é frequente a ocorrénciaed®stes vazias e
danificadas morfologicamente, sendo as Ultimas déild separacdo e
identificacdo devido ao tipo de beneficiamento spfeem, além da presenca de
tegumento duro, o qual impede a visualizacdo dori@mtsem danificar as
sementes.

O teste de raios X ndo é um teste de viabilidadegm, gera
informacdes que auxiliam a avaliacdo da viabilidakle lote de sementes,
revelando deficiéncias morfolégicas que indicanew gotencial. Esse teste tem
sido bastante utilizado para fazer a avaliacdo elsuturas internas das
sementes florestais e horticolas, de forma rapidecisa e ndo destrutiva,
permitindo determinar o seu estadio de maturag@m @omo a ocorréncia de
sementes vazias, pouco desenvolvidas e com dara@@ioes ou causados por
insetos (ASSOCIATION OF OFFICIAL SEED ANALYSIS, 138 SIMAK;
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BERGSTEN; HENRIKSSON, 1989). Sendo um teste nacotraes, as
sementes submetidas a andise podem ser posterierngetocadas para
germinar, permitindo o estabelecimento de uma kpde entre os danos
mecanicos ou alteracdes observadas na parte intasnsementes e 0s prejuizos
causados na germinagdo (CARVALHO et al., 2009; GOt al., 1998).
Apesar de esse teste ser bastante utilizado paliaraa viabilidade das
sementes, ele ndo tem sido empregado para ansdis@ntes produzidas por
plantas infectadas pelo SqMV, com vistas a detemtadanos fisicos e a sua
capacidade de germinacdo e producdo de plantasisiddssim sendo, neste
trabalho, as sementes produzidas por plantas dmabdv. Caserta, infectadas
com SgMV, foram analisadas por raios X, para avaliotencial dessas técnica
para indicar danos internos em sementes infectd@asteriormente, essas
sementes foram plantadas e a taxa de germinac8opklmtas obtidas foram
avaliadas para estabelecer uma correlacdo entesiéados obtidos na analise

por raios X e a viabilidade das mesmas na proddedmantas sadias.
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2 MATERIAL E METODOS

A pesquisa foi realizada no Laboratério de AndlidesSementes do
Departamento de Agricultura (DAG) e no Laboratode Virologia do
Departamento de Fitopatologia (DFP) da Universid&eeleral de Lavras
(UFLA) utilizando-se sementes de abdbora produzetasplantas infectadas
comSquash mosaic virws plantas sadias.

O isolado utilizado no experimento foi o SgQMV-LC2oyeniente de
planta de melancia infectada naturalmente em catagmoduc¢do do municipio
de Lagoa da Confusdo, no estado do Tocantins daguparte da colecdo de
virus do laboratério de virologia do DFP/UFLA.

A obtencgdo das plantas para a manutencdo dosasotad producéo de
sementes se deu por meio de semeaduras em bardkejgmlietileno,
empregando-se o substrato comercial (Plantinacom posterior transplante
para vasos, com capacidade de 2 kg (plantas pamatemgao do isolado) e de 8
kg (para producdo de sementes), contendo terria, @resterco, na proporcao
2:2:1. Ainoculacdo mecénica foi feita quando afaapresentou o primeiro par
de folhas definitivas, no estagio de dois tercosudeexpansao.

Esta inoculacéo foi realizada com o extrato dea®liovens, das plantas
infectadas, obtido por maceracdo em almofariz degtema na presenca de
tampao fosfato 0,01 M, pH 7,0 acrescido de sulfim sédio na mesma
molaridade, na proporcdo de 1:10 (peso/volume)xt€ate foi friccionado nas
folhas das plantas previamente polvilhadas comrasalw carbureto de silicio
(CSi - Carborundum) e, em seguida, as plantas fd@mdas com agua
corrente. Plantas sadias inoculadas somente coolugée extratora serviram
como controle.

Para a obtencdo das sementes em casa de vegetdiiipactes diarias

foram realizadas no periodo da manha entre asO8herhs, coincidindo com o
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periodo no qual se encontravam as flores abexagyedos de pélen viaveis. As
flores masculinas foram destacadas das plantasamtags friccionadas nos
estigmas das flores femininas, deixando aderidea@mrnguantidade de pdlen
possivel sobre as mesmas. As plantas foram mamiidasasa de vegetacao até
o término de seu ciclo (aproximadamente 40 diasando os frutos foram
colhidos e as sementes obtidas foram lavadas, a®eaalmazenadas em camara
fria até a realizac&o dos testes.

As sementes dos dois lotes (sadio e infectadoinfergbmetidas ao teste
de raios X, utilizando-se o aparelho Faxitron x-rapdelo MX20, option DC-
12, com intensidade de 18 kV, por 20 segundos. nfroaaalisadas 3.000
sementes de plantas sadias e a mesma quantidagarmtes infectadas,
distribuidas em parcelas contendo cem sementeanjatas em |aminas
transparentes, com cinco repeticdes.

O delineamento experimental utilizado foi o inteiemte casualizado
em esquema fatorial (3x2), sendo trés classesrdenges (cheia, danificada e
vazia) e dois lotes de sementes (sadias e infectmda SQMV).

Os dados previamente submetidos aos testes de liu@dea dos
residuos e homocedasticidade das varidncias fotdometidos & analise de
variancia e as médias comparadas pelo teste deg/,Take de probabilidade.
As analises estatisticas foram realizadas com #i@uao programa estatistico
SISVAR® (FERREIRA, 2011).

O teor de agua das sementes foi determinado pdladméle estufa, a
105 °C, por 24 horas (BRASIL, 2009), utilizando-gas repeticbes de 50
sementes de cada lote/classe. Apos esse periocsEmastes foram levadas para
dessecadores até o resfriamento das amostrassegenda, foi efetuado o peso

seco das mesmas. Os resultados foram expressasesntagem.
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O teste de germinacao foi conduzido com 200 semageada classe,
sendo 10 repeticBes de 20 sementes. Juntamentesterteste foram também
calculados o T50 e o indice de velocidade de emeigé

A semeadura foi feita entre papel tipo Germitesedecido com agua
destilada, na proporcéo de 2,5 nit.de papel e em cada um as sementes foram
dispostas de acordo com as imagens dos raios >a depois, os rolos foram
mantidos em camara de germinacdo a temperaturdaotege 25 °C e as
avaliacdes foram efetuadas em duas contagens, sepdmeira no quarto e a
Ultima no oitavo dia apds a semeadura, conformBexgas para Analise de
Sementes (BRASIL, 2009). Os resultados foram egpse&m porcentagem
média de plantulas normais e anormais.

As sementes ndo germinadas de cada tratamentstdalte germinacgdo
foram cortadas longitudinalmente, com uso de utufdi€las foram colocadas
em recipiente de plastico escuro, imerso em solugsal de tetrazdlio a
0,075%, durante 3,5 horas, em temperatura cons@@te7 °C. Apls a
coloracao, a avaliacdo foi realizada com o auxiéianicroscopio estereoscopico
comum, para a determinacéo da viabilidade (GAGLIARMDARCOS FILHO,
2011).

Para o teste de emergéncia, a semeadura foi delema bandejas de
plastico de 1.200 cincontendo substrato para hortalicas (Planfmans
sementes foram dispostas na sequéncia das imagsnsids X e em cada
recipiente foram colocadas quatro repeticfes deeBtentes, aleatoriamente.

Foram realizadas avaliacdes diarias a partir deioinda emergéncia,
computando-se o nimero de plantulas emersas. Reidezada a porcentagem
de plantulas normais aos 21 dias.

A velocidade de emergéncia foi realizada junto comteste de
emergéncia, anotando-se, diariamente e no mesméidiolo ndimero de

plantulas emergidas até a completa estabilizacdeddande. O indice de
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velocidade de emergéncia foi determinado de acoaio a expressdo de
Edmond e Drapala (1958):

_ (N E)+(N,E,)+...+(N E )
E+E,+. . +E,

VE

em que:

VE = velocidade de emergéncia (em dias);

E1l, E2, En = nimero de plantas normais emergidasimeira, segunda
e Ultima contagem,;

N1, N2, Nn = nimero de dias da primeira, segundhima contagem,

em relagdo a semeadura.

Apés a germinacgdo, as plantulas e toda a porcdanesnente da casca
e dos cotilédones foram maceradas e o extratoofiicsubmetido ao teste de
diagnose DAS-ELISA (CLARK; ADAMS, 1977) com antises especificos
disponiveis contra o SqMV produzidos pela empregaeBa e IC-RT-PCR
(Immunocapturgeverse transcription-polymerase chain reacjio® protocolo
do teste DAS-ELISA foi o recomendado pelo fabrieant

No teste de IC-RT-PCR, 50L de antissoro policlonal anti SQMV, da
empresa Bioreba, na diluicdo de 1:1000, foram adézios a microtubos de
polipropileno com capacidade de 200 da marcaAxygen e incubados, por 2
horas, a 35 °C. Em seguida, os microtubos foramdias com PBS, por trés
vezes, apos o que foram adicionadosib@o extrato das plantulas e de toda a
porcdo remanescente da casca e dos cotilédonesdtage nova incubacéo de
um dia para o outro, a 4 °C (aproximadamente 18shoApos esta incubagéo,

0s microtubos foram lavados com tampéao fosfatowsadu phosphatebuffered
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saline(PBS), por sete vezes, e empregados para morgac@o para a obtencdo
cDNA viral. Inicialmente, foram adicionados a ess@isrotubos 10,QuL de
agua ultrapura tratada com DEPC e (,0do primer reverseSqMV- 2465 R:
5'GGAAAGAAGCCACAACSZ’, na concentracdo de 10 pM,reubou-se, por 5
minutos, a 75 °C, transferindo-os imediatamenta pagelo. Em seguida, foram
adicionados 0,4 pL da enzima transcriptase rev@vysdLV), 4,0 uL do
tampéo da enzima, 1,0 pL de dNTP a 10 mM e &guapulta tratada com
DEPC, para completar o volume final de 20 pL. @®$uforam incubados, a 42
°C, por 30 minutos, depois a 95, por 5 minutos e transferidos para o gelo.

A reacdo de PCR foi montada para um volume dgl2®omposto por
8,5 uL de agua ultrapura previamente tratada com DEREjil2do tampéo da
enzima (5x), 0,5L de MgCL 25 mM; 0,25uL de dNTP 10 mM; 0,75L de
cada um dogrimers foward(SgMV-1648 F:5TTTGACGGCATGGTC3') e
reversea 10 pM; 0,1251L GoTaqg® Flexi DNA Polymerase (Promega) e 0,25
uL do cDNA. Para a amplificacdo do DNA foi feita um@snaturacao inicial, a
95 °C, por 2 minutos, seguida por 35 ciclos: 95%¢ 45 segundos; 49 °C, por 1
minuto e 72 °C, por 1 minuto, com elongacao final2 °C, por 10 minutos. Os
produtos amplificados foram analisados em gel decsg a 0,7%, contrastados
com Gel Red (Invitrogen).
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Com base nos resultados do teste de raios X, aensesnforam
classificadas em trés classes: cheia, para semap®ntemente normais
(Figura 1A); danificadas, para sementes que ap@sen qualquer tipo de
alteracdo, como, por exemplo, as observadas nasaBigB e 1C, e vazias, para

sementes sem conteldo aparente (Figura 1D).

Figura 1 Imagens radiogréficas de sementes de eml{@d) semente cheia, (B)
semente danificada, (C) semente danificada, (Dyen&e vazia.
UFLA, Lavras, MG, 2015

A porcentagem média de sementes em cada uma daprias esta
discriminada na Tabela 1. A andlise de variancidicou diferencas
significativas entre as sementes classificadas &tta categoria, nos lotes de
sementes produzidas por plantas infectadas e saaaém como para a
interacdo das classasaliadas (p <0,05) nos testes de germinacéo, émeeg

velocidade de emergéncia, soroldgico e molecular.
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Tabela 1 Porcentagem média de sementes em cadalasnmés classes, de
acordo com a analise no teste de raios X

Classe Porcentagem de sementes em cada «
Sementes de antas Sementes de plant
sadias infectadas
Cheie 93A¢ 15B ¢
Danificad: 5Bk 49A ¢
Vazie 2Bk 36A L
CV (%) 1,1¢

Médias seguidas pelas mesmas letras maidscukadinhas e mindsculas nas
colunas, para cada tratamento e lote, ndo difergra si, pelo teste de Tukey, a
5%

As sementes de abdbora, assim como a grande md@samentes de
espécies cultivadas, sado classificadas como or&sdos, dessa forma,
apresentam diferentes niveis de tolerancia a dasdec (BARBEDO;
MARCOS-FILHO, 1998). O teor de agua médio das sé@semo momento dos
testes foi de 8,3%, com variacdo maxima de 0,5%gcdedo com Carvalho et
al. (2009). E valido ressaltar que essa baixa g@piano teor de agua é
importante, uma vez que, quando ocorrem altos esloressa variacdo, o
processo de deterioracdo € acelerado, ocorrendom@ag¢ao de produtos que
acarretam danos imediatos (MARCOS FILHO, 2005).nAldisso, favorece a
visualizacdo das estruturas das sementes duramtéliae radiografica, pois, de
acordo com Simak (1991), a umidade das sementasiiiafa a densidade o6tica,
ou seja, quanto menor a umidade das sementes, mdiemsidade Otica, o que
possibilita uma maior diferenciacdo das estrutdesssementes visualizadas nas
radiografias (CARVALHO et al., 2009).
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Os resultados dos testes de germinacdo, porcentagerplantulas

anormais, emergéncia, velocidade média de emergénabilidade (tetrazolio),

T50 e indice de velocidade de emergéncia estioitdesta Tabela 2.

Tabela 2 Resultados dos testes de germinacao, nageen de plantulas
anormais, emergéncia, velocidade média de emeggénabilidade,
T50 e indice de velocidade de emergéncia

Classe Tipos de sement
Sadia Danificada
Germinacgéo (¥

Cheic 98al 46aE
Danificad: 74bA 12bE

Vazie 1cA 1cA
vy 73

Plantulas anormais (¢

Cheic 1bB 34bA
Danificads 12aE 49ap

Vazie 1cA OcA
cvV(®w) 63

Emergéncia (¥

Cheie 100a4 63aE
Danificad: 69bA 25bE

Vazie 2cA 1cA
oV 81

Velocidade média de emergéncia (c

Cheic 12aA 14aA
Danificad: 14aA 16bE

Vazie 19bA 20cA
cv®w) 12,26
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Tabela 2, conclusao

Classe Tipos de sement
Sadia Danificada
Viabilidade- Tetrazélio (%
Cheie 1laA 98aE
Danificad: 6bA 99aE
Vazie -- --
oV 7
T50 (dias
Cheie 3aA 5aA
Danificad: 5aB 8bB
Vazia 12bC 16cC
oV 966
indice de velocidade cemergénci
Cheice 1,66af 3,01at
Danificads 2,53ak 4, 32bE
Vazis 4 59b( 6,41cC
oV 69:

Médias seguidas pelas mesmas letras mailsculdinhas e minUsculas nas colunas,
para cada tratamento e lote, ndo diferem entpek,teste de Tukey, a 5%

As porcentagens de plantulas normais provenierdesrés classes de
sementes, no teste de germinacédo (Tabela 2), feignificativamente menores
nas sementes produzidas por plantas infectadasoc&yMV, quando foram
comparadas com as produzidas por plantas sadidisamdo uma reducéo
substancial na qualidade dessas sementes. As ssmeat classe cheia
provenientes das plantas sadias produziram mai® globro (98%) de plantas
normais que as sementes da mesma classe prodpodgdantas infectadas
(46%).

Resultados semelhantes foram obtidos por Pupiml.e2@08), em

sementes de embaulba. Carvalho et al. (2009), andtissementes de abdébora,
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também observaram que os lotes que tinham maioemide sementes cheias
originaram maior nimero de plantulas normais.

Na classe danificada, a producdo de plantulas nemag sementes de
plantas infectadas foi seis vezes menor e, naeche&sia, ambas produziram
apenas uma planta normal. A producdo de plantulanadoem sementes
classificadas como vazias pode ser explicada pedodie que, mesmo parecendo
vazias, no teste de raios X a diferenca de dersigemie ndo mostrar o
cotilédone e o embrido que podem estar preseitaadd estes mascarados na
foto.

Esses resultados confirmam que a morfologia intéigaira 1) pode ser
um indicativo do potencial de viabilidade das seeer{COPELAND, 1976;
MARCOS FILHO, 1994; SIMAK; BERGSTEN; HENRIKSSON, 89).
Resultados semelhantes, indicativos de que semdatdficadas prejudicam o
desempenho de lotes de sementes, foram obtidosabalhos realizados com
outras espécies olericolas, co@ocurbita moschatav. Brasileirinha (SILVA
et al., 2014)Cucurbita moschatav. Piramoita (CARVALHO et al., 2009) e
pimentdo (GAGLIARDI; MARCOS FILHO, 2011).

Considerando-se que o SgMV exerce efeito negativo sementes
infectadas, afetando a qualidade de lotes de semel® abdbora, esse teste
podera auxiliar no descarte das sementes de médap®l proporcionando,
portanto, uma melhoria na qualidade fisiolégicaldtss destinados ao plantio e
multiplicacdo. Além disso, poderia também contribpara a diminuicdo da
introducéo e disseminacdo do SqMV nos campos dkipdom de abodbora.

A porcentagem média de plantulas anormais no wstgerminacao
pode ser observada na Tabela 2. De modo geralemenses danificadas
geraram uma quantidade maior de plantulas anorquesas sementes cheias,
em todos os lotes analisados. As sementes provesiee plantas que foram

infectadas com o SqQMV produziram um maior niumerpléatulas defeituosas,
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guando comparadas com as produzidas por plantésssatlicando o efeito

deletério do virus, mesmo nas sementes da classa. dhpenas 12% das
plantulas produzidas por sementes danificadas pievies de plantas sadias
apresentaram alguma deformacdo, enquanto 49% dataplprovenientes de
sementes de plantas infectadas se mostraram asormai

Sabe-se que plantulas anormais podem ser consémuéacfatores
genéticos, mas também de ambientes e praticas dejangue acarretam a
auséncia, a atrofia ou as deformidades em seusuifais, como a radicula, o
hipocotilo e a plumula, que séo dificeis ou impasisi de serem superadas
(MARTINS; CARVALHO, 1994).

No teste de emergéncia, os resultados obtidosnfaemelhantes aos
observados no teste de germinacdo, ou seja, agnpagens de plantulas
normais foram maiores na categoria cheia, e menmesategoria vazia. As
sementes das classes cheia e danificada apresentaranimero ligeiramente
maior do que os observados nos testes de germings@iopode ter ocorrido
devido as variac6es fisiolégicas normais entre itevathtes lotes de sementes
produzidas por plantas infectadas utilizadas noferatites testes. As
porcentagens de plantulas normais produzidas pdifesentes classes de
sementes provenientes de plantas infectadas foeamellsantes as obtidas no
teste de germinacao.

Entretanto, nem sempre os resultados obtidos stestde germinacéo e
emergéncia sdo semelhantes. Nascimento (19943/heatnio com sementes de
beterraba, tomate, cenoura e ervilha, notou queste tde germinacdo nao
traduziu totalmente o potencial de desempenhorderses.

A velocidade média de emergéncia das plantulayveprentes de
sementes produzidas por plantas sadias foi sentellpma as sementes das
classes cheia e danificada, em torno de 12 a Kledimaior para as da classe

vazia, que demoraram 19 dias para emergir (TabelBl® caso das plantulas
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provenientes das sementes de plantas infectadas Sgivtl, houve uma
diferenca significativa entre as velocidades dergéreia das trés categorias,
variando de 14 a 20 dias. A emergéncia das classes e vazia foi semelhante
em ambos os lotes de sementes avaliados.

Lakshmanan e Berke (1998) observaram que existégned¢as na
velocidade de emergéncia de gendtipos distintascipalmente na ocorréncia
e intensidade de danos internos. Entretanto, rniemtalho, constatou-se que,
mesmo tendo sido utilizadas sementes de um Uniodtige de abdébora, houve
uma variacdo na velocidade de emergéncia dos di@s, levidenciando, mais
uma vez, o efeito de infeccdo virGtica na qualiddds sementes. Durante o
processo de producéo, as informacdes sobre o paltésiologico das sementes
sao de importancia fundamental para as decisGa®m$omadas.

Conjuntamente com o teste de germinacao, muitasvadizado como
Gnico pardmetro para determinacdo da qualidade edeerges, devem ser
utilizados testes de vigor, compreendidos pelosesesle porcentagem e
velocidade emergéncia, os quais refletem o comperto das sementes em
situacdes desfavoraveis ou, ainda, o grau de detedio delas. Por esse motivo,
normalmente apresentam melhor relacdo com a enudagéle plantulas
(NASCIMENTO, 1994).

O teste de tetrazélio, realizado para estimar arécoia de sementes
mortas entre aquelas que ndo germinaram no reapdetste, mostrou que
praticamente todas as sementes (98%) ndo germipeaatiszidas pelas plantas
infectadas com SqMV estavam mortas. O mesmo naweacoom as sementes
produzidas pelas plantas sadias (Tabela 2), mdstrgne, mais uma vez, 0
SgMV influencia a viabilidade das sementes procagzid

O tetrazdlio é considerado um teste promissor, migipal vantagem
€ possibilitar a avaliacdo da viabilidade das seéeseem periodo relativamente

curto, podendo ser empregado para o estabelecimdmtdoases para a
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comercializagdo, a determinacdo do ponto de calheita avaliacdo da
viabilidade das sementes, durante 0 processamento @eriodo de
armazenamento (MARCOS FILHO; CICERO; SILVA, 1987).

Tanto o teste DAS-ELISA como o IC-RT-PCR, quandlicagdos nas
sementes germinadas, detectaram o SgMV em pratitanaetotalidade das
amostras. Ambos os testes foram bastante eficiaptessa detec¢éo, tendo o IC-
RT-PCR se mostrado ligeiramente mais sensivelctetdo o virus em 100%
das amostras contra os 96% detectados pelo DASAEIS8be-se, porém, que
nem todas as plantas provenientes dessas sementenam infectadas.
Almeida (2013) observou que, apesar de todas asntesprovenientes de
plantas infectadas testarem positivas para o Sg\pénas 15% das plantulas
geradas por elas se mostram infectadas.

Os resultados obtidos no presente estudo confirammafirmacdes de
gue a morfologia interna das sementes é um ind@atd seu potencial de
viabilidade, além de apresentar correlacdo direim @ sanidade destas
sementes. Dessa forma, a identificacdo e a postdiicinacdo de sementes que
apresentam malformacédo durante a producdo e/oleprab durante 0 processo
de extracdo e beneficiamento, passiveis de semmliados nas radiografias,
poderiam promover a melhoria da qualidade fisisaglfgica e sanitaria de
lotes de sementes. A utilizacdo da técnica de rdiosostrou-se eficiente na
deteccdo de sementes malformadas e de sementas gazbdbora que afetam
negativamente sua germinacdo. Dessa forma, podengeegada na otimizagao
dos protocolos ja utilizados em laboratérios deynlise de virus em semente,
facilitando o processo de obtencédo de resultados.

Neste trabalho foi demonstrado, pela primeira g a infec¢do do
SgMV em plantas de abébora induz a formacdo de rdemelanificadas,
interferindo na sua qualidade fisiolégica, bem camapercentual de plantulas

anormais, além de ser a principal causa de maatididas sementes.
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4 CONCLUSOES

A andlise de imagens por raios X se revelou umaidgédastante Util
para avaliar a qualidade das sementes produzidasplpotas de abdbora
infectadas por SqMV.

As sementes de abobora provenientes de plantatadés com SqMV
apresentam maior nimero de sementes danificadagas\que resultaram num
menor vigor € num maior nimero e plantulas anormais

Tanto a técnica DAS-ELISA como a IC-RT-PCR foramgsiehtes para a

deteccdo do SgMV nas sementes.



94

REFERENCIAS

ALBRECHTSEN, S. ETesting methods for seed transmitted viruses:
principles and protocols. Oxford: CABL Publishirg§06. 259 p.

ALENCAR, N. E. et al. Identificacdo bioldgica e raollar de virus detectados
em espécies de cucurbitdceas provenientes do EtabimcantinsJournal of
Biotechnology and Biodiversity Gurupi, v. 3, n. 1, p. 32-37, Feb. 2012.

ALMEIDA, J. E. M. de.Deteccéo e transmissibilidade de virus em sementes
de abobora, pimentédo e tomate2013. 102 p. Tese (Doutorado em
Fitopatologia) — Universidade Federal de Lavrasras, 2013.

ASSOCIATION OF OFFICIAL SEED ANALYSISSeed vigor testing
handbook. Washington: AOSA, 1983. 88 p. (Contribution, 32).

BARBEDO, C. J.; MARCOS-FILHO, J. Tolerancia a dessgio de sementes.
Acta Botanica Brasilica, Porto Alegre, v. 12, n. 2, p. 145-164, 1998.

BARROS, R. G.; BARRIGOSSI, J. A. F.; COSTA, J. L.ESeito do
armazenamento na compatibilidade de fungicidasetioidas, associados ou
ndo a um polimero no tratamento de sementes @ fBijagantia, Campinas,
v. 64, n. 3, p. 459-465, 2005.

BARRY, K. et al. Sequence analysis and detectigmgusnmuno capture-PCR
of Cymbidiummosaicviruand Odontoglossum ringspot virus in Hawaiian
orchids.Phytopathology, Saint Paul, v. 144, p. 179-186, 1996.

BLANCARD, D.; LECOQ, H.; PITRAT, MEnfermedades de las
cucurbitaceas:observar, identificar y luchar. Madri: Mundi-Prand996. 301

p.

BRASIL. Ministério da Agricultura e Reforma AgrarRegras para analise de
sementesBrasilia: SNDA, 2009. 365 p.

CARVALHO, M. L. M. et al. Teste de raios X na aegléio da qualidade de
sementes de aboboRevista Brasileira de Semented.ondrina, v. 31, n. 2, p.
221-227, 2009.

CARVALHO, M. L. M.; OLIVEIRA, L. M. Raios X na avahcao da qualidade
de sementesnformativo Abrates, Brasilia, v. 16, n. 1-3, p. 116-120, 2006.



95

CICERO, S. M. et al. Evaluation of mechanical daenagseeds of maize (Zea
mays L.) by X-ray and digital imagin§eed Science and Technolog¥rich,
v. 26, n. 3, p. 603-612, 1998.

CLARK, M. F.; ADAMS, A. N. Characteristics of theionoplate method of
enzyme-linked immunosorbent assay for the detecigiant virusesJournal
of General Virology, London, v. 34, n. 3, p. 475-483, Mar. 1977.

COHEN, S.; NITZANY, F. E. Identity of viruses affiwg cucurbits in Israel.
Phytopathology, Saint Paul, v. 53, p. 193-196, 1963.

COPELAND, L. O.Principles of seed science and technologylinneapolis:
Burges Publishung Company, 1976. 369 p.

DELOUCHE, J. C. et al teste de tetrazoélio para viabilidade da semente
Brasilia: AGIPLAN, 1976. 103 p.

EDMOND, J. B.; DRAPALA, W. J. The effects of tempture, sand soil and
acetone on germination of okra sed®imceedings of the American Society
for Horticultural Science, Alexandria, v. 71, p. 428-434, 1958.

FERREIRA, D. F. Sisvar: a computer statistical gsial systemCiéncia e
Agrotecnologia, Lavras, v. 35, n. 6, p. 1039-1042, nov./dez. 2011

FOOD AND AGRICULTURE ORGANIZATION OF THE UNITED
NATIONS. Productions Indices/Value of agricultupabduction. Disponivel
em: <http://faostat.fao.org/>.

Acesso em: 26 jun. 2015.

FREITAG, J. H. Bettle transmission, host range pimagherties of Squash
Mosaic Virus.Phytopathology, Saint Paul, v. 46, p. 73-81, 1956.

FREITAG, J. H. Insect transmission, host range@ogerties of Squash
Mosaic Virus.Phytopathology, Saint Paul, v. 31, p. 8, 1941. Abstract.

GAGLIARDI, B.; MARCOS FILHO, J. Relationship better germination and
bell pepper seed structure assessed by the Xsghapteentia Agricola
Piracicaba, v. 68, n. 4, p. 411-416, 2011.



96

GOLDBACH, R. W.; WELLINK, J. Comoviruses: moleculiology and
replication. In; HARRISON, B. D.; MURANT, A. Flhe plant viruses:
polyhedral virions and bipartite RNA genomes. Nearkf Plenum, 1996. p. 35-
76.

HAUDENSHIELD, J. S.; PALUKAITIS, P. Diversity amorigolates of squash
mosaic virusJournal of General Virology, London, v. 79, n. 10, p. 2331-
2341, Oct. 1998.

HULL, R. Matthews plant virology. Great Britain: Academic Press, 2002.
1001 p.

LAKSHMANAN, V.; BERKE, T. G. Lack of primary seedbdmancy in pepper
(Capsicurrspp.).Capsicum and Eggplant NewsletterElmsford, v. 17, p. 72-
75, 1998.

LASTRA, T. Occurrence of cucurbit viruses in VenelzuPlant Disease
Reporter, Washington, n. 53, p. 171-174, 1968.

LINDBERG, G. D.; HALL, D. H.; WALKER, J. C. A studgf melon and
squash mosaic viruseBhytopathology, Saint Paul, v. 46, p. 489-495, 1956.

MARCOS FILHO, J. MFisiologia de sementes de plantas cultivadas
Piracicaba: Editora da FEALQ, 2005. 495 p.

MARCOS FILHO, J. Utilizag&o de testes de vigor enmgpamas de controle de
qualidade de sementésformativo Abrates, Londrina, v. 4, n. 2, p. 3-35,
1994,

MARCOS FILHO, J.; CICERO, S. M.; SILVA, W. Ravaliacdo da qualidade
das sementesPiracicaba: Editora da FEALQ, 1987. 230 p.

MARTINS, C. C.; CARVALHO, N. M. Fontes de deterigém na producao de
sementes de soja e respectivas anormalidadesamslas Revista Brasileira
de SementesBrasilia, v. 16, n. 2, p. 168-182, 1994.

MOURA, M. C. C. L. et al. Identificac@o sorol6gida espécies de virus que
infetam cucurbitaceas em areas produtoras do MacaRlopatologia
Brasileira, Brasilia, v. 26, p. 90-92, 2001.

NASCIMENTO, W. M. A importancia da qualidade de seres olericola®
lavoura, Rio de Janeiro, p. 38-39, 1994,



97

NELSON, M. R.; KNUHTSEN, H. K. Squash mosaic viugiability: review
and serological comparisons of six biotydesytopathology, Saint Paul, v. 63,
p. 920-926, 1973.

PUPIM, T. L. et al. Adequadacéo do teste de raipawa avaliagdo da qualidade
de sementes de embalRa¢ropiapachystachy@ec). Revista Brasileira de
SementesLondrina, v. 30, n. 2, p. 28-32, 2008.

SHERF, A. F.; MACNAB, A. AVegetable diseases and their controNew
York: John Wiley & Sons, 1986. 736 p.

SILVA, P. P. et al. Image analysis to associatepmological and physiological
characteristics in pumpkin seeétorticultura Brasileira , Vitoria da
Conquista, v. 32, n. 2, p. 210-214, abr./jun. 2014.

SILVEIRA, L. M. da et al. Levantamento soroldgioe dirus em espécies de
cucurbitaceas na regido do submédio Sao Fran@sasil. Tropical Plant
Pathology, Brasilia, v. 34, n. 2, p. 123-126, 2009.

SIMAK, M.; BERGSTEN, U.; HENRIKSSON, G. Evaluatiai ungerminated
seeds at the end germination test by radiograpégd Science and Tecnology
Zurich, v. 17, n. 2, p. 361-369, 1989.

SIMAK, M. Testing of forest tree and shrub seedxbyadiography. In:
GORDON, A.G.; GOSLING, P.; WANG, B. S. Pree and shrub seed
handbook. Zirrich: ISTA, 1991. p. 1-28.

SITTERLY, W. R. A new vector dbquash mosaic viruRlant Disease
Reporter, Washington, v. 44, p. 134-135, 1960.

STONER, W. N. A mosaic virus transmitted by bee#led a grasshopper.
Phytopathology, Saint Paul, v. 53, p. 890, 1963.

VIANA, F. M. P. et al.LRecomendacdes para o controle das principais
doencas que afetam a cultura do meldo na Regido Niaste Fortaleza:
Embrapa Agroindustria Tropical, 2001. 22 p. (Cieculécnica, 12).

WELLINK, J. et al. Family comoviridae. In: VAN REGBMORTEL, M. H. V.
et al. (Ed.)Virus taxonomy. San Diego: Academic Press, 2000. p. 691-701.



