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RESUMO

Doencgas causadas por virus podem impactar negativamente a cultura da soja (Glycine
max L. Merril). Entre elas podemos citar a necrose da haste causada pelo cowpea
mild mottle virus (CPMMV), cujo vetor € a mosca-branca Bemisia tabaci (Gennadius)
(Hemiptera: Aleyrodidae) atualmente caracterizada como um complexo de espécie
cripticas, das quais as mais invasivas sao Middle East Asia Minor 1 (MEAM1, também
conhecida por biétipo B) e Mediterranean (MED, conhecida por bi6tipo Q). Com o
objetivo de verificar a distribuicdo destas espécies cripticas em areas produtoras de
soja no Estado de S&o Paulo, bem como a incidéncia do CPMMV nestas regides,
foram realizadas coletas de plantas de soja e mosca-branca por trés anos
consecutivos e avaliada a presenca do virus e caracterizada a espécie criptica de B.
tabaci associada a plantas de soja. Isolados representativos de CPMMYV tiveram o seu
genoma completo sequenciado por sequenciamento de nova geracdo (HTS). Além
disto foram estudados aspectos da transmissdo do CPMMV por B. tabaci MED e
MEAML1 e o efeito do CPMMV nos aspectos agrondmicos e qualidade fisiol6gica das
sementes de soja. Os resultados indicaram que MEAM1 ainda é a espécie
predominante em areas de soja, entretanto algumas areas, como em Buritdma,
tiveram predominancia de MED na primeira safra de soja avaliada (2019/2020) com
reducdo nas safras posteriores (2020/2021 e 2021/2022). Em Santa Cruz do Rio
Pardo e Oleo houve um aumento de incidéncia de MED ao longo das safras de soja
avaliadas. Os ensaios de transmissdo com um Unico espécimen de mosca-branca
revelaram que MED é um melhor vetor de CPMMV comparado com MEAM1, sendo
capaz de transmitir o virus com apenas dois minutos de periodo de acesso a
inoculacao. A andlise filogenética das sequencias do genoma completo de isolados
de CPMMV coletados nos Estados da Bahia e de Sao Paulo, mostraram que eles
pertencem ao grupo BR2, que compreendem os isolados de CPMMV mais
representativos do Brasil. O CPMMYV afetou drasticamente a qualidade fisiolégica das
sementes de soja produzidas a partir de plantas infectadas, reduzindo a germinacéo
das sementes. Os resultados deste trabalho reforcam os impactos negativos do
CPMMV em soja e a importancia do monitoramento de espécies cripticas de B. tabaci

como forma de subsidiar as taticas de manejo desta praga e vetor de virus.



Palavras-chave: carlavirus; levantamento; transmissao; Bemisia tabaci.



ABSTACT

Diseases caused by viruses are important constraints to soybean (Glycine max L.
Merril) production. Among them, stem necrosis caused by cowpea mild mottle virus
(CPMMV), transmitted by the whitefly Bemisia tabaci (Gennadius) (Hemiptera:
Aleyrodidae). Two B. tabaci cryptic species were already detected in soybean-growing
areas in Sédo Paulo state, the Middle East Asia Minor 1 (MEAML1, formerly known as
biotype B) and the Mediterranean (MED, biotype Q). Here we evaluate the distribution
of CPMMYV and B. tabaci cryptic species in the main soybean growing areas from S&o
Paulo state for three years. CPMMYV isolates were also sequenced by High Throughput
Sequencing (HTS) and properties of CPMMV transmission by MED and MEAM1, and
the effect of CPMMV on the physiologic seed quality in soybean were evaluated.
Results indicated that MEAM is still the predominant whitefly species in soybean, but
MED was also found in different locations where soybean is produced in the state.
Some areas, like Buritdma, evolved to a predominance of MED over the three years
but others where MED was previously detected, showed a reduction of the insect
during the same period. In Santa Cruz do Rio Pardo and Oleo, MED incidence
increased during the evaluated years. Transmission assays with one single insect
revealed that MED is a better vector compared to MEAML1, transmitting the virus within
two minutes of the inoculation access period. Phylogenetic analysis of the complete
genome sequence of CPMMV isolates collected in Sao Paulo and Bahia State showed
that they belong to BR2 clade that includes Brazilian CPMMYV isolates collected from
soybean. Studies of the effects of CPMMV on the agronomic aspects of soybean and
its effects on the seed physiology quality showed that there are negative effects of the
virus in the plants and in the seeds. Our results suggest that the continuous survey of
B. tabaci cryptic species and CPMMV should be frequent to better whitefly and

CPMMV management in soybean.

Keywords: carlavirus; survey; transmission; Bemisia tabaci.
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INTRODUCAO GERAL

A soja [Glycine max (L.) Merr.] estd entre os cinco produtos agricolas mais
importantes do mundo, sendo principal fonte de 6leo vegetal e proteina para
alimentacao de animais na pecudria e para o consumo humano (SAVARY etal., 2019).
Além da sua utilizacdo como fonte de alimento, a soja é altamente empregada como
material base na producéo de biodiesel, produtos industriais e farmacéuticos (HILL et
al., 2006).

Atualmente, o Brasil € lider mundial no ranking de paises produtores do grao
de soja, com uma producao de 126,000 milhdes de toneladas na safra de 2021/2022.
Nessa mesma safra, o pais exportou 89,000 milhdes de toneladas que corresponde a
35,64% da exportacdo mundial de soja, se destacando também como o atual maior
exportador mundial dessa comodity (USDA, 2022). Dos 127,824 milhdes de hectares
de area plantada com a cultura da soja no mundo, o Brasil destina 38,502 milh&es de
hectares para a sua producédo. O estado do Mato Grosso ocupa o primeiro lugar do
pais na producéo de soja, concentrando cerca de 28% da producéo nacional, seguido
dos estados do Parana (19%), Rio Grande do Sul (14%), Goias (10%) e Mato Grosso
do Sul (7%). Estados como a Bahia, Maranhdo, Minas Gerais, Para, Piaui, Santa
Catarina, Sao Paulo e Tocantins, vém crescendo anualmente suas areas de producao.
No estado de Sdo Paulo, por exemplo, estima-se que na safra 2021/2022, houve um
aumento de 3,4% na area de plantio, chegando a 1,2 milhdes de hectares (IEA, 2022).
Embora a sojicultura esteja em ascensao, nacionalmente e internacionalmente
(USDA, 2022), assim como a produc¢éao de diversas culturas agricolas de importancia
econbmica, a producédo de soja vem sendo negativamente impactada por pragas e
doencas (BANDARA et al., 2020). As doencas causadas na cultura da soja sdo um
dos principais desafios enfrentados pelos produtores, pois além de diminui a producéo
e a qualidade dos gréos, elas contribuem com o aumento nos custos de producao
causando perdas mundiais de bilhdes de ddélares (BRADLEY et al., 2021).

Entre as doencas que afetam a cultura da soja, as doencgas causadas por virus
sao muito desafiadoras. Diferentemente de outros patdgenos como bactérias e fungos
gue podem ser manejados com produtos quimicos, o controle do virus € complexo,

necessitando de multiplas estratégias que se baseiam na prevencdo da infecgéo.
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Outro fator que dificulta 0 manejo destas doencas é a necessidade de uma rapida
identificacdo e diagnose do agente viral, que necessita de técnicas especificas e
sensiveis que geralmente ndo séo de facil acesso.

Sintomas causados por virus em plantas podem variar de leves mosqueados,
mosaicos, cloroses até mesmo podendo ocasionar a morte da planta. Em soja, ha
doencas de etiologia viral que podem ser assintomaticas ou com seus sintomas
frequentemente confundidos com aqueles causados por injurias de herbicidas
(BARRETO DA SILVA et al., 2020; MUELLER et al., 2016). Embora a cultura da soja
seja suscetivel a diversos virus, no Brasil, poucas sédo conhecidas por causar perdas
econdmicas significantes.

No mundo, cerca de 46 diferentes virus foram descritos infectando
naturalmente a cultura da soja (HILL; WHITHAM, 2014). No Brasil, h& relatos de pelo
menos 15 espécies de virus (ALMEIDA, 2008; DE MARCHI et al., 2018; KITAJIMA,
2020), pertencente a diferentes géneros, tais como Alfamovirus, Begomovirus,
Carlavirus, Comovirus, llarvirus, Potyvirus e Orthotospovirus (KITAJIMA, 2020). O
carlavirus cowpea mild mottle virus (CPMMV), que foi objeto de estudo desta tese,
possui como vetor a mosca-branca Bemisia tabaci (Gennadius) (Hemiptera:
Aleyrodidae), recentemente reconhecida pelo Ministério da Agricultura e do Meio
Ambiente (MAPA) como uma das principais pragas para a cultura da soja no Brasil
(Instrucdo Normativa n°16, de 4 de junho de 2019), e também esta entre as 100
espécies mais invasivas do mundo na listadas pelo IUCN/SSC “Invasive Species
Specialist Group” (http://www.issg.org) e pelo “Global Invasive Database”
(http://www.issg.org/database/welcome/).

O CPMMV foi relatado pela primeira vez no Brasil em 1983 infectando feijoeiro
(COSTA; GASPAR; VEGA, 1983), e foi considerado um virus de baixa importancia
até seu relato em soja, que foi feito somente duas décadas depois, quando se tornou
um sério problema na sojicultura nacional ocasionando os sintomas de necrose da
haste em soja (ALMEIDA et al., 2003). No inicio dos anos 2000, o CPMMYV se tornou
um fator limitante na producéo de soja no estado de Goias (ALMEIDA et al., 2003), e
nos anos seguintes o virus foi identificado nos estados da Bahia, Mato Grosso,
Maranhéo e Parana (ALMEIDA, 2008; ALMEIDA et al., 2003, 2005). O unico estado
produtor de soja no qual o CPMMV ainda néo foi relatado até o0 momento é o Rio
Grande do Sul (ZANARDO; CARVALHO, 2017).
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O CPMMV pertence ao género Carlavirus, um dos 5 géneros da subfamilia
Quinvirinae, familia Betaflexiviridae (ordem Tymovirales) (WALKER et al., 2022).
Assim como as espécies membro deste género, o CPMMV possui um RNA senso
positivo de fita simples, com um genoma de 8.200 nucleotideos e composto por seis
open reading frames (ORFs) (MENZEL; WINTER; VETTEN, 2010; ZANARDO et al.,
2014). A ORF 1 codifica a replicase com quatro motivos conservados:
metiltransferase, C23 Peptidase, RNA helicase e RNA dependente da RNA
polimerase (RARp) (ZANARDO et al., 2014). As ORFs 2, 3 e 4 codificam trés proteinas
(TGB 1-3p), que sao essenciais para o movimento viral. A ORF 5 codifica a capa
proteica (CP) e por fim, a ORF 6 codifica uma proteina rica em cisteina (CRP) com
atividade de ligagdo ao acido nucleico (NABP) (MENZEL; WINTER; VETTEN, 2010).

Os carlavirus, em sua grande maioria, sdo transmitidos por afideos (KING et
al., 2011), sendo o CPMMV e o melon yellowing-associated virus (MYaV) uma
excecao a regra pois sao transmitidos por Bemisia tabaci (MARUBAYASHI; YUKI;
WUTKE, 2010; MUNIYAPPA; REDDY, 1983; NAGATA et al., 2005; NAIDU et al.,
1998), um inseto altamente polifago e muito bem-sucedido na transmissdo de virus
de plantas (GILBERTSON et al., 2015), e amplamente distribuido em praticamente
todas as regides do Brasil (MORAES et al., 2018).

Atualmente a B. tabaci é considerada um complexo de espécies cripticas
composto de pelo menos 44 espécies morfologicamente indistinguiveis, porém
distintas (DE BARRO et al., 2011; KANAKALA; GHANIM, 2019). Essas espécies
divergem em diversos aspectos como: habilidade em transmitir virus, plantas
hospedeiras, endossimbiontes, suscetibilidade a inseticidas, tolerancia a estresses
ambientais, taxa de desenvolvimento e incompatibilidade reprodutiva entre grupos
genéticos (HOROWITZ; ISHAAYA, 2014; PAN et al., 2012; PERRING, 2001;
WATANABE et al.,, 2019; XU; DE BARRO; LIU, 2010). As espécies cripticas séo
identificadas com base em variacdes no gene mitocondrial da cytochrome oxidase |
(mtCOI) (BOYKIN; DE BARRO, 2014; DE BARRO et al., 2011; KANAKALA; GHANIM,
2019). As espécies cripticas Middle East Asia Minor 1 (MEAM1) e Mediterranean
(MED) séo as espécies invasivas presentes em varias regides do mundo sob diversas
condicdes climéaticas. No Brasil, estdo presentes quatro espécies cripticas: duas
espécies conhecidas como indigenas ou nativas das Ameéricas denominadas de New
Word 1 e New World 2 (NW1 e NW2), (BARBOSA et al., 2014; MARUBAYASHI et al.,
2014) e as espécies MEAM1 e MED (MORAES et al., 2018).
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Até o inicio dos anos 1990, s6 havia sido relatado no Brasil a presenca das
espécies nativas do grupo NW. As populacdes destes insetos causaram surtos
esporadicos de doencas como o mosaico dourado do feijoeiro nos anos 60. Além
disso, infeccdo por virus eram observadas em plantas daninhas sendo, o inseto
considerado uma praga secundaria (COSTA, 1965; INOUE-NAGATA; LIMA;
GILBERTSON, 2016). Posteriormente, verificou-se que o grupo NW no Brasil era
constituido de duas espécies cripticas denominadas de NW1 e NW2 (MARUBAYASHI
et al., 2013). Por conseguinte, a partir da década de 1990, com a introducdo de
MEAM1 no Brasil através do comércio de plantas ornamentais no estado de Sao
Paulo, o cenario nacional de B. tabaci mudou drasticamente (LOURENCAO; NAGAI,
1994). Assim como em outras regidées do mundo, MEAM1 se dispersou rapidamente
se tornando uma praga chave em diversas culturas, além de ser considerada um
excelente vetor de virus de plantas. Com a introducdo de MEAM1, ao menos 18 novas
espécies de begomovirus em tomateiro foram relatadas (RIBEIRO et al., 1998), assim
como emergéncia de crinivirus em tomateiro, pimentéo e batata (FREITAS et al., 2012;
MACEDO et al., 2019); CPMMV em feijoeiro e soja (ALMEIDA, 2008; ALMEIDA et al.,
1995), e surtos de BGMV em feijoeiro se tornaram frequentes (INOUE-NAGATA et al.,
2016a).

Atualmente, MEAM1 é a espécie de B. tabaci predominante no Brasil
(MORAES et al., 2018). Duas décadas depois da introducdo de MEAM1, no ano de
2013, MED foi relatada pela primeira vez em territério nacional na regido sul
(BARBOSA et al., 2015). Provavelmente estes insetos migraram de paises vizinhos
como Argentina e Uruguai, que ja haviam relatado a presenca de MED em seus
territdrios (GRILLE et al., 2011). Um levantamento de mosca-branca realizado apds a
introducéo de MED no Brasil, em 2015 e 2016, relatou uma segunda invasao de MED
nos estados de Sao Paulo e Parana, associada a plantas ornamentais (MORAES et
al., 2017). Um levantamento feito em 2018 nos estados do Parana e Sao Paulo,
relatou surtos de MED em cultivos de pimentéo, tomate, pepino e beringela cultivadas
tanto em casa de vegetacdo, quanto em campo aberto (BELLO et al., 2020). E o
estudo mais recente realizado por Bello et al., (2021), relatou pela primeira vez MED
em soja em campo, também nos estados do Parana e Séo Paulo.

De forma geral, B. tabaci pode causar danos diretos e indiretos as plantas. Em
soja, o dano direto mais comum é através da ingestao de fotoassimilados do floema.

A ingestédo de seiva por B. tabaci resulta na excre¢do de honeydew, uma substancia
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acucarada, sobre folhas e vagens que pode servir de substrato para o crescimento de
fungos do género Capnodium que cobre a superficie foliar prejudicando a fotossintese
e, consequentemente, o desenvolvimento da planta e a qualidade dos gréos
(KANAKALA; GHANIM, 2015; SUEKANE et al., 2013). Contudo, o principal dano
causado por B. tabaci € através da transmisséo de virus pertencentes aos géneros
Begomovirus, Carlavirus, Crinivirus, Ipomovirus, Torradovirus e Polerovirus (GHOSH
et al, 2019; NAVAS-CASTILLO; FIALLO-OLIVE; SANCHEZ-CAMPOS, 2011;
POLSTON; DE BARRO; BOYKIN, 2014). No Brasil, ja foram relatados virus
pertencentes aos géneros Begomovirus, Carlavirus, Crinivirus e Polerovirus
(BARBOSA et al., 2008; COSTA; GASPAR; VEGA, 1983; COSTA etal., 2020; INOUE-
NAGATA et al., 2016b; INOUE-NAGATA; LIMA; GILBERTSON, 2016).

Como observado com a invasdo de MEAML no inicio dos anos 1990 no Brasil,
a introducdo de uma praga exotica em um territorio traz grandes preocupacdes para
o setor agricola, principalmente quando se trata de um vetor de virus (INOUE-
NAGATA; LIMA; GILBERTSON, 2016). A recente constatacdo de MED em campo
aberto em soja no pais levanta questdes sobre o futuro do manejo de mosca-branca
no Brasil, dada a menor suscetibilidade deste inseto aos inseticidas comumente
utilizados na agricultura visando o manejo deste inseto.

Sendo assim, esta tese foi dividida em dois capitulos: Capitulo 1, “COWPEA
MILD MOTTLE VIRUS AND Bemisia tabaci ON SOYBEAN IN SAO PAULO STATE
(BRAZIL) AND TRANSMISSION PROPERTIES OF MEDITERRANEAN AND
MIDDLE-EAST ASIA MINOR 1 CRYPTIC SPECIES”, redigido em inglés nas normas
da revista PLANT PATHOLOGY, fator de impacto 2.772 e Capitulo 2, “EFFECTS OF
COWPEA MILD MOTTLE VIRUS ON SOYBEAN SEED QUALITY AND YIELD
COMPONENTS”, redigido em inglés nas normas da revista PLANT HEALTH
PROGRESS, fator de impacto 0.939.
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CONSIDERACOES FINAIS

B. tabaci MEAM1 ainda € a espécie criptica prevalente nos campos de
producéo de soja do Estado de Sao Paulo. A espécie criptica B. tabaci MED tem se
disseminado em soja nos Estado de Sao Paulo, porém os dados obtidos até o
momento ndo permitem concluir se essa espécie esta adaptada a condi¢cdes de
campo aberto, uma vez que areas que apresentaram alta incidéncia de MED na
primeira safra avaliada (2019/2020) apresentaram uma reduc¢éo drastica ao longo dos

anos avaliados.

B. tabaci MED é um excelente vetor de CPMMV, sendo capaz de transmiti-lo

com poucos minutos de contato com as plantas de soja.

Sementes de soja proveniente de plantas infectadas com CPMMV apresentam

qualidade fisiologica inferior comparadas as sementes sadias.
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