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|dentificagao e caracterizacdo do tomato
chlorotic spot virus em jambu no estado do
Para

Alessandra de Jesus Boari'

Ayane Fernanda Ferreira Quadros?
Caterynne Melo Kauffmann?®

Elliot Watanabe Kitajima*

Resumo — O jambu (Acmella oleracea L.) € uma das principais hortalicas
cultivadas na regido Norte do Brasil. Incidéncia de 60% a 100% de plantas
de jambu apresentando sintomas de manchas anelares, necroses e manchas
cloréticas, com evidéncias de perda em produtividade, foi observada em
plantios comerciais no municipio de Santa Izabel, PA. Amostras foliares foram
coletadas e processadas em testes biolégicos, morfolégicos e moleculares
para a identificagdo do agente causal. Inoculagbes mecénicas de extratos
de folhas sintomaticas de jambu reproduziram sintomas similares em jambu
cultivar Nazaré. Exames ao microscopio eletrbnico de transmissdo de
secgoes de folhas de jambu sintomaticas indicaram efeitos citopaticos tipicos
de infecgao por orthotospovirus. RT-PCR com oligonucleotideos iniciadores
especificos para orthotospovirus gerou amplicon de aproximadamente
450 pb, cuja sequéncia de nucleotideos mostrou 94% a 98% de identidade
com sequéncias de nucleotideos correspondentes de isolados do virus da
mancha clorética do tomate (tomato chlorotic spot virus — TCSV). Este é o
primeiro relato da incidéncia deste virus em jambu no Para, e a epidemiologia
da doencga e medidas de controle estdo em estudo.

Termos para indexagao: Acmella oleracea L., TCSV, Orthotospovirus.
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|dentification and characterization of the tomato
chlorotic spot virus infecting jambu in the state
of Para, Brazil

Abstract — Jambu (Acmella oleracea L.) is one of the main vegetables
cultivated in the northern region of Brazil. Incidence (60% — 100%) of jambu
plants showing symptoms of ring spots, necrosis and chlorotic spots, with
evidence of loss in productivity, was observed in commercial crops in the
municipality of Santa Izabel, state of Para. Leaf samples were collected and
processed for biological, morphological and molecular assays to identify
the causative agent. Mechanical inoculation of extracts from symptomatic
jambu leaves reproduced the original symptoms in jambu cultivar Nazaré.
Transmission electron microscopy of thin sections of symptomatic jambu
leaves revealed cytopathic effects typical of orthotospoviruses. RT-PCR
with orthotospovirus-specific primers generated amplicon of approximately
450 bp, whose nucleotide sequence showed 94% to 98% identity with
corresponding nucleotide sequences from tomato chlorotic spot virus
(TCSV) isolates. This is the first report of the incidence of this virus in jambu
in Para and the epidemiology of the disease and control measures are being
studied.

Index terms: Acmella oleracea L., TCSV, Orthotospovirus.
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Introducao

O jambu (Acmella oleracea L.), pertencente a familia Asteraceae,
originario da Bacia Amazoénica, € uma das principais hortalicas cultivadas na
regido Norte do Brasil. A produgéo de jambu se concentra principalmente nos
municipios de Santa Izabel, Santo Anténio do Taua e na regido metropolitana
de Belém, no estado do Para. Considerada uma hortalica ndo convencional
da Amazbnia, € uma planta herbacea perene, semiereta e de ramos
decumbentes. O consumo, principalmente das folhas do jambu, no estado do
Para é bastante difundido, compondo diversos pratos, como pato no tucupi,
moqueca, caldeirada e tacaca, sendo também muito utilizada em saladas.

O jambu é também conhecido por agrido-do-para, agrido-do-brasil,
agrido-do-norte, jabuacgu, erva-maluca, jaburama, botao-de-ouro, entre
outros (Cardoso, 1997; Coutinho et al., 2006). Seu sabor caracteristico se
deve a presenca das moléculas pertencentes ao grupo alquilamidas, sendo
a mais importante o espilantol. A planta é reconhecida como anestésica,
diurética, digestiva, sialagoga, antiasmatica e antiescorbutica. Em fungao do
potencial terapéutico, essa planta vem sendo cultivada no estado de Sao
Paulo (Coutinho et al., 2006; Borges, 2009).

A produgédo do jambu pode ser afetada por algumas doengas como:
ferrugem (Puccinia spilanthes), carvao (Thecaphora spilanthes) (Freire et al.,
1986), flor-preta (Alternaria solani) (Rosa, 2007) e a galha da raiz (Meloidogyne
sp.) (Sing et al., 2000). Krause-Sakate et al. (2008) relataram a ocorréncia
da espécie Tomato chlorotic spot virus (TCSV) — do género Orthotospovirus,
pertencente a familia Tospoviridae — no estado de Sdo Paulo em cultivos de
jambu destinados a extragdo do espilantol. No Vietna, em plantas de outra
espécie, Spilanthes paniculata, foi relatada a ocorréncia do begomovirus
Spilanthes yellow vein virus (SPYVV) (Ha et al., 2008).

Em plantagbes de jambu de pequenos produtores no municipio de
Santa lzabel, foram notadas incidéncias que variaram de 60% a 100% de
plantas com sintomas de manchas anelares, necroses, manchas cloréticas
e line pattern (Figura 1), semelhantes aqueles causados por virus do género
Orthotospovirus, com possiveis perdas econémicas.

Neste trabalho foram realizados ensaios biologicos, morfolégicos e
moleculares visando a identificagdo e caracterizagdo do agente causal da
mancha clorética em jambu.
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Figura 1. Lesdes necréticas e cloréticas, e anéis em folhas de jambu infectadas com
tomato chlorotic spot virus (TCSV) no estado do Para.

Material e Métodos

Amostras foliares de jambu apresentando sintomas de mancha anelar
necroética, manchas cloréticas e line patterns foram coletadas em cultivos
dessa hortalica em Santa |zabel e levadas ao Laboratério de Fitopatologia
da Embrapa Amazonia Oriental (Belém, PA) para diagnose. Uma parte das
amostras frescas foi preservada no freezer a -80 °C.

Extrato de folhas de uma planta de jambu sintomatica foi preparado em tampao
fosfato de potassio 0,02 M, pH 7,2, contendo sulfito de sédio 0,01 M e inoculado
mecanicamente, com auxilio do abrasivo Carborundum, em seis plantas das
seguintes indicadoras: Nicotiana clevelandii, Nicotiana rustica, Nicotiana tabacum
Xanthi’, ‘Turkish’ e “TNN’, N. glutinosa, Gomphrena globosa, Chenopodium
amaranticolor, Chenopodium quinoa, Physalis floridana, Datura stramonium, Vigna
unguiculata subsp. sesquipedalis, Cucurbita pepo ‘Caserta’, Nicandra physaloides,
Capsicum annuum). Também foram inoculadas plantas de jambu ‘Nazaré’ e
de um jambu selvagem ardido, o qual possui folhas e inflorescéncia menores
que da cultivar Nazaré. Como controle sadio foram inoculadas seis plantas de
cada indicadora com a solugdo tampéo acrescida do Carborundum. As plantas
inoculadas foram mantidas em condi¢des de estufa agricola por um periodo de 30
dias para observagao de sintomas.

Fragmentos de folhas de jambu infectado foram fixados em solugéo
modificada de Karnovsky (2,5% de glutaraldeido v/v, 2,5% paraformaldeido



Identificacdo e caracterizagdo do tomato chlorotic spot virus em jambu no estado do Para 9

(v/v), 0,001 M de CaCl, em tamp&o cacodilato 0,05 M, pH 7,2), pos-fixados
em 1% de tetréxido de ésmio (p/v) no mesmo tampao, corado com 0,5% de
acetato de uranila (p/v), desidratado em acetona e emblocado com resina
Spurr. Secgbdes ultra-finas foram obtidas com navalha de diamante em um
ultramicrétomo Reichert Ultracut T e examinadas no microscopio eletrénico
de transmissao JEOL JEM 1011 e as imagens registradas digitalmente.

Foi realizada a purificagdo parcial do virus a partir de folhas de jambu
infectadas conforme protocolo de Lane (1992). Quatro gramas de folhas
infectadas foram maceradas em almofariz gelado com 15 mL de tampao citrato
de amdnio 0,5 M, pH 6,4, adicionados de 100 pL de 0,1 M de iodoacetamida
e 0,1 M de NaDIECA. Em seguida, foi realizada a centrifugagao a 8.000 rpm
por 10 minutos. Foram transferidos 15 mL do sobrenadante para cada tubo
de policarbamato e homogeneizado com 1 mL de triton-X. Posteriormente, foi
feito o colch&o de sacarose a 20% e ultracentrifugagao a 30.000 rpm durante
150 minutos. Ao pellet foram adicionados 500 L de tampéo fosfato de potassio
0,02 M, pH 7,2 e armazenado por uma noite na geladeira para ressuspensao
das particulas virais. Em seguida, a solugao viral foi centrifugada a 8.000 rpm
por 10 minutos e o sobrenadante transferido para um novo microtubo. A
extracao de RNA viral foi feita a partir do virus purificado conforme protocolo
de Sambrook et al. (1989). O RNA viral foi utilizado na RT-PCR com dois
oligonucleotideos especificos para orthotospovirus: TospoBR65 - 5’ ATC AAG
CCT TCT GAA AGT CAT 3 e TospoBR60 - 5 AGA GCA ATC GTG TCA ¥
(Eiras et al. 2001), que amplifica parte do gene N da capa proteica e parte da
regido ndo-traduzida do RNA S. Para a transcri¢cao reversa e sintese do cDNA
foram utilizandos 0,5 pL da transcriptase reversa AMV, 3 pL do RNA viral, 0,5
uL do oligonucleotideo reverso TospoBR60 e 16 pyL de agua ultrapura. Em
seguida, foi realizada a PCR com 5 pl do cDNA, 6 pL do tampé&o de reacao
5X, 3 pL de MgCI2 (25 mM), 0,5 pL de dNTP mix (10 mM), 0,3 pL da Taq
DNA polimerase, 0,5 pl dos oligonucleotideos TospoBR65 e TospoBR60
e 34,7 pL de agua ultrapura. O regime do termociclador foi de 30 ciclos
de 94 °C por minuto, 48 °C por minuto e 72 °C por minuto, além de uma
extensao final a 72 °C por 5 minutos. Os fragmentos de DNA amplificados
foram analisados via eletroforese em gel de agarose (0,8%), corados com
GelRed (Biotium, Inc.) e visualizados sob luz UV em fotodocumentador.
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Amplicons foram entédo purificados com o kit Wizard PCR (Promega) e
enviados para sequenciamento de nucleotideos. A sequéncia de nucleotideos
foi comparada com as disponiveis no GenBank por meio do programa BLAST
(Altschu et al., 1997) e CLUSTALW (Thompson et al., 1994).

Resultados e Discussao

Plantas de jambu ‘Nazaré’ inoculadas mecanicamente exibiram sintomas
semelhantes aos observados em plantas no campo. Nenhuma planta de
jambu selvagem ardido manifestou sintomas. Plantas de Datura stramonium,
N. glutinosa, N. tabacum ‘TNN’, ‘Turkish’ e ‘Havana 425’, N. grustica e N.
clevelandii exibiram lesbGes necréticas sistémicas, seguida de morte das
plantas. Em plantas de C. amaranticolor, C. quinoa e G. globosa observaram-
-se formacao de lesdes locais necréticas na folhas inoculadas. Plantas de
V. unguiculata subsp. sesquipedalis mostraram lesdes circulares cloréticas

nas folhas inoculadas. O restante
das plantas inoculadas ndo mostrou
sintomas.

Exames de secgbes ultrafinas de
tecidos de folhas de jambu sintomaticas
indicarm a presenga consistente de
particulas de perfil circular ou oval,
de 80 nm-100 nm de didmetro, em
cavidades do reticulo endoplasmatico

e, em muitas ocasides, de massas
densas estriadas no citoplasma
adjacente (Figura 2). Esse tipo de efeito
citopatico é caracteristico de infecgao
de orthotospovirus: as particulas
contidas no reticulo endoplasmatico
representam os virions, e, as massas
densas, a nucleoproteina viral que nao
foi envolvida pela membrana durante a
morfogénese (Kitajima et al., 1992).

200 _om
—

Figura 2. Micrografia eletrbnica de
secgdes ultrafinas de lesdes em folha
de jambu (Acmella oleraceae L.)
causadas pela infecgdo com o virus
da mancha clorética do tomate (tomato
chlorotic spot virus — TCSV). Particulas
virais de perfil circular estdo presentes
na cisterna do reticulo endoplasmatico.
No citoplasma adjacente notam-se
massas densas, representantes
da nucleoproteina viral, que nao
completaram a morfogénese.

Foto: Elliot Watanabe Kitajima
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Na RT-PCR foi amplificado um
fragmento de aproximadamente
450 pb (Figura 3) como
esperado para uma espécie de
orthotospovirus. A sequéncia
de nucleotideos do amplicon
mostrou identidade de 94%  400pb-
a 98% com sequéncias de
nucleotideos correspondentes de
isolados do TCSV disponiveis no
GenBank, sendo de 98% com o
isolado de jambu encontrado no
estado de Sao Paulo (GenBank
Access No. AM887766) (Krause-  Figura 3. Padrao eletroforético em gel de
Sakate et al., 2008). agarose (9%) dos fragmentos do RNA S do
tomato chlorotic spotvirus (TCSV)amplificados
No Brasil, ja foram relatados  por RT-PCR, em que M é marcador molecular

diferentes espécies de virus 1 kb ladder; 1 e 3, amostra de jambu sadio
e infectado por TCSV; e 2, controle de agua.

pertencentes ao género
Orthotospovirus infectando naturalmente plantas de diversas espécies,
cultivadas ou da vegetacédo espontanea: Tomato spotted wilt virus (TSWV),
TCSV, Groundnut ringspot virus (GRSV), Chrysanthemum stem necrosis
virus (CSNV), Zucchini lethal chlorotic virus (ZLCV e Iris yellow spot virus
(I'YSV) (Resende et al., 1996).

O TCSV foi relatado pela primeira vez no Brasil em 1990 em tomateiro (Avila
et al.,, 1990), mas também ocorre em varias outras culturas como pimentao,
alface, fumo (Colariccio et al., 1995) e jil6 (Rabelo et al., 2002). Esse virus &
transmitido eficientemente pelas espécies de tripes Frankliniella occidentalis e
Frankliniella schultzei (Wijkamp et al., 1995; Borbon; Garcia, 1996). Ambos os
insetos sao prevalentes em paises de regides tropicais e subtropicais (Wijkamp
et al., 1995). No estado de Sao Paulo, TCSV e GRSV sé&o predominantemente
transmitidos pelo tripe F. schultzei (Pavan et al., 1993).

Virus do género Orthotospovirus podem causar prejuizos econdmicos em
plantios de alface de 30% a 100%, principalmente no verao na regido Sudeste
(Moraes et al., 1988). Giampan et al. (2009) verificaram uma reducao de

Foto: Alessandra de Jesus Boari
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78,5% na producgéao de frutos comerciais de abobrinha de moita provenientes
de plantas infectadas pelo ZLCV.

Este é o primeiro relato da incidéncia do TCSV em plantas de jambu
no estado do Para. Embora as observagdes sugiram perda na produgao,
tanto qualitativa como quantitativa, ndo ha dados de avaliagdo de danos na
producao causados pelo TCSV.

Os orthotospovirus podem infectar plantas de iniUmeras espécies, incluindo
hortalicas, ornamentais e plantas invasoras, que podem se constituir em
importantes fontes de inéculo. As doencas causadas por orthotospovirus
podem ser manejadas por meio de praticas culturais e de controle do vetor,
entretanto, é de fundamental importéncia que novos acessos de jambu sejam
introduzidos nos programas de melhoramento visando resisténcia ao TCSV.
Atualmente, ha apenas a cultivar Nazaré registrada no banco de cultivares no
Ministério de Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (Mapa), e ndo ha relato
da existéncia de um Banco Ativo de Germoplasma de jambu no Brasil.

Trabalhos estdo em andamento para avaliagdo mais precisa da incidéncia
do TCSV nas regides produtoras de jambu, compreensado da epidemiologia
da doenga, incluindo a identificagdo do tripes vetor, e estabelecimento de
medidas de controle, incluindo screening de cultivares visando programas
de melhoramento para resisténcia. O fato de as plantas de jambu selvagem
ardido nao terem sido infectadas nos ensaios de transmissédo experimental
indica potencial como fonte de resisténcia a ser explorada no programa de
melhoramento genético.

Conclusoes

O agente causal das manchas cloréticas, anéis cloréticos e necréticos em
folhas de jambu no estado do Para foi identificado como um isolado do virus
da mancha clorética do tomate (tomato chlorotic spot virus — TCSV).

Agradecimentos

A Financiadora de Estudos e Projetos (Finep), pelo financiamento das
acdes da pesquisa.



Identificacdo e caracterizagdo do tomato chlorotic spot virus em jambu no estado do Para 13

Referéncias

ALTSCHUL, S. F;; MADDEN, T. L.; SCHAFFER, A. A.; ZHANG, Z.; MILLER, W.; LIPMAN, D.
J. Gapped BLAST and PSI-BLAST: a new generation of protein database search programs.
Nucleic Acids Research, v. 25, n. 17, p. 3389-3402, 1997.

AVILA, A. C.; HUGUENOT, R.; RESENDE, R. de O.; KITAJIMA, E. W.; GOLDBACH, R. W,;
PETERS, D. Serological differentiation of 20 isolates of tomato spotted wilt virus. Journal
Generalof Virology, v. 71, pt.12, p. 2801-2807, 1990.

BORBON, C. M.; GRACIA, O. Frankliniella schultzei (Tribom), eficiente vector de Groundnut
ringspot virus (GRSV) en cultivo de lechuga en Mendoza, Argentina. Fitopatologia Brasileira,
v. 21, p. 423, 1996. Abstract.

BORGES, L. da S. Biomassa, teores de nutrientes, espilantol e atividade antioxidante em
plantas de jambu (Acmella ciliata Kunth) sob adubagées mineral e orgéanica. 2009. 108

f. Dissertacao (Mestrado em Agronomia) - Faculdade de Ciéncias Agrondmicas, Universidade
Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho”, Botucatu.

CARDOSO, M. O. (Coord.). Hortalicas ndo convencionais da Amazénia. Brasilia, DF:
EMBRAPA-SPI; Manaus: Embrapa-CPAA, 1997. 150 p.

COLARICCIO, A; ROGGERO, P.; CHAGAS, C. M.; EIRAS, M.; CESAR, E. P. G. Identificagdo
serologica do Tomato chlorotic spot virus (TCSV) em alface, pimentédo e fumo no Estado de Sao
Paulo. Fitopatologia Brasileira, v. 20, p. 347, 1995.

COUTINHO, L. N.; APARECIDO, C. C.; FIGUEIREDO, M. B. Galls and deformation on
jambu (Spilanthes oleraceae) caused by Tecaphora spilanthes (Ustilaginales). Summa
Phytopathologica, v. 32, n. 3, p. 283-285, 2006.

EIRAS, M.; RESENDE, R. O.; MISSIAGGIA, A. A.; AVILA, A. C. de. RT-PCR and dot blot
hybridization methods for a universal detection of tospoviruses. Fitopatologia Brasileira,v. 26,
n. 2, p. 170-175, 2001.

FREIRE, F. das C. O. Carvao do jambu (Spilanthes oleraceae L.), uma doenga nova para a
Regido Amazdnica brasileira. Fitopatologia Brasileira, v. 10, n. 2, p. 543-555, 1986.

GIAMPAN, J. S.; REZENDE, J. A. M.; PIEDADE, S. M. de S. Yield loss caused by Zucchini
lethal chlorosis virus (ZLCV) on zucchini squash ‘Caserta’. Summa Phytopathologica, v. 35, n.
3, p. 223-225, 2009.

HA, C.; COOMBS, S.; REVILL, P.; HARDING, R.; VU, M.; DALE, J. Molecular characterization
of begomoviruses and DNA satellites from Vietnam: additional evidence that the New World
geminiviruses were present in the Old World prior to continental separation. Journal of General
Virology, v. 89, pt.1, p. 312-326, 2008.

KRAUSE-SAKATE, R.; NOZAKI, D. N.; ROSA, R. A.; SUZUKI, G. S.; PAVAN, M. A. First Report
of Tomato chlorotic spot virus Infecting Spilanthes oleracea in Brazil. Plant disease, v. 92, n. 5,
p. 834, 2008.

KITAJIMA, E. W.; AVILA, A. C. de; RESENDE, R. de O.; GOLDBACH, R. W.; PETERS, D.
Comparataive cytological and immunogold labelling studies of different Isolates of tomato
spotted wilt virus. Journal of Submicroscopic Cytology, v.24, n.1, p. 1-14, 1992.

LANE, L. C. A general method for detecting plant viruses. In: MARAMOROSH, K. (Ed). Plant
diseases of viral, viroid, mycoplasma and uncertain origin. New Delhi: Oxford & IBH
Publishing, 1992. p. 1-15.



14 BOLETIM DE PESQUISA E DESENVOLVIMENTO 140

MORAES, G. J.; WANDERLY, L. J.; COSTA, A. S. Surto de vira-cabega na cultura de alface em
Pernambuco. Horticultura Brasileira, v. 6, n. 2, p. 24-25, 1988.

PAVAN, M. A; COSTA, A. S.; KUROSAWA, C_; FORTI, L. C.; GUIMARAES, A. M. Colonizagéo
do tomateiro e ervas daninhas pelo tripes vetor do vira-cabega do tomateiro. Horticultura
Brasileira, v. 11, n. 2, p. 122-125, 1993.

RABELO, L. C.; PEDRAZZOLI, D.S.; NOVAES, Q.; NAGATA, T.; REZENDE, J.; KITAJIMA, E.
Alta incidéncia de Tomato chlorotic spot virus em jilé no estado de Sao Paulo. Fitopatologia
brasileira, v. 27, n. 1, p. 105-105, 2002.

RESENDE, R. de O.; POZZER, L.; NAGATA, T.; BEZERRA, I. C.; LIMA, M. |; KITAJIMA,

E. W.; AVILA, A. C. de. New Tospoviruses Found in Brazil. Proceedings of the International
Symposium on Tospovirus and Thrips of Floral and Vegetable Crops. Acta Horticulturae, v.
431, n.1, p.78-89, 1996.

ROSA, D. Podridao floral em jambu branco (Spilanthes acmella) causado por Alternaria solani.
In: CONGRESSO BRASILEIRO DE MICOLOGIA, 5., 2007, Recife. Programas e resumos.
Recife: Ed. Universitaria da UFPE, 2007. AG-082.

SAMBROOK, J.; FRITSCH, E. F.; MANIATIS, T. Molecular cloning: a laboratory manual. 2nd
ed. New York: Cold Spring Harbor Laboratory Press, 1989. 1626 p.

SINGH, Y. P.; SULTAN, Z.; KHAN, S. N.; JOSHI, D. N. Spilanthes acmella and Spilanthes
oleracea: new hosts of root-knot nematode. Annals of Forestry, v. 8, n. 2, p. 282-284, 2000.

THOMPSON, J. D.; HIGGINS, D. G.; GIBSON, T. J. CLUSTAL W: Improving the sensitivity of
progressive multiple sequence alignment through sequence weighting, position-specific gap
penalties and weight matrix choice. Nucleic Acid Research, v. 22, n. 22, p. 4673-4680, 1994.

WIJKAMP, |.; ALMARZA, N.; GOLDBACH, R.; PETERS, D. Distinct levels of specificity in thrips
transmission of tospoviruses. Phytopathology, v. 85, p. 1069-1074, 1995.












En@a

Amazonia Oriental

MINISTERIO DA PATRIA AMADA

A
AGRICULTURA, PECUARIA L B RAS I L

E ABASTECIMENTO GOVERNO FEDERAL



	Capa01
	Miolo
	Capa04
	Blank Page
	Blank Page

