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RESUMO

A canola € a terceira oleaginosa mais produzida em todo o mundo superada apenas pela soja e
palma. Embora seja uma planta tipica de regides temperadas, pesquisas tém sido realizadas
com o objetivo de introduzi-la em regides de clima tropical do pais, processo denominado
"tropicalizagdo” da canola. Varios aspectos fitossanitarios da cultura em regides tropicais sao
ainda pouco estudados, especialmente a ocorréncia de doengas virais. O Cauliflower mosaic
virus (CaMV) ¢ frequentemente encontrado em brassicas, incluindo a canola cultivada em
regides temperadas. Devido a presenga do virus em cultivos de outras brassicas e as altas
populagdes de seu afideo vetor na regido do Cerrado brasileiro, o presente trabalho teve como
objetivo avaliar a viruléncia de populagdes locais do CaMV em canola e realizar sua detecgdo
em amostras de plantas sintomaticas coletadas em campo. Inclusdes -citoplasmaticas
tipicamente induzidas pelo virus foram detectadas em amostras foliares de genotipos de
canola cultivados em campo. Em adi¢do, foi realizada a inoculagdo via extrato vegetal
tamponado do CaMV em hibridos de canola mantidos em casa de vegetacdo a prova de
afideos e inclusdes citoplasmaticas foram observadas nas plantas inoculadas. Em conjunto, os
resultados obtidos nesse trabalho indicam que isolados do CaMV coletados localmente sao
virulentos a canola e podem ser encontradas em plantas sob condi¢des de campo. Embora a
infec¢do pelo CaMV ndo cause sintomas severos, as altas popula¢des de afideos vetores
poderiam resultar em alta incidéncia do virus e, consequentemente, comprometer a
produtividade da cultura.

Palavras-chave: Brassica napus; Cauliflower mosaic virus, Cerrado brasileiro; Inclusdes
citoplasmaticas; Sintomas



ABSTRACT

Canola is the third most produced oil crop in the world surpassed only by soybean and oil
palm. Although it is a typical temperate crop, studies have been carried out with the objective
of introducing it in Brazilian regions of tropical climate, a process named "tropicalization” of
canola. Several phytosanitary aspects of the crop in tropical regions remains unknown,
especially the occurrence of viral diseases. The Cauliflower mosaic virus (CaMV) is often
found in plants of the Brassica genus, including canola grown in temperate regions. Due to
the presence of the virus in crops and the high populations of its aphid vector in the Cerrado
biome, the present work aimed to evaluate the virulence of local CaMV populations in canola
and detect the virus in samples of symptomatic plants collected under field conditions.
Cytoplasmic inclusion bodies of CaMV were detected in canola genotypes grown under field
conditions. In addition, virus inoculation was carried out in hybrids of canola kept in an
aphid-proof greenhouse and cytoplasmic inclusion bodies were observed in those plants.
Taken together, the results obtained in this work indicate that locally collected CaMV isolates
are virulent to canola and can be found in plants under field conditions. Although CaMV
infection does not cause severe symptoms, the high aphid populations might result in a high
virus incidence and as a consequence to compromise crop productivity.

Keywords: Brassica napus;, Cauliflower mosaic virus;, Brazilian Cerrado; Cytoplasmic
inclusion bodies; Symptons



Sumario

L INtrOdUGAO ... 7
2. Revisao BIblIOGrafica ..o 9
3 ODJtIVOS ..o 11
BT GRIAL ..o 11
3.2 ESPECITICOS ..o 11
4. Material € MELOAOS ...........o.ooiiiiii oo 12
4.1 Experimento instalado em campo ... 12
4.2 Coleta de material vegetal para analise.................................oocoiii 12
4.3 Experimento em cultivo protegido...................o..ooiiiiiii 13
4 4 Inoculagdo do CaMV ... 13
5. Resultados € DISCUSSAO. .........o.oiiiiiiiii oo 15
5.1 Experimento instalado em campo .....................coooiiiiii e 15
5.2 Experimento em cultivo protegido....................coooiiiii e 16
6. CONCIUSDS ... 18

T RO CTENCIAS ..o 19



1. INTRODUCAO

A canola ¢ a terceira oleaginosa mais produzida em todo o mundo superada apenas
pela soja e palma (CANOLA COUNCIL OF CANADA, 2015). A sua demanda ¢ crescente
em todo o mundo, devido as notaveis caracteristicas para a saude humana, alimentagdo animal
e biocombustiveis, sendo que o Canada ¢ responsavel por mais da metade do comércio
mundial de sementes de canola, farelo e 6leo (USDA, 2015). Os graos produzidos no Brasil
tém apresentado aproximadamente 38% de 6leo, e o farelo de canola possui cerca de 34 a
38% de proteinas, constituindo um Otimo suplemento proteico na formulagdo de ragdes
animais (CONAB, 2010).

Essa planta oleaginosa € tipica das regides temperadas, em latitudes 35° a 55°, porém,
tém sido realizados cultivos mundiais da cultura em condigdes tropicais, especificamente
desde 2004 em Minas Gerais e Goias, e os resultados foram positivos, contribuindo para o
aumento da produgdo brasileira de grios (TOMM et al., 2008). A canola necessita de, pelo
menos, S00 mm de agua, clima frio e de elevada luminosidade para desenvolver-se, e assim
nas regides tropicais, deve ser semeada preferencialmente no periodo entre o outono e
primavera (TOMM, 2006).

Tendo em vista a importancia da cultura, pesquisas tém sido realizadas com o objetivo
de introdugdo da canola em regides tropicais do Brasil, processo denominado “tropicalizagdo
da canola”, em que objetiva-se verificar se locais em latitudes inferiores aquelas das regides
tradicionais de cultivo se encontram dentro do seu limite de adaptagdo. Ha4 um numero
limitado de pesquisas acerca do comportamento da canola no bioma do cerrado brasileiro,
especialmente com relag@o as doengas que assolam a cultura (KIMATI et al., 2005).

Deste modo, mais estudos precisam ser realizados para avaliagdo de doengas em clima
tropical, devido as condig¢des climaticas e entomofauna distintas daquelas nas quais a canola
ja € cultivada em clima temperado. No Cerrado brasileiro ha elevados indices populacionais
de afideos devido as condi¢des ambientais favoraveis, logo, faz-se necessario estudos sobre a
nova cultura que se deseja implantar no bioma, uma vez que afideos sdo importantes vetores
de virus, especialmente, em brassicas.

Um dos virus ja relatados na cultura da canola € o Cauliflower mosaic virus (CaMV).
Sua transmissdo acontece exclusivamente por afideos e esse virus tem sido objeto de estudo

em diversos paises, pois trata-se de um patdégeno amplamente disseminado e capaz de infectar



outras espécies de plantas dentro da mesma familia botanica que a canola. E importante

enfatizar que outras brassicas sdo potenciais fontes de inéculo do CaMV.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

A canola (Brassica napus L. var oleifera) é uma espécie oleaginosa, pertencente a
familia das brassicas, que tem sido incorporada ao sistema de produgdo de griaos no Sul do
Brasil. A cultura representa uma boa op¢do em esquemas de rotacdo de cultura,
principalmente com trigo, soja e milho. A canola ainda possui bons teores de 6leo (38%) e
proteina (34 a 38% do farelo) (TOMM, 2007).

A canola esta sujeita a doengas e pragas que afetam a familia Brassicaceae, onde se
incluem-se a couve-flor, nabo, repolho, mostarda, couve manteiga, brocolos, nabo forrageiro,
rabanete e outras plantas. Os virus podem causar sérios prejuizos as culturas uma vez que
quando instaladas, as doengas virais sdo de dificil controle. O controle das viroses vegetais se
da por meio de medidas preventivas como erradicagdo de plantas infectadas e do vetor,
utilizagdo de variedades resistentes, época adequada de plantio, cuidados nos tratos culturais,
etc. Um pré-requisito essencial ao controle efetivo desses patdgenos € a correta diagnose do
agente causal (DUARTE, 2001).

Doengas causadas por fungos, bactérias e virus ja foram relatadas em canola cultivada
no Brasil (KIMATI et al., 2005, CARDOSO et al., 1996). Viroses constituem um importante
grupo de doengas, uma vez que em condigdes de altos niveis populacionais de seus insetos-
vetores, o controle pode ser extremamente dificil, implicando em grandes perdas na
produtividade (HULL, 2002; AGRIOS, 2005; KIMATI et al., 2005).

Em um levantamento realizado no estado do Parana (CARDOSO et al., 1996), foi
demonstrada a ocorréncia de trés espécies virais infectando plantas de canola: 7urnip mosaic
virus (TuMV, Familia Potyviridae), Cucumber mosaic virus (CMV, Familia Bromoviridae) e
Cauliflower mosaic virus (CaMV, Familia Caulimoviridae). Uma vez que as trés espécies
virais e seus respectivos insetos-vetores se encontram amplamente disseminados pelo pais
(HULL, 2002; KIMATTI et al., 2005), essas viroses poderiam representar um fator limitante ao
cultivo da canola em alguns locais, incluindo o Cerrado brasileiro.

O CMV encontra-se distribuido em todo o mundo tanto em regides tropicais quanto
temperadas (HULL, 2002). O virus € capaz de infectar aproximadamente 1000 espécies
distintas de plantas distribuidas em mais de 85 familias botanicas (HULL, 2002). O virus
pode ser transmitido por afideos, sementes e por plantas parasiticas como Cuscuta spp
(HULL, 2002; KIMATTI et al., 2005).

O TuMV pertence a uma das maiores e economicamente mais importantes familias de

virus que infectam plantas (FAUQUET et al., 2005). Os sintomas mais comuns induzidos
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pelo virus sdo mosaico, distor¢do foliar e subdesenvolvimento (KIMATI et al., 2005). A
familia Potyviridae esta dividida em oito géneros (Brambyvirus, Bymovirus, Ipomovirus,
Macluravirus, Poacevirus, Potyvirus, Rymovirus e Tritimovirus) de acordo com o agente
vetor e a organizag¢do do genoma (FAUQUET et al., 2005).

O CaMV encontra-se distribuido ao longo da Europa, Estados Unidos, América Latina
e Nova Zelandia (KIMATI et al., 2005). Este virus € capaz de se estabelecer em brassicas,
embora algumas estirpes sejam capazes de infectar algumas solanaceas. O CaMV ¢
transmitido por afideos de forma ndo circulativa e como sintomas pode induzir mosaico como
também provocar o clareamento das nervuras secundarias e espessamento da nervura central
em folhas (KIMATI et al.,2005). Os trés virus foram relatados ocorrendo no Brasil, porém, o
presente trabalho teve como foco o CaMV.

A principal fonte de indéculo de CaMV sdo plantas infectadas pertencentes a familia
das brassicas. O virus € transmitido por muitas espécies de pulgdo, os mesmo que assolam a
cultura do repolho, couve, brocolis etc. Os pulgdes podem adquirir e transmitir o CaMV
dentro de um minuto de alimentagdo em uma planta infectada. O CaMV ¢ frequentemente
encontrado infectando plantas da familia Brassicaceae conjuntamente com outros virus

(SEMINIS, 2017).
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3 OBJETIVOS

3.1 Geral
Avaliar a capacidade de populagdes locais do CaMV em causar doengas em plantas de
canola cultivadas especificamente nas condigdes climaticas e de entomofauna do bioma

Cerrado brasileiro.

3.2 Especificos

1. Realizar a detec¢do do CaMV em amostras foliares de plantas sintomaticas de
canola coletadas em campo por meio da visualizagdo de inclusdes citoplasmaticas
em segdes epidérmicas.

1. Avaliar a capacidade do CaMV em infectar hibridos de canola que estdo sendo

avaliados para introdug¢@o da cultura no bioma Cerrado.

11



4 MATERIAL E METODOS

4.1 Experimento instalado em campo

O experimento foi instalado na area experimental da Fazenda Agua Limpa, da
Universidade Federal de Uberlandia (UFU). A Fazenda esta situada a 19°05°23” de latitude
Sul e 48°21°28” de longitude Oeste e altitude de aproximadamente 792 m, no municipio de
Uberlandia, MG.

A area foi preparada por meio da aragdo e duas gradagens consecutivas seguidas por
uma gradagem niveladora. A adubagdo foi feita a partir de analise de solo realizada pelo
Laboratorio de Analise de Solo da UFU (LAMAS/ICIAG). A area foi semeada no dia nove de
abril de 2016 e foi demarcada por meio de estacas para a indicagdo das parcelas
experimentais. Cada unidade experimental, denominada parcela, possui 5,1 m? de area total
sendo formadas por 3 linhas de 5 metros lineares espacadas de 0,34 metros entre si. A
densidade de semeadura foi de aproximadamente 15 plantas por metro linear ou 45 plantas
por metro quadrado. O experimento foi conduzido com quarenta e dois genotipos de canola, o

delineamento utilizado foi de blocos casualizados, em 4 blocos.

4.2 Coleta de material vegetal para analise

Dos quarenta e dois gendtipos plantados na area, foram utilizados apenas quatro destes
no presente trabalho, foram eles: HYOLA 76, T228194, HYOLA 751TT, H92047. Seis
plantas de cada gendtipo foram coletadas para analise, sendo selecionadas a partir da
verificagdo de sintomas como subdesenvolvimento, mosaico leve, espessamento da nervura
principal e deformacao foliar. A coleta das plantas sintomaticas ocorreu no dia 12 de julho de
2016.

O material coletado foi devidamente acondicionado em caixa de isopor e levado ao
laboratorio. Posteriormente, as amostras foram lavadas com agua para a montagem das
laminas a serem observadas em microscopio de luz. Foram retiradas apenas segdes
epidérmicas das folhas e, em seguida, o material foi incubado em corante Floxina B 1%
durante 50 minutos, utilizado no intuito de evidenciar inclusdes citoplasmaticas (aglomeragao
de particulas virais no interior do citoplasma), sendo capaz de corar essas estruturas. Apds a
incubac¢do no corante, as se¢des epidérmicas foram lavadas em agua corrente durante 1 hora.
Apds a realizagdo da lavagem do material para retirada do excesso do corante fez-se a

montagem das laminas e observagdo ao microscopio.
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4.3 Experimento em cultivo protegido

Para o cultivo protegido foi montada uma estrutura em madeira de eucalipto revestida
com tela antiafideo e completamente vedada com espuma expansiva (Figuras 1). Tais
cuidados foram tomados para evitar entrada de afideos, ou quaisquer outros insetos vetores de
doengas.

Na estrutura montada foi realizado o plantio de cinco hibridos distintos: HYOLA 576,
HYOLA 571, HYOLA 411, HYOLA 433 e HYOLA 61. Os hibridos de canola foram
semeados em vasos de 5 litros, sendo preenchidos com uma mistura de solo e substrato
organico. Foram realizadas duas adubagdes sendo uma de plantio e uma de cobertura. A

semeadura foi realizada dia 25 de junho, com emergéncia dia 28 de junho de 2016.

Figura 1. Vistas interna (A e B) e externa (C e D) da estrutura construida para condugio
dos experimentos.

4.4 Inoculacao do CaMV

O tampdo de inoculagdo viral foi preparado a partir de acetato de potassio a 0,1 M
diluido em agua destilada e deionizada, a pH 7,2. O material vegetal infectado obtido em
propriedades com cultivos de brassicas foi dessecado para a preservagdo das particulas virais.

Ap6s o preparo do tampao, foi utilizada caixa de isopor com gelo triturado e como recipientes
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para preparagdo do extrato vegetal tamponado dois almofarizes de porcelana totalmente em
contato com o gelo. O tampdo foi vertido nos almofarizes e em apenas um deles foi
adicionado o material vegetal infectado (Brassica oleraceae var. acephala) com CaMV e o
outro almofariz ndo recebeu o inoculo (controle negativo do experimento). O material foliar
dessecado foi entdo macerado dentro dos almofarizes até a formagdo do extrato vegetal. Por
fim, foi adicionado o carborundum (carbeto de silicio) com a finalidade de causar
microferimentos nos tecidos das plantas.

A inoculagdo foi feita 19 dias apds a semeadura. Utilizou-se gazes embebidas no
extrato vegetal tamponado, friccionando-as suavemente sobre a folha para provocar pequenas
microlesdes no tecido foliar. Apos a inoculagdo, as folhas foram lavadas com agua para retirar
o excesso de extrato. Cada hibrido contou com 10 vasos, sendo oito deles para realizagdo da
inoculagdo, com o isolado viral e apenas dois deles para inoculagio da solugdo tampao
testemunha.

Foram realizadas duas avaligdes aos 7 e aos 14 dias apos a inoculagdo (DAI). Além
disso, foram coletadas amostras foliares no final do ciclo da cultura para a posterior diagnose

viral por meio da visualizag@o de inclusdes citoplasmaticas.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Experimento em campo
Foi verificada alta infestacdo de afideos na area experimental da qual foram coletadas

amostras foliares de plantas sintomaticas (Figura 2).

Figura 2. Campo experimental apresentando plantas subdesenvolvidas

O CaMV foi detectado em amostras foliares de plantas coletadas na area infectando os
quatro genoétipos de canola (Figura 3). Portanto, os resultados indicam que o virus esta

presente em areas de Cerrado no Brasil infectando a cultura da canola.

J
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Figura 3. Inclusdes citoplasmaticas observadas em se¢des epidérmicas de plantas de canola
dos genotipos H92047 (A), T28194 (B), 751TT (C) e HYOLA 76 (D).
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Nas plantas dos genotipos H92047 e T28194 foi verificada uma incidéncia viral de
100%. Das seis plantas coletadas de cada gendtipo, em todas foram observadas as inclusdes

tipicas do CaMV. Ja nos demais genotipos verificou-se uma incidéncia de 50%.

5.2 Experimento em cultivo protegido

O CaMV foi detectado por meio da visualizagdo de inclusdes citoplasmaticas em
amostras dos hibridos de canola, com exce¢do do HYOLA 511. Apesar da infecgdo
confirmada em plantas dos hibridos HYOLA 576, HYOLA 433, HYOLA 61 e HYOLA 411,

ndo houve o aparecimento de sintomas virais tipicos (Figura 4).

Figura 4. Plantas assintomaticas infectadas pelo CaMV pertencentes aos hibridos HYOLA 433 (A), HYOLA
576 (B), HYOLA 61 (C), HYOLA 411 (D) e HYOLA 571 (E).

Segundo Shahraeen et al. (2003), a incidéncia de CaMV no Iran, na cidade de Yousef-
abad chegou a 50%, onde das 38 plantas sintomaticas coletadas aleatoriamente na regido 19
foram diagnosticadas com o virus do mosaico da couve flor. J4 em Abingdon, Inglaterra, em
plantas de Brassica rapa nao foi constatada infecg¢@o pelo CaMV. O levantamento foi feito de
setembro de 2000 a julho de 2001 (PALLET et al., 2002). Possivelmente, o resultado da
incidéncia foi devido as baixas populagdes de insetos vetores na regido, pois trata-se de um
pais de clima temperado e com invernos rigorosos, o que pode influenciar diretamente nas

populagdes locais de afideos.
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De acordo com Maryam Ebrahim (2014), em Dezful, na regido sudoeste do Iran,
foram coletadas aleatoriamente 180 amostras de plantas sintomaticas de canola pela regido.
Do total de plantas coletadas apenas sete foram diagnosticadas com o virus. Na Australia
apenas uma associagdo entre o virus e o aparecimento de sintomas foi verificada, onde apenas
20% do total de plantas comprovadamente infectadas com o CaMV apresentaram sintomas
caracteristicos da virose. Ainda, a infec¢do pelo CaMV geralmente nio acarreta em sintomas
(HERTEL et al., 2004).

Segundo a Seminis Espanha (2017), o CaMV ¢ frequentemente encontrado infectando
bréssicas conjuntamente com o TuMV, logo os sintomas sdo mais severos em condi¢des de
infec¢do mista do que em infec¢des simples. Portanto, € possivel que os sintomas visualizados
em campo no presente trabalho tenham sido causados pela a¢do dos dois virus em infecgdo
mista. Entretanto, nenhum experimento foi conduzido no intuito de se constatar a presenca do
TuMYV nas plantas analisadas. Neste contexto, experimentos futuros visando a detec¢do do

TuMYV sdo necessarios para confirmagao dessa hipotese.
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CONCLUSOES

O CaMV ocorre naturalmente em plantas de canola cultivadas no Cerrado brasileiro.
Genotipos de canola foram comprovadamente infectados pelo virus por meio da
visualizag¢do de inclusdes citoplasmaticas apresentaram sintomas no campo.

No hibrido Hyola 571 n3o foram detectadas inclusdes citoplasmaticas apos inoculagio
via extrato vegetal tamponado.

Hibridos de canola inoculados apresentaram inclusdes citoplasmaticas de CaMV,

entretanto, sintomas ndo foram observados nas avaliagdes.
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