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Santos, Flávia Milene Barros dos. Análise do Viroma em espécies arbóreas. Mestrado 

acadêmico em Biologia Microbiana do Programa de Pós-Graduação em Biologia Microbiana, 

defendido dia 17 de março de 2016, sob orientação da Profa. Dra. Rita de Cássia Pereira 

Carvalho. 

Resumo 

Em todo o mundo, as florestas são responsáveis por ocupar cerca de 4 bilhões de 
hectares. O Brasil apresenta a segunda maior floresta do mundo, com cerca de 54,4% do seu 
território nacional sendo constituído por florestas naturais e plantadas, distribuídas em seis 
biomas. As espécies florestais/arbóreas são de grande importância econômica para o país, pois 
a partir dos produtos obtidos direta ou indiretamente podem favorecer o sustento da população. 
Além disso, espécies arbóreas podem servir de habitat para diversos microorganismos, entre 
eles os vírus. Os estudos de vírus infectando espécies arbóreas no Brasil ainda são escassos, 
devido a algumas dificuldades para detecção e caracterização desse grupo de patógenos devido 
às suas características peculiares. Com isso o principal objetivo deste trabalho foi identificar e 
caracterizar espécies virais em espécies arbóreas nativas de diversos biomas encontrados no 
Brasil. Recentemente novas ferramentas como a metagenômica e plataformas de 
sequenciamento em alta escala têm propiciado ampliar o conhecimento da diversidade de 
organismos em diferentes ambientes. Nesse contexto, 60 mudas sintomáticas de espécies 
arbóreas distribuídas em 27 espécies botânicas e classificadas em 14 famílias, foram coletadas 
em ambiente de viveiro II da Companhia Urbanizadora da Nova Capital do Brasil (NOVACAP). 
As amostras analisadas, em pool, tiveram o RNA extraído (protocolo Trizol) após procedimento 
de semi-purificação visando enriquecimento de partículas virais. Após este procedimento uma 
amostra composta foi formada e enviada para sequenciamento na Universidade Católica de 
Brasília (UCB) por meio da tecnologia NGS (Next Generation Sequencing), com o uso da 
plataforma Illumina Miseq. Os resultados obtidos a partir da análise genômica produziram 2.162 
contigs que foram comparados com resultados do banco de dados no programa BLASTX (Basic 
Local Alignment Search Tool). A partir do sequenciamento foi obtido um genoma com 9.529 
nucleotídeos (nt). Após várias análises verificou-se que o espécime em estudo relaciona-se 
filogeneticamente com membros da ordem Picornavirales, ao qual denominamos aqui de 
Hovenia dulcis associated virus (HDAV) Primers específicos para este genoma foram 
sintetizados e por meio de RT-PCR foi possível realizar a detecção viral em uma amostra de uva 
do Pará (Hovenia dulcis). Ainda com base no resultado de NGS, sequências de outras seis 
espécies virais foram obtidas e encontram-se listadas a seguir: Cowpea mild mottle virus - 
CPMMV (gênero Carlavirus e família Betaflexiviridae), Eupatorium vein clearing virus e 
Strawberry vein banding virus - SVBV (gênero Caulimovirus e família Caulimoviridae), Cowpea 
severe mosaic virus - CPSMV (gênero Comovirus e família Secoviridae), Broad bean wilt virus - 
BBWV e Mikania micrantha mosaic virus - MMMV (gênero Fabavirus família Secoviridae).  

Palavras chave: NGS, árvores, vírus, metagenômica. 

 

Abstract 

Worldwide, forests are responsible for occupying about 4 billion hectares. Brazil shows 
the second largest forest in the world, with about 54, 4% of its territory consisting of natural and 
planted forests, distributed in six biomes. The forest species are of great economic importance to 
the country, producing many products, directly or indirectly, that can help the sustenance of the 
population. Furthermore, tree species can harbor some microorganisms such as viruses. Studies 
about infecting-tree-specie viruses in Brazil are still scarce due to some difficulties for detection 
and characterization of this pathogen group because it shows peculiar characteristics. Thus, the 
main objective of this study was to identify and characterize viral species ocurrying in native tree 
species from six biomes found in Brazil. Recently new tools such as metagenomics and large-
scale sequencing platforms have led to increase knowledge about the diversity of organisms in 
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different environments. In this context, 60 symptomatic seedlings of tree species, distributed in 
27 botanical species and classified into 14 families, were collected in Companhia Urbanizadora 
da Nova Capital do Brasil (NOVACAP) nursery environment. The samples were analyzed in pool 
and had their RNA extracted by a Trizol protocol after semi-purification procedure in order to 
enrich viral particles. After this procedure, a compose sample was formed and sent for sequencing 
at Universidade Católica de Brasília (UCB) by NGS (Next Generation Sequencing) technology 
using the Illumina platform Miseq. The results from the genomic analysis produced 2,162 contigs, 
which were compared with database results BLASTX (Basic Local Alignment Search Tool) 
program. From the sequencing was obtained with a genome 9529 nucleotides (nt) was initially 
identified as Hovenia dulcis associated virus (HDAV). Specific primers were designed and 
synthesized for viral detection in plants used in this study. By RT-PCR it was possible to viral 
detection in a sample of grape Para (Hovenia dulcis). Due to the low percentage of identity of viral 
species with species Dicistroviridae genus and the difference in host of the virus, it is proposed a 
new member of Picornavirales order to house this species detected. Phylogenetic analysis of the 
fields (PRO) and dependent RNA polymerase RNA polymerase (POL) put this virus on a branch 
near the Picornaviridae family). Also based on the result of NGS sequences of other viral species 
were obtained and are listed below: Cowpea mild mottle virus - CPMMV (genus Carlavirus and 
family Betaflexiviridae), Eupatorium vein clearing virus (genus Caulimovirus and family 
Caulimoviridae), Strawberry vein banding virus - SVBV (genus Caulimovirus and family 
Caulimoviridae), Cowpea severe mosaic virus - CPSMV (genus Comovirus and family 
Secoviridae), Broad bean wilt virus - BBWV (genus Fabavirus and family Secoviridae) and 
Mikania micrantha mosaic virus - MMMV (genus Fabavirus and family Secoviridae).  

Keywords: NGS, trees, viruses, metagenomics. 
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Introdução geral 

As florestas são importantes no âmbito social, econômico e ambiental para a 

humanidade, pois fornecem matéria prima para a subsistência da população oferecendo 

produtos florestais madeireiros (PFMs) e produtos florestais não madeireiros (PFNM), além de 

servirem de habitat para diversos seres vivos, ajudam ainda na prevenção de solos, rios e 

nascentes e funcionam como fonte de energia renovável, além serem as responsáveis por 

reduzirem a quantidade de gases poluentes na atmosfera (SFB, 2014; IBÁ, 2015).  

As florestas mundiais representam um alto valor econômico devido as contribuições 

advindas de produtos e serviços. Dentre os produtos derivados das florestas, a madeira é o 

principal produto do setor florestal sendo o responsável por 91% da produção para fins industriais 

do país (IBÁ, 2015).  

O Brasil é detentor da segunda maior cobertura vegetal mundial e suas florestas ocupam 

54,4% de todo o território nacional. Dessa cobertura aproximadamente 53,5 % é constituída de 

florestas nativas e 0,8 % de florestas plantadas (SFB, 2013).  

Cerca de 90% das florestas estão localizadas na região Norte do país, e cerca de 1,5 % 

das espécies florestais são de espécies plantadas localizadas na região Sul do país, sendo 

caracterizada pela produção de pinheiros (Pinus spp.) e eucaliptos (Eucalyptus spp.). Segundo 

a Associação Brasileira de produtores de florestas plantadas ABRAF (2005), uma floresta 

plantada é caracterizada pela produção de apenas uma espécie florestal que foi introduzida 

numa determinada região para fins de produtos comercializados.  

As espécies arbóreas estão sujeitas a diversas pragas tais como formigas e lagartas que 

são responsáveis por diversos danos. Dentre os patógenos, destacam-se os fungos, 

principalmente oídios e ferrugens, sendo estes os principais causadores de perdas em espécies 

arbóreas no país (ALFENAS et al., 2004), entretanto representantes de outros grupos de 

patógenos também podem acometer espécies arbóreas.  

Para alguns grupos como nematóides e vírus, os estudos no Brasil, ainda são incipientes, 

entretanto Lin et al. (1979) detecaram Cassia mild mosaic virus - CMMV (gênero Carlavirus) em 

árvores de Cassia macranthera. Anos mais tarde, Gama et al. (1983) relataram uma espécie do 

gênero Carlavirus em mudas de seringueira proveniente de ambientes de viveiro. Na mesma 

década, Junqueira et al. (1985) visualizaram partículas alongadas e flexuosas (possivelmente do 

gênero Potexvirus) em amostra de seringueira (Hevea brasiliensis). 

Essas espécies arbóreas, em ambiente de florestas nativas e/ou cultivadas e até mesmo 

utilizadas em áreas de urbanização, podem funcionar como fonte de inóculo de espécies virais 

que infectam espécies cultivadas. Desta forma, é de extrema importância que estudos sejam 
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realizados para se obter informações da diversidade viral nestes ambientes para futuramente 

fornecerem subsídios em manejo e controle, uma vez que as informações existentes são ainda, 

incipientes e escassas. 

A falta de informação sobre a ocorrência de espécies virais em espécies arbóreas pode 

ser atribuída em parte, às características inerentes aos vírus, como tamanho diminuto e ausência 

de variação morfológica de partícula, que dificultam a caracterização por meio de técnicas 

clássicas usadas na virologia. 

Dentre os métodos comumente utilizados para diagnose de vírus em plantas destacam-se 

os testes biológicos como a observação de partículas em Microscopia Eletrônica, teste de gama 

de hospedeiras, sorológicos como o teste ELISA (Enzyme-linked immunosorbent assay), e 

moleculares como hibridização de ácidos nucleicos e PCR. 

Recentemente novas tecnologias juntamente com diferentes protocolos de 

enriquecimento de partículas virais vêm sendo usados para detecção e estudo de diversidade 

de organismos em diferentes ambientes (NG et al., 2011). 

A tecnologia de sequenciamento de alto desempenho juntamente com a bioinformática 

tem contribuído em um intervalo de tempo pequeno para a detecção de espécies virais em 

diferentes ambientes. Diversas espécies de vírus e viróides já foram detectadas desta maneira 

(BARBA et al., 2014). 

No Distrito Federal (DF) existe um importante viveiro conhecido como Viveiro II da 

Companhia Urbanizadora da Nova Capital do Brasil (NOVACAP) e que localiza-se no Parque 

Nacional Água Mineral, criado em 1956. Esse viveiro é responsável pela produção de mudas de 

árvores e palmeiras nativas de vários biomas brasileiros (principalmente do Bioma Cerrado). 

Estima-se que aprodução de mudas por ano, seja de aproximadamente 300 mil unidades. Essas 

mudas são utilizadas para a recuperação de áreas degradadas e arborização do DF e Entorno.  

Muitas destas espécies apresentam ainda em condições de viveiro sintomas similares 

àqueles apresentados por plantas que estão infectadas com alguma espécie viral. 

Neste contexto, diante da problemática existente e acima mencionada, juntamente com a 

falta de informações de vírus que ocorrem em espécies arbóreas, o presente trabalho teve como 

principal objetivo fornecer informações sobre a ocorrência de vírus em espécies arbóreas 

provenientes do viveiro II da NOVACAP por meio de sequenciamento de alto rendimento - 

metagenômica. 
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Hipótese do trabalho 

A seguinte hipótese é postulada para este trabalho: existe uma grande diversidade de 

vírus, ainda desconhecidos para a ciência, ocorrendo em espécies arbóreas de sistemas 

naturais. Devido à interface entre os diferentes sistemas (naturais e de cultivo) pode existir uma 

transição destas espécies virais favorecendo possíveis recombinações virais que podem originar 

espécies novas que podem vir a causar perdas no futuro tanto para as espécies arbóreas como 

para as espécies cultivadas. Espera-se conhecer a diversidade de espécies virais ocorrendo em 

espécies arbóreas. 

 

 Objetivos 

Objetivo Geral  

 O objetivo do presente trabalho é detectar e caracterizar vírus ocorrendo em espécies 

arbóreas provenientes do viveiro II da NOVACAP (Companhia Urbanizadora da Nova 

Capital do Brasil) por meio de metagenômica. 

Objetivo Específicos 

 Identificar espécies de vírus por meio do sequenciamento de alto desempenho 

ocorrendo em espécies arbóreas que vem sendo cultivadas em ambiente de viveiro II da 

NOVACAP. 

 Analisar filogeneticamente a espécie denominada Hovenia dulcis associated virus 

(HDAV). 

 Detectar em pelo menos uma espécie botânica a espécie denominada Hovenia dulcis 

associated virus (HDAV).  

 Desenhar e sintetizar primers específicos para as seis espécies virais detectadas 

Cowpea mild mottle virus - CPMMV (gênero Carlavirus e família Betaflexiviridae), 

Eupatorium vein clearing virus e Strawberry vein banding virus - SVBV (gênero 

Caulimovirus e família Caulimoviridae), Cowpea severe mosaic virus - CPSMV (gênero 

Comovirus e família Secoviridae), Broad bean wilt virus - BBWV e Mikania micrantha 

mosaic virus - MMMV (gênero Fabavirus família Secoviridae). 
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Capítulo 1 

Referencial teórico  

1. As florestas no mundo e importância econômica  

As florestas naturais juntas ocupam aproximadamente 4 bilhões de hectares (ha) o que 

equivale a 30% da superfície de cobertura vegetal global como ilustrado na Figura 1 (FAO, 

2010). 

Segundo a Organização das Nações Unidas para Agricultura e Alimentação (FAO, 2010) 

a Rússia aparece em primeiro lugar no ranking em cobertura vegetal com 22% (792 milhões de 

hectares), seguido do Brasil com 12% (512 milhões de ha), o Canadá com 9% (301 milhões de 

ha), os Estados Unidos com 8% (279 milhões de ha) e a China com 4% (130 milhões de ha). Em 

se tratando de áreas florestais plantadas a China aparece em primeiro lugar com 29% (77 

milhões de ha), em seguida estão os Estados Unidos com 10% (25 milhões de ha), Rússia com 

6% (17 milhões de ha), Japão juntamente com a Índia 4% (10 milhões de ha) e o Brasil aparece 

em quinto lugar com 3% (7 milhões de ha). 

As florestas desempenham papel fundamental para a população, pois cerca de 20% da 

população mundial (aproximadamente 1,5 bilhão de pessoas) dependem direta e indiretamente 

dos produtos florestais para a sua sobrevivência (CHAO, 2012), além do setor florestal 

movimentar por ano em torno de 600 bilhões dólares para o PIB mundial fornecendo 

aproximadamente 50 milhões de empregos para a população mundial (FAO, 2015). 

As florestas são importantes para o âmbito social e ambiental, pois muitos de seus 

produtos advêm do uso dos recursos florestais. A economia de vários países está ligada 

diretamente aos produtos advindos da madeira (produtos florestais madeireiros - PFMs), sendo 

bastante utilizadas na construção civil, na produção de lenha e carvão vegetal e indiretamente 

por meio de produtos florestais não madeireiros (PFNMs), como por exemplo, óleos essenciais, 

frutos, resinas e taninos muito utilizados nas indústrias farmacêuticas, alimentícias e química. 

Além disso, a utilização das espécies utilizadas na arborização pode aumentar a qualidade de 

vida da população, já que as espécies arbóreas são responsáveis por diminuírem a concentração 

do CO2 atmosférico. 

Segundo a FAO (2010) florestas são áreas que compreendem mais de meio hectare, 

com árvores acima de 5 metros de altura. Este conceito não engloba áreas de cultivo ou urbanas. 

Neste contexto uma área florestal é composta por diversas espécies arbóreas.  
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Figura 1. Distribuição da cobertura florestal mundial (em verde). Fonte: FAO, 2010. 

 

2. Florestas brasileiras  

 

O Brasil é detentor da segunda área de floresta mundial (sendo ocupada por mais de 463 

milhões de ha). Cerca de 54% do território nacional brasileiro é constituído por florestas naturais 

e plantadas (ABRAF, 2013), ficando atrás apenas da Rússia que possui aproximadamente 809 

milhões de hectares. 

As florestas plantadas correspondem a mais de 7 milhões de hectares, o que equivale a 

0,84% do território nacional e são responsáveis por mais de 90% de contribuições federais (IBÁ, 

2015). No âmbito florestal o país movimentou mais de 10 bilhões de dólares ao ano, sendo o 

responsável por gerar empregos de forma direta e indireta a 4,5 milhões de pessoas. Atualmente 

o setor representa 4,5 % do PIB nacional (EMBRAPA, 2014). 

Das áreas de florestas plantadas cerca de 1,3% do território nacional são de espécies 

dos gêneros Eucalyptus com aproximadamente 5,1 milhões de ha e Pinus com mais de 1,5 

milhões de ha (SFB, 2013). Juntas elas somam mais de 92% de área plantada e ainda cerca de 

556 milhões de ha são plantadas com outras espécies arbóreas classificadas nos gêneros: 

Acacia, Hevea, Tectona, Araucaria e Populos (ABRAF, 2013; IBÁ, 2014; IBGE, 2015) como 

mostra a Tabela 1. 

A maior parte da madeira produzida no Brasil é originária das espécies plantadas e são 

destinadas principalmente para as indústrias de papel e celulose (ABRAF, 2010). 
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Tabela 1. Área de florestas plantadas no Brasil, representada pelas espécies arbóreas (nome comum e cientifico), 
área territorial em hectare (ha) e o valor aproximado em porcentagem referente ao valor de cada área no território 
nacional. Extraído de: ABRAF 2013. 

 

3. Biomas brasileiros  

As florestas brasileiras estão divididas em seis biomas, Amazônia, Caatinga, Cerrado, 

Mata Atlântica, Pampa e Pantanal como mostra a Figura 2. De acordo com o IBGE (2004) bioma 

é um conjunto de ecossistemas relacionados com condições climáticas e vegetação 

semelhantes. 

O bioma Amazônia é considerado um dos biomas mais importantes do Brasil por 

apresentar uma vasta diversidade biológica com aproximadamente 45.000 espécies entre 

animais e vegetais. A sua extensão territorial abrange uma área com aproximadamente 4,2 

milhões de km2 (Tabela 2) (IBGE, 2009) presente nos estados do Acre (AC), Amapá (AP), 

Amazonas (AM), Pará (PA), Rondônia (RO), Roraima (RR), Maranhão (MA), Tocantins (TO) e 

Mato Grosso (MT). Além disso, ocupa áreas territoriais como a Bolívia, Guiana, Guiana Francesa, 

Suriname, Peru, Colômbia, Venezuela e Equador. 

.

Espécies arbóreas Nome científico Extensão territorial 

(ha) 

% 

Eucalipto Eucalyptus spp 5.102.030 71,00 

Pinus Pinus spp 1.562.782 21,75 

Acácia Acacia mearnsii / Acacia 

mangium 

148.311 2,12 

Seringueira Hevea brasiliensis 168.848 2,36 

Paricá Schizolobium amazonicum 87.901 1,22 

Teca Tectona grandis 67.329 0,97 

Araucária Araucaria angustifólia 11.343 0,16 

Pópulus Populus spp 4.216 0,06 

Outras  33.183 0,12 

Total  7.185.943 100,00 
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O bioma Amazônia é constituído pela maior rede de água doce do planeta (MMA, 2007), 

além de ser o maior responsável em fornecer PFMs e PFNMs. São representantes desse bioma 

várias espécies como: cedro (Cedrela fissilis.), paricá (Schizolobium amazonicum.), castanha-

do-Brasil (Bertholletia excelsa) e mamica-de-porca (Zanthoxylum rhoifolium). Além dessas, 

destaca-se a espécie faveira de bolota ou visgueiro (Parkia pendula), muito utilizada na 

arborização de ruas, praças parques e avenidas devido à sua inflorescência e o mogno 

(Swietenia macrophylla) cuja árvore é bastante explorada por sua madeira ser muito apreciada 

na produção de móveis, devido a sua durabilidade e resistência (TUCCI; LIMA; 2009), além de 

ser utilizada na produção de instrumentos musicais como guitarras e violões.  

 

Figura 2. Biomas brasileiros (Floresta Amazônica, Caatinga, 
Cerrado, Mata Atlântica, Pantanal e Pampa). Fonte: 
IBGE (2004). 

 

Outro importante bioma para o país, o bioma Cerrado, apresenta uma área equivalente 

a mais de 2.036.448 Km2 (IBGE, 2009) (Tabela 2) distribuída entre os estados de Goiás (GO), 

TO, MA, parte dos estados da Bahia (BA), Ceará (CE), MA, MT, Mato Grosso do Sul (MS), 

Minas Gerais (MG), Piauí (PI), RO e São Paulo (SP), podendo ainda, ocorrer em áreas isoladas 

nos estados do AP, AM, PA e RR (SANO; ALMEIDA, 1998).
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Tabela 2. Áreas territoriais de cada bioma brasileiro com valor em porcentagem referente ao 
valor de cada área no território nacional. Fonte: (IBGE, 2009; MMA, 2012). 

 

O Cerrado é considerado o segundo maior bioma do Brasil apresentando uma vasta 

biodiversidade entre animais e plantas, sendo que 44% da vegetação encontrada neste bioma 

corresponde a espécies endêmicas (KLINK; MACHADO, 2005). O Cerrado, devido a sua alta 

diversidade biológica juntamente com a Mata Atlântica são considerados hotspots mundiais.  

A vegetação encontrada neste bioma exibe uma importância ambiental e econômica 

para o Brasil, pois estas espécies arbóreas são muito utilizadas na arborização, paisagismo e 

ainda proporcionam o bem estar da população (PIVETTA, 2002). Muitas plantas podem também 

fornecer matéria prima para a subsistência da população e para a extração de produtos de 

importância comercial. Entre as diversas espécies encontradas nesse bioma cita-se: eritrina 

(Erythrina mulungu), jacarandá (Dalbergia miscolobium), copaíba (Copaifera langsdorfii), angico 

farinha seca (Albizia hasslerii), garapa (Apuleia leiocarpa), pau pereira (Platycyamus regnelli), 

ipê roxo (Handroanthus impetiginosus), ipê amarelo (Handroanthus serratifolius), bolsa de pastor 

(Zeyheria tuberculosa), saboneteira (Sapindus saponaria), jequitibá rosa (Cariniana estrellensis), 

Gonçalo Alves (Astronium fraxinifolium), guarantã (Esenbeckia leiocarpa), pau santo (Kielmeyera 

variabilis), mutamba (Guazuma ulmifolia) e embaúba prateada (Cecropia hololeuca). 

Bioma Área aproximada (km²) % Brasil 

Amazônia 4.196.943 49,29 

Cerrado 2.036.448 23,92 

Mata Atlântica 1.110.182 13,04 

Caatinga 844.453 9,92 

Pampa 176.496 2,1 

Pantanal 150.355 1,8 

Total 8.514.877 100 
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No Brasil diversos produtos podem ser extraídos e comercializados a partir de várias 

espécies encontradas no bioma Cerrado como o eucalipto cuja madeira é utilizada para a 

produção de papeis, enquanto os óleos essenciais destinam-se as indústrias cosmética, 

farmacêutica e de limpeza (MORA; GARCIA, 2000). Já a casca e a raiz da espécie conhecida 

como saboneteira (Sapindus saponaria) podem ser utilizadas na indústria farmacêutica como 

calmante, adstringente e diurético. Os frutos dessa espécie possuem uma substância, 

denominada saponina (propriedade de detergente) que é muito utilizada na lavagem de roupas 

(VIKBAL; BEN, 2006). Além disso, a saboneteira vem se destacando como inseticida natural no 

controle de diversas pragas como o caso do ácaro Tetranychus urticae (VICENTINI et al., 2014). 

A Mata Atlântica apresenta uma área de aproximadamente 1, 1 milhão de Km2 (Tabela 

2) e situa - se nas montanhas e planícies costeiras, indo desde o Rio Grande do Norte (RN) até 

o Rio Grande do Sul (RS). A Mata Atlântica é um dos biomas mais devastados pela exploração 

humana, tendo sida explorada desde a chegada dos portugueses no Brasil. Atualmente sua área 

foi reduzida em cerca de 22% da sua vegetação original, restando apenas 7% da sua cobertura 

vegetal (IBGE, 2016). Este bioma contém uma grande diversidade de espécies botânicas, dentre 

elas cita-se: pau Brasil (Caesalpinia echinata), pau ferro (Caesalpinia ferrea), pau sangue 

(Pterocarpus violaceus), guatambu (Aspidosperma parvifolium) e quaresmeira (Tibouchina 

granulosa) que são aplamente utilizadas na arborização.  

O quarto bioma a ser abordado aqui, a Caatinga, encontra-se amplamente distribuído 

em todo o Nordeste brasileiro. A sua vegetação predominante é representada por arbustos e 

florestas secas (LEAL; SILVA; LANCHER JR, 2005). No entanto, fatores como o desmatamento, 

queimadas e substituição das áreas naturais por áreas cultivadas tem proporcionado a 

diminuição da área ocupada por esse bioma. Como representante desse bioma encontram-se 

várias espécies, dentre elas podem ser citadas: sete cascas (Samanea tubulosa) e amburana 

(Amburana cearenses) no qual suas sementes e cascas são muito utilizadas na medicina popular 

para o tratamento de diversas enfermidades tais como gripes e derrames (ROSSI, 2008). 

O Pampa está localizado principalmente no Rio Grande do Sul onde ocupa cerca de 63% 

territorial do estado, podendo também ser encontrado na Argentina e Uruguai (BOLDRINI et al., 

2010) ocupando cerca de a 2 % (Tabela 2) do território brasileiro.  

A vegetação típica desse bioma é composta por espécies de gramíneas, herbáceas e 

algumas árvores. Atualmente com o uso das monoculturas de trigo (Triticum spp) e soja (Glycine 

max) (VERDUM, 2006) juntamente com a criação intensificada de gado ao longo dos anos na 

região tem colaborado para a diminuição territorial do Pampa. 

Nesse bioma, a uva do Pará - Hovenia dulcis é largamente cultivada no sul do país e 

possui propriedades adstringentes. É também muito utilizada para o paisagismo urbano, além 
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de poder ser utilizada na recuperação de áreas degradadas por ser uma espécie que atrai 

diversos animais da fauna (KOPACHON, 1996). 

O sexto bioma, o Pantanal, é constituído de uma área territorial com mais de 150 km² 

(Tabela 2) (IBGE, 2009), sendo encontrado nos estados do MS e MT. Este bioma apresenta alta 

biodiversidade terrestre e fauna aquática, fato explicado pela região apresentar uma vasta 

planície inundável. Em áreas onde o solo não retém água sua vegetação se assemelha a 

Caatinga, com cactos, árvores conhecidas como barrigudas e gravatás.  

Muitas espécies arbóreas/florestais estão propensas ao ataque de diversos insetos tais 

como formigas (ordem Hymenoptera), besouros (ordem Coleoptera) (ZANUNCIO, 2005), cupins 

(ordem Isoptera) (COSTA-LEONARDO, 2002) e lagartas (ordem Lepidoptera) (PEREIRA, 2007). 

Além desses, as espécies arbóreas podem ser hospedeiras de diversos microorganismos (BAO; 

ROOSSINCK, 2013) como fungos, bactérias, nematóides e vírus. 

Segundo Oliveira et al. (2005) dentre os fungos, merecem destaque os classificados no 

filo Basidiomycota. A maioria dos fungos são reponsáveis por causarem danos em diversas 

espécies florestais. Como exemplo podem ser citadas espécies dos gêneros Puccinia, 

Gymnosporangium e Cronartium (causadores de ferrugem) em eucalipto; Olivea tectonae em 

teca (Tectona grandis) (BONALDO et al., 2011) e Uromycladium alpinum em acácia (Acacia 

mearnsii) (SANTOS, 2002).  

Dentre as bactérias fitopatogênicas que causam doenças em espécies arbóreas, podem 

ser citadas: Xanthomonas spp. em: álamo (Populos deltoides), mangueira (Mangifera indica) 

(BRUN, 2006) e eucalipto (GONÇALVES et al., 2003) além de Ralstonia solanacearum em 

espécies de eucalipto (ALFENAS et al., 2009) e bracatinga (Mimosa scabrella) (MAFIA, 2006). 

Doenças causadas por nematóides são de grande importância, pois podem causar 

grandes perdas, uma vez que o parasita penetra o sistema radicular impedindo o fluxo de 

nutrientes, alterando o metabolismo da planta e deixando-as suscetíveis ao ataque de outros 

fitopatogenos. Entre os nematóides que infectam as espécies arbóreas destacam-se 

Meloidogyne spp., Mesocriconema spp., Xiphinema spp. e Pratylenchus spp (GOULART, 2007). 

No Brasil espécies de vírus causando danos em espécies arbóreas ainda são escassos, 

entretanto para florestas nativas da Europa, Nienhaus e Castello (1989), fizeram uma compilação 

de vários estudos demonstrando a presença de vírus em espécies arbóreas. 

4. Vírus em espécies arbóreas no mundo e Brasil 

De acordo com Mokili et al. (2012) os vírus são entidades presentes na natureza com 

organização simples e vem sendo considerados como os mais abundantes do planeta. 
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Estudos realizados por Bergh et al. (1989) demonstraram que a água marinha continha 

um número extremamente elevado de partículas virais, superior ao número de procariotos 

encontrados no local. Estudos recentes para vírus de diversos ambientes tais como oceanos, 

solos e em superfícies oceânicas e terrestres são da ordem de 1,2 x 1030; 2,6 x 1030; 3,5 x 1031 

e 0,25-2,5 x 1031 respectivamente, porém uma pequena porção dessa diversidade viral é 

conhecida (MOKILI et al., 2012). Até o presente momento, 3.186 espécies virais já foram listadas 

e aprovadas pelo Comitê Internacional de Taxonomia de Vírus (International Committee on 

Taxonomy of Virus - ICTV, 2014). 

Propriedades peculiares aos vírus, como tamanho pequeno (como a maioria das espécies 

relatadas) e ausência de variação morfológica de partículas dificultam estudos de detecção e 

caracterização por meio de técnicas clássicas usadas na virologia. De uma forma geral são raras 

as informações sobre vírus infectando espécies arbóreas (LABONTÉ; SUTTLE, 2013), entretanto 

de acordo com Nienhaus e Castello (1989) várias espécies virais ocorrem em ambiente de 

floresta da Europa e Alemanha. Estas espécies virais juntamente com outras descritas em 

diferentes trabalhos e compiladas aqui, encontram-se na Tabela 3.  

Jalkanen et al. (2007) identificaram Cherry leaf roll virus - CLRV (gênero Nepovirus e 

família Secoviridae) em amostras de árvores de bétula (Betula pendula) provenientes de parques 

e florestas da Finlândia. Estudos anteriores já haviam demonstrado a presença do CLRV em 

árvores do gênero Fraxinus (BARNETT, 1971; NIENHAUS, 1989) e Prunus (SCHIMANSKI; 

FUNK, 1968). 

Uma espécie viral classificada em Cryptovirus (família Partitiviridae) foi reportada por 

Veliceasa (2006) após análise de amostras de pinheiros (Pinus sylvestris) assintomáticos 

provenientes de florestas da Hungria. Espécies de Cryptovirus apresentam moléculas de RNA 

de fita dupla (dsRNAs) e podem ser transmitidos por sementes. Este foi o primeiro trabalho a 

relatar Cryptovirus infectando gimnosperma.

http://viralzone.expasy.org/all_by_species/733.html


 

14 

 

Tabela 3. Espécies de vírus relatadas em espécies arbóreas no Brasil e mundo (Adaptado de NIENHAUS; CASTELLO, 1989; BÜTTNER, 2013). 

Família Espécie arbórea Espécie viral/ ou tipo de partícula Referência (ano de publicação/ país) 

Adoxaceae 

Sambucus spp. 
Cherry leaf roll virus 

Tomato black ring virus 
Elderberry latent virus 

Ellis et al. (1992) / Norte da América 
Pospieszny et al. (2004) / Polônia 

Jones (1972); Ellis et al. (1992) / Norte da América 

Sambucus rancemosa 
European mountain ash ringspot-

associated virus 
Arndt et al.(2007) / Finlândia 

Betulaceae 

Betula papyrifera 
Apple mosaic virus 
Prune dwarf virus 

Hardcastle (1980); Gotlieb (1974) / Estados Unidos; 
Cooper; Massalski (1984) / Reino Unido 

B. verrucosa 
Tobacco necrosis virus 

Tobacco rattle virus 
Cooper (1979) / Reino Unido, 

Cooper; Massalski (1984) / Reino Unido 

B. pubescens 

Cherry leaf roll virus 
Prune dwarf virus 

 
Partículas 

Cooper; Atkinson (1975) / Reino Unido; França; Jalkanen (2007) / 
Finlândia 

Bargen et al. (2009) e Büttner et al.(2011) / Alemanha 
Hamacher (1986) / Alemanha 

Hamacher et al. (1987) / Alemanha 

B. pendula Cherry leaf roll virus Schimanski et al. (1980) e Schmelzer (1972) / Alemanha 

B. nigra 
Prunus necrotic ringspot 

Prune dwarf virus 
Cooper; Massalski (1984) / Estados Unidos 

Cooper (1979) / Estados Unidos 

B. alleghaniensis Apple mosaic virus Gotlieb; Berbee (1973); Gotlieb (1975) / Estados Unidos 

Carpinus spp Apple mosaic virus Polák; Zieglerova (1997) / República Tcheca 

Bombacaceae 
Ceiba pentandra Cacao swollen shoot virus Brunt et al.(1996) / Europa 

Corynocarpaceae Corynocarpus laevigatus Cucumber mosaic virus Ashby (1977) / Nova Zelândia 

Cupressaceae Cupressus arizonica Tobacco ringspot virus Fulton (1969) / Estados Unidos 

Euphorbiaceae Hevea brasilienses 
Carlavirus 
Potexvirus 

Gama et al. (1983) / Brasil 
Junqueira et al. (1985; 1987) / Brasil 

Fabaceae Cercis sp Partículas Kim; Martin (1978) / Estados Unidos 

https://pt.wikipedia.org/wiki/Adoxaceae
https://pt.wikipedia.org/wiki/Betulaceae
https://pt.wikipedia.org/wiki/Bombacaceae
https://pt.wikipedia.org/wiki/Corynocarpaceae
https://translate.googleusercontent.com/translate_c?depth=1&hl=pt-BR&prev=search&rurl=translate.google.com.br&sl=en&u=https://en.wikipedia.org/wiki/Cupressaceae&usg=ALkJrhghdzgf5jpKlVyKeM8w2BK-8kanYQ
https://translate.googleusercontent.com/translate_c?depth=1&hl=pt-BR&prev=search&rurl=translate.google.com.br&sl=en&u=https://en.wikipedia.org/wiki/Euphorbiaceae&usg=ALkJrhgU3aNY5TI4xrLombDe3LAX5coYJg
https://en.wikipedia.org/wiki/Fabaceae
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Tabela 3. Espécies de vírus relatadas em espécies arbóreas no Brasil e mundo (Adaptado de NIENHAUS; CASTELLO, 1989; BÜTTNER, 2013). 

  

Família Espécie arbórea Espécie viral/ ou tipo de partícula Referência (ano de publicação/ país) 

Fabaceae 

Fagus sylvatica 

Tomato black ring virus 
Potex/ Potyvirus 
Potato virus X 

Bean yellow mosaic virus 
Cherry leaf roll virus 

Schmelzer (1966) / Reino Unido 
Nienhaus et al. (1985) / França 

Winter; Nienhaus (1989) / França 
Winter; Nienhaus (1989) / França 
Jones et al.(1990) / Reino Unido 

Quercus spp 
Tobacco mosaic virus 

partículas/rígidas 

Nienhaus; Yarwood(1972); Yarwood/ Europa; Yarwood; Hecht-poinar 
(1973) / Estados Unidos 
Frischmuth, et al.(1990) / 

Q.robur 

Tobacco mosaic virus 
Potex/Potyvirus 

Tobacco necrosis virus 

partículas icosaédricas 

Nienhaus (1975) / França 
Nienhaus (1985) / França 

Büttner; Nienhaus(1989) / França 
Nienhaus (1985) / França 

Q petrea 
Tobacco mosaic virus 

Potex/Potyvirus 
Nienhaus (1975) / França 
Nienhaus (1985) / França 

Q. velutina Partículas Kim; Fulton(1973) / Estados Unidos 

Robinia spp. Nepovirus Bang et al. ( 2006)/; Borodynko et al. (2007) / Norte da América 

Castanea sativa Tobacco mosaic virus Horváth et al. (1975) / Hungria 

Hippocastanaceae Aesculus spp 
Strawberry latente ringspot virus 

Cherry leaf roll virus 
Apple chlorotic leaf spot virus 

Schmelzer; Schimidt (1976) / Alemanha 
Sweet; Campbel (1976) 
Hentschet et al. (1997) 

Juglandaceae Julglans sp 
Cherry leaf roll virus 

Walnut yellow mosaic virus 
Cooper (1980); Massalski; Cooper (1984) / Reino Unido 
Rowhani (1985) / Califórnia; Savino et al. (1976) / Itália 

Leguminosae 

Cassia hoffmannseggii Cowpea aphid-borne mosaic virus 
Tymovirus 

Nicolini et al. (2012) / Brasil 

Senna macranthera 
(=Cassia macranthera) 

Cassia mild mosaic virus 
Potyvirus 
Carlavirus 

Tymovirales 

Lin et al. (1979) / Brasil 
Lin et al. (1979) / Brasil 

Beserra Jr et al. (2012) / Brasil 
Seabra et al. (2001) / Brasil 

Beserra Jr et al. (2012) / Brasil 

https://en.wikipedia.org/wiki/Fabaceae
https://pt.wikipedia.org/wiki/Hippocastanaceae
https://pt.wikipedia.org/wiki/Juglandaceae
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 Tabela 3. Espécies de vírus relatadas em espécies arbóreas no Brasil e mundo (Adaptado de NIENHAUS; CASTELLO, 1989; BÜTTNER, 2013). 

Família Espécie arbórea Espécie viral/ ou tipo de partícula Referência (ano de publicação/ país) 

Leguminosae Senna ocidentalis 
African cassava mosaic virus 

Potyvirus 
Alabi et al. (1985) / Estados Unidos 

Almeida et al. (2002) / Brasil 

Malvaceae 

Adansonia digitata Cacao swollen shoot virus Brunt et al. (1996) / Reino Unido 

Cola chlamydantha Cacao swollen shoot virus Brunt et al.(1996) /Europa 

Cola gigantea Cacao swollen shoot virus Brunt et al.(1996) / Europa. 

Sterculia tragacantha Cacao swollen shoot virus Brunt et al.(1996) / Europa 

Cola chlamydantha Cacao swollen shoot virus Brunt et al.(1996) /Europa 

Cola gigantea Cacao swollen shoot virus Brunt et al.(1996) / Europa. 

Myrtaceae 
Eucalyptus citridodora partículas Sastry et al.(1971) / Índia 

E. macrorhyncha partículas icosaédricas Brzostowski; Grace (1974) / Austrália 

Oleaceae 

Fraxinus Excelsior 

Cherry leaf roll virus 

Tobacco necrosis virus 

Arabis mosaic virus 

Cherry leaf roll virus 

partículas 

Brome mosaic virus 

Winter; Nienhaus (1989) / França 

Casalicchio (1965) / Itália 

Cooper (1975); Cooper; Sweet (1976) / Reino Unido 

Nienhaus; Hamacher (1989) / França 

Ciferri et al. (1961) / Itália 

Barnett (1971) / Alemanha 

F. americana Tobacco mosaic virus 
Castello et al. (1983); Ferris et al. (1989); Lana; Agrios et al. (1979) / 

Estados Unido 

F. americana 
Arabis mosaic virus 

Tomato ringspot virus 

Cooper; Sweet (1979) / Reino Unido 

Ferris et al. (1987); Ferris; Castello (1988) / Europa; Hibben; 

Hagar (1975); Hibben et al. (1988) / Estados Unidos 

F. holotricha 
Tobacco mosaic virus 
Tobacco ringspot virus 

Amico et al. (1985); Castello; Amico (1983) / Estados Unidos 
Amico et al. (1985) / Estados Unidos 

F. pennsylvanica 
Tobacco mosaic virus 

Tobacco ringspot virus 
Ferris et al. (1987) / Estados Unidos 

Ferris et al. (1989) / Estados Unidos 

https://pt.wikipedia.org/wiki/Malvaceae
https://pt.wikipedia.org/wiki/Oleaceae


 

17 

 

Tabela 3. Espécies de vírus relatadas em espécies arbóreas no Brasil e mundo (Adaptado de NIENHAUS; CASTELLO, 1989; BÜTTNER, 2013). 

 

Família Espécie arbórea Espécie viral/ ou tipo de partícula Referência (ano de publicação/ país) 

Pinaceae 

Pinus monticola partículas Biddle; Tinsley(1968) / Alemanha 

P. silvestres 
Scots pine mosaic virusTobacco necrosis virus 

 
Cryptovirus 

Schmelzer et al. (1966) / Alemanha 
Büttner; Nienhaus (1989) / Alemanha 

Veliceasa (2006) / Alemanha e Hungria 

Abies alba partícula icosaédrica Frenzel (1987); Flachmann (1990) / Alemanha 

Ladrix decídua Tobacco necrosis virus Büttner; Nienhaus (1989) / Alemanha 

Rosaceae 

Malus spp. Apple chlorotic leaf spot virus Cadman (1963) /; Lister et al. (1965) / Alemanha 

Malus domestica 
Tomato ringspot virus 

Apple stem pitting virus 
     Moini, Roumi, Masoumi; Izadpanah, 2010) / Iran 

 Freitas-Astua (2002) / Brasil 

Prunus spp 
Plum pox virus 

Prune dwarf virus 
Adams (1978) / Europa 

Németh et al. (2010) / Hungria 

Prunus avium 

Tobacco necrosis ringspot virus 
Prunus necrotic ringspot 

Cherry leaf roll virus 
Petunia asteroid mosaic virus 
Apple chlorotic leaf spot virus 

Castello; Berbee (1978) / Estados Unidos 
Fulton (1970) / Europa 

Schimanski; Funk(1968) / Europa 
Gruntzig et al (1989) / Alemanha 

Rana et al.(2008) /Índia 

P. domestica Strawberry latent ringspot virus Cohen et al.(1995) / Israel 

P. padus 
Prunus necrotic ringspot virus 

Cherry leaf roll virus 
Schimanski et al (1975) / Europa 

P. serotina 
Prune dwarf virus 

Cherry leaf roll virus 
Schimanski et al (1976) / Europa 

P. pensylvanica 
Prunus necrotic ringspot virus 

Prune dwarf virus 

Schimanski; Funk (1968) / Europa; Cation (1952) / Europa; 
Fulton (1970) / Europa 

Megahed; Moore (1967); (1969) / Estados Unidos 

Sorbus spp. Cherry leaf roll virus Rebenstorf et al. (2006) / Alemanha 

https://en.wikipedia.org/wiki/Pinaceae
https://en.wikipedia.org/wiki/Rosaceae
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Tabela 3. Espécies de vírus relatadas em espécies arbóreas no Brasil e mundo (Adaptado de NIENHAUS; CASTELLO, 1989; BÜTTNER, 2013). 

Família Espécie arbórea Espécie viral/ ou tipo de partícula Referência (ano de publicação/ país) 

Rosaceae Sorbus aucuparia 

Robinia true mosaic virus 
Tomato blackring virus 

Strawbwerry latent ringspot virus 
Apple mosaic virus 

Apple chlorotic leafspot virus 
Stem pitting virus 

Cherry leafroll virus 
European montain ash ringspot-assiciated virus 

Schmelzer (1966); Schmelzer (1971) / Europa 
Milinko; Schmelzer (1961) / Europa 

Schmelzer (1968) / Europa 
Schmelzer (1977) / Europa 
Sweet (1980) / Reino Unido 

Sweet (1980) / Reino Unido 
Rebenstorf et al. (2006)/ Alemanha 

Kallinen et al. (2009) / Mielke-Ehret (2010) / Alemanha 

Salicaceae 

Populus spp. Poplar mosaic virus 
Biddle; Tinsley (1971) / Grã-Bretanha; Boccardo et al. (1973) / 

Estados Unidos; Luisoni et al. (1976) / Itália; Schmelzer (1966) / 
Alemanha; Smith et al. (2004) / Reino Unido 

 Rhabdovirus Navratil (1981) / Europa 

 
Potyvirus 

Martin et al (1982) / Canadá 

 Tomato blackring virus Cooper; Sweet (1976) / Estados Unidos 

 Salix spp. 
Tomato mosaic virus 

Tobacco necrosis virus 
Brome mosaic virus 

Koop et al (1999) / Europa 

Sapindaceae Acer spp 
Arabis mosaic virus 
Maple mosaic virus 

Cucumber mosaic virus 

Thomas (1970) / Reino Unido 
Szirmai (1972) / Europa 
Erdiller (1986) / Europa 

 A. negundo Maple leaf perforation virus Subikova (1973); Blattny (1965) / Europa 

 A. rubrum Maple mosaic vírus Szirmai (1972) / Europa 

 A. saccharum 
Peach rosette virus 

Tobamovirus 
Kenknight (1960) / Estados Unidos 

Lana et al. (1980) / Canadá 

Ulmaceae Ulmus spp 

Elm mottle virus 
Arabis mosaic virus 

Potyvirus 
Cherry leaf roll virus 

Tobacco ringspot virus 
Filamentos 

Jones (1974); Schmelzer(1969); Schmelzer et al (1966) / Alemanha 
Mcnamara (1980) / Reino Unido 

Schmelzer et al (1966) / Alemanha 
Ford et al. (1972); Fulton (1970) / Estados Unidos 

Shiel; Castello (1985) / Estados Unidos/ Varney; Moore(1952); (1965) 
/ Estados Unidos 

Bandte et al. (2004) / Alemanha 

https://en.wikipedia.org/wiki/Rosaceae
https://pt.wikipedia.org/wiki/Salicaceae
https://pt.wikipedia.org/wiki/Sapindaceae
https://pt.wikipedia.org/wiki/Ulmaceae
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Machado-Caballero et al. (2013) observaram sintomas de mosaico em diversas árvores 

do gênero Fraxinus em florestas de Minnesota. Por meio de estudos de microscopia eletrônica, 

gama de hospedeiras e testes sorológicos (DAS-ELISA) foi possível descrever a nova espécie 

White ash mosaic virus - WAMV (gênero Vitivirus, família Betaflexiviridae). Espécies de Fraxinus 

são muito utilizadas como ornamentais em projetos de paisagismo e são relatadas como 

hospedeiras de diferentes espécies virais nos Estados Unidos e na Europa. Algumas destas 

espécies são listadas a seguir: Tobacco mosaic virus - TMV (AMICO, 1985; LANA, 1974, 

CASTELLO, 1984), Tobacco ringspot virus - TRSV (gênero Nepovirus e família Secoviridae) 

(AMICO, 1985; CASTELLO, 1984), Tomato ringspot virus - ToRSV (gênero Nepovirus e família 

Secoviridae) (FERRIS, 1988; HIBBEN, 1972; 1988), Arabis mosaic virus - ARMV (gênero 

Fabavirus e família Secoviridae) (COOPER, 1976; NIENHAUS, 1989), CLRV (COOPER, 1976) 

e Tobacco necrosis virus - TNV (família - Tombusviridae) (NIENHAUS, 1989; 1990). 

Recentemente uma nova espécie Mulberry vein banding associated virus - MVBaV 

(gênero Tospovirus e família Bunyaviridae) foi detectada em plantas de amora (Morus spp.) 

provenientes da China e Japão (MENG et al., 2015). Neste trabalho, Meng et al. (2015) obtiveram 

o genoma completo dos três segmentos da espécie MVBaV. Estudos anteriores já haviam 

identificado as espécies Mulberry latent virus (gênero Carlavirus e família Betaflexiviridae) 

(TSUCHIZAKI, 1976) e Mulberry ringspot virus (gênero Nepovirus e família Secoviridae) 

(TSUCHIZAKI, 1971) em amoras e Meng et al. (2013) já haviam demonstrado a presença deuma 

espécie de Tospovirus em amoras, sendo esse o primeiro registro de Tospovirus infectando 

amoras. 

No Brasil estudos de espécies virais em espécies arbóreas ainda são escassos. As 

primeiras pesquisas começaram a partir do final dos anos 70 com Lin et al. (1979) que relataram 

Cassia mild mosaic virus - CaMMV (gênero Carlavirus e família Flexiviridae) em plantas de 

Cassia sylvestris (espécie típica utilizada na arborização de diferentes cidades do país).  

Beserra et al. (2012) relataram duas espécies virais (uma classificada no gênero 

Potyvirus e outra na ordem Tymovirales) em Senna macranthera utilizada para arborização de 

Viçosa-MG. 

Farias (2012) detectou uma espécie do gênero Begomovirus em plantas de Mimosa 

caesalpinifolia provenientes de Cuiabá ao utilizar primers degenerados para o gênero 

Begomovirus (ROJAS et al., 1993). Nesse trabalho, Farias (2012), por meio de testes 

sorológicos, relatou ainda várias espécies arbóreas como hospedeiras de vírus importantes para 

a agricultura. Dentre eles cita-se: Groundnut ringspot virus - GRSV (gênero Tospovirus e família 

Bunyaviridae), PVY e TSWV. 

http://viralzone.expasy.org/all_by_species/733.html
http://viralzone.expasy.org/all_by_species/733.html
http://viralzone.expasy.org/all_by_species/733.html
http://viralzone.expasy.org/all_by_species/82.html
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Batista (2014) realizou coletas de 148 mudas de espécies arbóreas em ambiente de 

viveiro II da NOVACAP, onde por meio de testes sorológicos foi possível identificar espécies 

virais classificadas nos gêneros Begomovirus, Cucumovirus, Potyvirus, Tobamovirus e 

Tospovirus em 60% das espécies arbóreas analisadas. 

 

5. Metagenômica 

 

O termo metagenômica foi usado pela primeira vez ainda em 1998 por Handelsman et 

al. (1998) para se referir ao estudo dos genomas de várias espécies de microorganismos 

presentes em uma mesma amostra ambiental. Atualmente o termo vincula-se análise de material 

genético de vários organismos.  

Análises utilizando metagenômica permitem ampliar o conhecimento de microrganismos 

ocorrendo em diferentes ambientes, que vão desde águas oceânicas a fezes e até mesmo 

secreções. As análises por meio da metagenômica têm beneficiado na descoberta de vírus até 

então desconhecidos para a ciência (DELWART, 2007). Metodologias para enriquecimento de 

partículas virais e extração de pequenos RNAs (small RNAs) já estão bem adaptadas para 

estudos de espécies virais em diferentes hospedeiras. 

A metagenômica juntamente com as plataformas de sequenciamento tem se mostrado 

ferramentas úteis em estudos de diversidade viral. Assim com a devida identificação e 

caracterização viral em um intervalo de tempo pequeno com mostra na Tabela 4, este método 

vem se tornando uma prática de análise rotineira (BOONHAM, 2014).  

Essa técnica utiliza as novas plataformas de seqüenciamento e podem gerar um conjunto 

de informações podendo sequenciar genomas virais inteiros (KEHOE et al., 2014), sendo 

capazes de disponibilizar milhões de dados em apenas uma corrida (CARVALHO; SILVA, 2010). 

Além disso, não se faz necessário o conhecimento prévio da sequência dos microrganismos. 

O sequenciamento genômico vem se tornando uma das melhores ferramentas para o 

estudo do genoma de uma determinada população. Desde o seu advento em 2000 as 

plataformas de sequenciamento, também conhecidas como NGS (Next Generation Sequencing), 

têm sido bastante utilizadas, principalmente na descoberta de novos vírus que ocorrem em 

plantas (BARBA, 2014). Essas novas tecnologias possibilitam gerar um alto volume de pares de 

bases, sequenciando vários genomas ao mesmo tempo, podendo otimizar o tempo por corrida 

(CARVALHO; SILVA, 2010).  

A plataforma 454 foi uma das primeiras plataformas de sequenciamento de nova geração 

produzida pela Roche e utilizada comercialmente. Este método de sequenciamento é baseado 
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no pirosequenciamento, no qual uma molécula de pirofosfato é liberada durante a reação de 

sequenciamento (RONAGUI et al., 1998). Inicialmente o DNA é fragmentado, adaptadores são 

adicionados as extremidades destes fragmentos selecionados que são ligados a microesferas, 

as quais são envolvidas por uma solução oleosa onde ocorre a amplificação do DNA produzindo 

milhões de cópias do ácido nucléico (Figura 3.). A reação ocorre em poços separados e assim 

que um nucleotídeo é adicionado a fita de DNA pela DNA polimerase, um sinal é emitido em 

cada poço (Figura 3.), sendo possível desta maneira montar o genoma inteiro de um indivíduo 

(RONAGUI, 2001).  

 

Figura 3. Esquema de sequenciamento realizado utilizando a plataforma 454: 1. Ligação dos 
adaptadores nas sequências de DNA; 2. Ligação dos fragmentos as microesferas e 
captura das microesferas ao óleo; 3. As microesferas são depositadas nos poços com 
os reagentes para PCR; 4. Um sinal de luz é emitido quando uma base nitrogenada 
é adicionada e são captadas pela placa de leitura e 5. As informações são 
interpretadas na forma de gráfico. Fonte: MARDIS (2008). 

 

Na plataforma Illumina, o DNA é fragmentado e adaptadores são adicionados nas 

extremidades. Uma das extremidades é fixada em um suporte sólido, nucleotídeos são 

adicionados à reação e ligam-se a extremidade livre. Após o anelamento, uma ponte é formada 

ocorrendo a extensão da fita a partir da extremidade 3' livre com o uso de primers e uma DNA 

Polimerase (MARDIS, 2008). As fitas são separadas, depois da extensão, tornando-se lineares 

para que o procedimento se repita em vários ciclos (Figura 4.), produzindo vários fragmentos, 

formando um cluster devido à alta proximidade destes fragmentos (CARVALHO; SILVA, 2010).  

No final nucleotídeos terminadores marcados são adicionados em cada cluster nos 

fragmentos que estão sendo sintetizados pela PCR, neste processo é realizada uma leitura do 

sinal que é capturado (Figura 4.), no final o excesso dos reagentes é eliminado, sendo 

permitidas leituras de aproximadamente 35 pares de bases de comprimento (SHENDURE, 

2008). 

A Plataforma SOLiD (Sequencing by Oligonucleotide Ligation and Detection), 

diferentemente das outras plataformas que usam a DNA polimerase em suas reações, utiliza a 

DNA ligase em suas reações (Ansorge, 2009). O ácido nucléico é fragmentado para a produção 

de bibliotecas de tags únicas (com adaptadores ligados nas extremidades P1 e P2) ou tags 

duplas (os fragmentos de DNA são selecionados e ligados a um adaptador interno e 
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posteriormente as extremidades são ligadas a adaptadores denominados P1 e P2). Como na 

plataforma 454, ocorre uma PCR por emulsão.  

 

Figura 4. Ilustração de sequenciamento utilizando a plataforma Illumina. 1. Fragmentação 
do DNA; 2. Ligação dos adaptadores as extremidades livres dos fragmentos; 
3. Fixação dos fragmentos ao suporte sólido, formação de pontes, amplificação 
e formação dos clusters. 4 e 5. Análise das sequências, para cada nucleotídeo 
marcado que foi adicionado um sinal de luz é emitido. Fonte:sequencing-by-
synthesis-explaining-the-illumina-sequencing-technology/com adaptações.  

 

O sequenciamento ocorre em 5 etapas e 7 ciclos sequenciando até 35 pares de bases. 

Este processo utiliza sondas marcadas com fluoróforos diferentes, onde cada sonda contém 2 

bases nitrogenadas, 3 bases degeneradas e 3 bases universais ligadas a um fluoróforo, nesse 

processo cada primer que é utilizado está ligado a uma sonda diferente como mostra a Figura 

5. A reação é catalisada pela ação da DNA ligase e um sinal de fluorescência é emitido. A partir 

daí, as três últimas bases juntamente com o fluóroforo são liberadas e um novo ciclo se inicia 

(CARVALHO; SILVA, 2010).  

Diferentemente das outras plataformas em que ocorre leitura dos nucleotídeos, nessa 

plataforma há uma leitura de duplas de nucleotídeos que são codificados em cores.  
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Figura 5. Plataforma de sequenciamento SOLiD, que apresenta quatro sondas diferentes, 
para cada sonda contém duas bases (XX), três bases degeneradas (NNN) e três 
bases universais ligados a fluoróforo. A reação é catalisada pela DNA ligase, a 
cada leitura um sinal de fluorescência é lido. Fonte: MARDIS, 2008.  

 

Como ainda são escassos os estudos de vírus ocorrendo em espécies arbóreas/ 

arbustivas no Brasil e que possivelmente estas espécies podem funcionar como reservatório 

natural de vírus novos para a Ciência ou de espécies virais já conhecidas por acometerem 

espécies cultivadas, realizou-se o presente trabalho no intuito de se obter mais informações 

sobre a diversidade viral em espécies importantes que ocorrem em vários biomas brasileiros 

(Amazônia, Caatinga, Cerrado, Mata Atlântica, Pantanal e Pampa) e que vem sendo cultivadas 

em viveiro para produção de mudas utilizadas na arborização do Distrito Federal e Entorno. 
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Capítulo 2 

Viroma de espécies arbóreas  

RESUMO  

A metagenômica juntamente com a bioinformática mostram-se excelentes ferramentas 

para a descoberta e caracterização de novos vírus, pois conseguem gerar um alto número de 

dados, como também possibilitam a recuperação de genomas inteiros a partir de diferentes 

amostras, não exigindo conhecimento prévio da sequência genômica do microorganismo. Com 

isso, o principal objetivo deste trabalho foi detectar espécies virais em plantas nativas do bioma 

Cerrado utilizando metagenômica. No viveiro II da Companhia Urbanizadora da Nova Capital do 

Brasil (NOVACAP) 60 amostras de 27 espécies florestais classificadas em 14 famílias botânicas 

foram coletadas apresentando sintomas similares àqueles exibidos por plantas infectadas por 

vírus. As plantas inicialmente foram submetidas a um processo de semipurificação, com posterior 

extração de ácido nucleico para que as amostras fossem enviadas (em um único pool) para 

sequenciamento pela tecnologia NGS (Next Generation Sequencing) e com o uso da plataforma 

Illumina MiSeq. Para a análise das amostras foi realizada uma montagem de novo das 

sequências no qual a análise conjunta dos dados gerou 5.005.013 milhões de reads. Das 

sequências obtidas, foram montados e produzidos 2.162 contigs que foram comparados ao 

banco de dados no programa BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) para comparação das 

sequências virais detectadas. Dentre os contigs analisados um deles, apresentou maior 

sequência genômica com 9.529 nucleotídeos (nt) e o maior número de reads (8.724). Esta 

sequência apresentou identidade nucleotídica de 23% com Rice tungro spherical virus (gênero 

Waikavirus e família Secoviridae). Análise da identidade de aminoácidos (23%) posicionou este 

vírus próximo a Cricket paralysis virus - CrPV (gênero Cripavirus e família Dicistroviridae). Além 

disso, houve similaridade na organização genômica da espécie em estudo com membros de 

Dicistroviridae por apresentarem 2 ORFs. Análises filogenéticas seguindo os critérios para a 

ordem Picornavirales, que incluem comparações entre a pro-pol (Protease e RdRp - RNA 

polimerase dependente de RNA) posicionaram a espécie em estudo no mesmo segmento de 

origem da família Picornaviridae sugerindo um ancestral comum para os membros de 

Picornaviridae e a espécie aqui estudada. Neste contexto acredita-se que esta espécie obtida 

por meio de NGS corresponda a um novo membro da ordem Picornavirales aqui denominado 

Hovenia dulcis associated virus (HDAV). A partir de então, o ácido nucleico (RNA e DNA) de 

todas as amostras foi extraído. Primers específicos (HDAVF e HDAVR) foram sintetizados e 

realizou-se RT-PCR para todas as 60 amostras. Especificamente para a amostra uva do Pará 

(Hovenia dulcis) um amplicón de 803 pares de base (pb) obtido foi clonado em pGEM-T Easy e 

sequenciado, confirmando HDAV em uva do Pará. Outras sequências de tamanhos variando 

entre 595 - 1096 pb e reads de 17 - 60 menores foram observados. Nestes casos as espécies 

virais se assemelharam com membros das famílias Caulimoviridae (gêneros Caulimovirus e 
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Badnavirus) e Secoviridae (gêneros Fabavirus, Comovirus e Nepovirus). Primers já foram 

desenhados e serãos testados nas plantas individuais futuramente.  

Palavras - chave: metagenômica, Picornavirales, espécies arbóreas, uva do Pará.  

Abstract 

The metagenomic together with bioinformatics have shown to be excellent tools for the 

discovery and characterization of novel viruses since they can generate high number of data. It 

is also possible to obtain whole genome and also does not require prior knowledge of genomic 

sequence of the microorganism. Thus, the main objective of this work was to detect viral species 

native plants of the Cerrado biome using metagenomics. Sixty seedlings from 27 tree species, 

classified into 14 families, presenting viral - like symptoms were collected from the NOVACAP II 

(Companhia Urbanizadora da Nova Capital do Brasil) nursery. The plants were first subjected to 

a semipurification process, with subsequent extraction of nucleic acid. Then samples were sent 

for sequencing by NGS (Next Generation Sequencing), and using the Illumina platform MiSeq. 

For the analysis it was performed de novo assembly of sequences in which the joint analysis of 

data generated 5,005,013 million reads, the obtained sequences were assembled and produced 

2,162 contigs that were compared to the database in the BLAST program (Basic Tool Local 

Alignment Search) for comparing the detected viral sequences. Among the sequences analyzed, 

one of them shows 9,529 nucleotides (nt) and the largest number of reads (8,724) and showed 

23% nucleotide identity with Rice tungro spherical virus (genus Waikavirus, family Secoviridae). 

Analysis of amino acid identity (23%) positioned near this virus Cricket paralysis virus - CRPV 

(genus Cripavirus, family Dicistroviridae). Furthermore, there was similarity in the genomic 

organization of the species in studies with Dicistroviridae members by presenting two ORFs. 

Phylogenetic analyzes following criteria for Picornavirales order, including comparisons between 

pro-pol (protease and RdRp-RNA-dependent RNA polymerase) positioned species under study 

in the same family Picornaviridae source segment suggesting a common ancestor for members 

of Picornaviridae and the species studied here. In this context it is believed that this species 

obtained by NGS corresponding to a new member of Picornavirales order here called Hovenia 

dulcis associated virus (HDAV). Since then, the nucleic acid (RNA and DNA) of all samples was 

extracted. Specific primers (HDAV1 and HDAV2) were synthesized and RT-PCR was performed 

for all 60 samples. Specifically, for the sample of uva do Pará one amplicón of 803 base pair (bp) 

obtained was cloned into pGEM-T Easy and sequenced, confirming the HDAV (Hovenia dulcis) 

in uva do Pará. Other sizes sequences ranging from 595 - 1096 bp reads and 17 - 60 smaller 

were observed. In these cases the viral species resembled with members of Caulimoviridae 

families (genera Caulimovirus and Badnavirus) and Secoviridae (genera Fabavirus, Comovirus 

and Nepovirus). Primers have been designed and tested in individual plants in the future. 

Keywords: metagenomics, viruses and tree species.  
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1. Metagenômica e vírus.  

O termo metagenômica foi criado por Handelsman et al. (1998) e consiste na análise 

genômica de uma comunidade de microorganismos extraídos diretamente do ambiente 

independente do cultivo, podendo revelar a diversidade de organismos na natureza, como 

também infectando diversos organismos (BOONHAM et al., 2008). 

Atualmente essa nova tecnologia aliada às plataformas de sequenciamento (454/ Roche, 

Illumina/ Solexa, ABI/ SOLID e Helicos) tem sido utilizada para o sequenciamento do genoma 

inteiro de diversos microrganismos, como também na descoberta e caracterização e na função 

do microrganimos em seu ambiente natural (MOROZOVA; MARRA, 2008). 

Segundo Williamson (2011), a metagenômica surgiu para responder questões na 

microbiologia ambiental como: quem são? Quantos são? E o que estão fazendo aqui? 

Juntamente com as plataformas de nova geração tornou-se possível detectar, identificar e 

caracterizar novos vírus e viróides a partir de plantas sintomáticas ou assintomáticas sem o 

conhecimento prévio da sua sequência genômica (PRABHA et al., 2013). Uma vantagem 

adicional refere-se à possiblidade de detecção de sequências virais, mesmo em baixas 

concentrações na planta (BARBA et al., 2014). 

Os primeiros estudos de metagenômica realizados utilizavam metodologias de 

sequenciamento tipo Sanger e na Virologia o primeiro trabalho de metagenômica, ainda 

utilizando o sequenciamento Sanger, revelou uma elevada abundância e diversidade em 

ambiente marinho (BREITBART et al., 2002). 

A partir de então, vários estudos foram realizados e novas espécies virais foram 

publicadas em diferentes ambientes/organismos: intestino (BREITBART et al., 2003); solo 

(WILLIAMSON et al., 2003); sangue (BREITBART; ROHWE, 2005) e corais (MARHAVER et al., 

2008).  

Para vírus de plantas, Al Rwahnih et al. (2009) foram os pioneiros a realizarem estudos 

da diversidade viral em plantas por meio da técnica de metagenômica, no qual detectaram um 

novo Marafivirus em videiras, denominado Grapevine Syrah 1 virus.  

A partir de então, vários trabalhos vêm sendo realizados para detecção viral. No mesmo 

ano foram detectadas duas espécies de Badnavirus e uma espécie de Mastrevirus em batata 

(Ipomoea batatas) (KREUZE et al., 2009).  

Adams et al. (2009) detectaram uma nova espécie de Cucumovirus em Liatris spicatae 

a qual denominaram de Gayfeather mild mottle virus - GMMV (gênero Cucumovirus e família 

Bromoviridae). Quito-Avila et al. (2011) relataram uma nova espécie denominada Raspberry 
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latent virus (família Reoviridae) infectando framboesas. A ordem cronológica de descoberta de 

novos vírus encontra - se na Figura 1.
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Figura 1. Vírus detectados/caracterizados por meio da metagenômica em ordem de descoberta (ano), autor. Fonte: MOKILI, 2012; BARBA; 2014; 
(BHUBANESWAR; BARANWAL; SU; DULLEMANS; MORELLI, 2015; PETRZIK, 2016. (adaptado).

Tempo (ano) 
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Na busca por novos vírus utilizando a metodologia NGS em plantas Roossinck et al. 

(2010) avaliaram a diversidade viral proveniente de diferentes ambientes, um deles na Costa 

Rica e o outro nos Estados Unidos. Nesse trabalho, foram coletadas distintas espécies vegetais 

nas seguintes famílias listadas a seguir: Acanthaceae, Bignoniaceae, Caesalpinaceae, 

Commelinaceae, Cucurbitaceae, Cyperaceae, Euphorbiaceae, Gesneriaceae, Lamiaceae, 

Mimosaceae, Myrtaceae, Papilionaceae, Poaceae, Rubiaceae e Solanaceae. Do total de 344 

espécies virais, encontrou-se que 30% correspondiam a espécies virais conhecidas 

(classificadas em 11 famílias: Bromoviridae, Chrysoviridae, Caulimoviridae, Closteroviridae, 

Endornaviridae, Luteoviridae, Narnaviridae, Partitiviridae, Potyviridae, Totiviridae e Tymoviridae). 

No mesmo ano, Pallett et al. (2010) detectaram a nova espécie Cereal yellow dwarf virus 

- CYDV (gênero Luteovirus) infectando panasco (Dactylis glomerata). De acordo com Wylie et al. 

(2012), doze espécies virais classificadas nos gêneros Potyvirus, Nepovirus, Allexivirus e 

Carlavirus, foram identificadas em plantas provenientes de parques da Austrália. Nesse trabalho 

quatro novas espécies virais foram propostas: Lily virus A - LVA, Blue squill virus A - BSVA, 

Scaevola virus A - ScVA e Chocolate lily virus A - CLVA. 

De modo geral, de acordo com Mokili et al. (2012) 60-99% das sequências geradas em 

diferentes estudos de metagenômica não são homólogas a nenhum vírus conhecido.  

Para espécies arbóreas e florestais estudos utilizando metagenômica ainda são 

escassos, entretanto Loconsole et al. (2012) na Itália, identificaram cinco novas espécies virais 

e recuperaram o genoma completo de vírus e viroides, infectando plantas dos gêneros Prunus, 

Citrus, Vitis, Ficus, Corylus, Diospyros e Morus. 

Poojari (2013), também utilizou metagenômica e técnicas de sequenciamento em larga 

escala para identificação dos agentes etiológicos Grapevine redleaf-associated virus - GRLaV 

(família Geminiviridae) e Grapevine fanleaf virus - GFLV (gênero Nepovirus e família Secoviridae) 

como causadores de manchas vermelhas em videiras.  

A identificação correta de espécies virais é um passo importante para adoção de 

estratégias de controle. Se várias dificuldades foram encontradas no passado quanto à diagnose 

viral, atualmente com o uso da metagenômica e as plataformas modernas de sequenciamento, 

o problema concentra-se no entendimento da imensa quantidade de informação gerada, bem 

como na ausência de informações de sequência para comparação em bancos de dados. 

A expansão das fronteiras agrícolas, incluindo áreas outrora ocupadas por algum bioma, 

inclusive pelo Cerrado e a crescente globalização favorecem o trânsito de materiais vegetais e 

patógenos, o que apresenta uma ameaça para espécies nativas (VINCENT et al., 2014). Além 

disso, a possibilidade de fluxo de espécies virais em novas hospedeiras pode propiciar muitos 

https://pt.wikipedia.org/wiki/Diospyros
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eventos que geram variabilidade para a espécie viral como mutações e recombinações 

originando novas espécies virais.  

Neste contexto, merece destaque especial viveiros e áreas de conservação. No Distrito 

Federal - DF existem dois importantes viveiros denominados viveiro I e viveiro II da Companhia 

Urbanizadora da Nova Capital do Brasil (NOVACAP) para produção de plantas ornamentais e 

arbóreas, respectivamente. O viveiro II é responsável por produzir mudas para arborização do 

DF e Entorno. A capacidade de produção de mudas deste viveiro situa-se em torno de 300 mil 

mudas ao ano, principalmente de espécies nativas dos biomas brasileiros. 

 

2. Material e Métodos 

2.1 Origem das espécies arbóreas  

A coleta das mudas analisadas nesse trabalho foi realizada no viveiro II da NOVACAP no 

ano de 2014. No momento de coleta as mudas (sintomáticas e assintomáticas) apresentavam 

idade média de sete meses e encontravam-se em tubetes. Ao total 60 amostras distribuídas em 

27 espécies e 14 famílias botânicas, foram coletadas e encontram-se listadas na Tabela 1, 

Figuras 2, 3 e 4. No primeiro momento após as coletas, uma parte das plantas 

(aproximadamente duas folhas de cada amostra coletada) foram armazenadas em freezer (-80º 

C) e uma outra parte passou por um processo de semi-purificação de partículas virais, seguida 

de extração de RNA para envio das amostras para o sequenciamento de alto rendimento 

conforme descrito a seguir.
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Tabela 1. Lista de espécies arbóreas coletadas no viveiro II da Companhia Urbanizadora da Nova Capital do Brasil (NOVACAP), espécies identificadas 
pela família botânica, espécie árborea (nome comum e científico), número de amostras coletadas e sintomas observados. 

1: AM - Amarelecimento; B - Bolhosidade; CI - Clareamento internerval; CL - Clorose; LN - Lesão necrótica; DF - Deformação foliar; M - Mosaico; MQ - 
Mosqueado; N - Necrose; PC - Pontos cloróticos; R - Rugosidade e SS - Sem sintoma observado.  

Família Botânica 
Espécies arbóreas 

Nome comum e científico 
Número de 

amostras 
Sintomas1 

Anacardiaceae Gonçalo Alves Astronium fraxinifolium Schott 3 CL/ DF 

Apocynaceae Guatambu Aspidosperma parvifolium A. DC. 2 PC 

Bignoniaceae 

Ipê roxo Handroanthus impetiginosus  Mart. ex DC. 2 B/ N 

Ipê amarelo Handroanthus serratifolius Vahl. 4 AM/ DF/ LN 

Bolsa de pastor Zeyheria tuberculosa Vell. 2 AM 

Cecropiaceae Embaúba 
prateada 

Cecropia hololeuca Miq. 2 DF/ SS 

Fabaceae 

Pau Brasil Caesalpinia echinata Lam. 3 PC 

Faveiro de Bolota Parkia pendula Willd. 3 AM/ DF 

Eritrina Erytrina mulungu Mart. ex Benth. 3 R 

Pau pereira Platycyamus regnelli Benth. 3 AM/ DF 

Sete cascas Samanea tubulosa Benth Barneby & J. W. 3 PC/ M/ MQ 

Pau ferro Caesalpinia ferrea Mart. ex Tul. 1 CL 

Jacarandá Dalbergia violacea Vogel 2 CL 

Copaíba Copaifera langsdorfii Desf. 2 CI/ 0 

Pau sangue Pterocarpus violaceus Vogel 2 CL/ DF 

Amburana Amburana cearenses Schwacke & Taub 2 PC 

Angico farinha 
seca 

Albizia hasslerii Chodat 1 AM 

Garapa Apuleia leiocarpa Vogel 2 AM 
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Tabela 1. Lista de espécies arbóreas coletadas no Viveiro II da Companhia Urbanizadora da Nova Capital do Brasil (NOVACAP), espécies identificadas pela 
família botânica, espécie árborea (nome comum e científico), número de amostras coletadas e sintomas observados. 

1: AM - amarelecimento; B - Bolhosidade; CI - Clareamento internerval CL - Clorose; LN - Lesão necrótica; DF - Deformação foliar; M - Mosaico; MQ - 
Mosqueado; N - Necrose e PC - Pontos cloróticos; R - Rugosidade e SS - Sem sintoma observado.  

 

Família Botânica 
Espécies arbóreas 

Nome comum e científico 
Número de 

amostras 
Sintomas1 

Guttiferae Pau santo Kielmeyera variabilis Mart. & Zucc 1 CL 

Lecythidaceae Jequitibá rosa Cariniana estrellensis Raddi 3 DF 

Malvaceae Mutamba Guazuma ulmifolia Lam. 3 CL 

Melastomataceae Quaresmeira Tibouchina granulosa Desr. 2 M 

Meliaceae Mogno Swietenia macrophylla King 2 PC/ DF 

Myrtaceae Eucalipto vermelho Eucalyptus urophylla S.T. Blake 2 DF/ SS 

Rhamnaceae Uva do Pará Hovenia dulcis Thunb. Voucher. 2 CI/ M 

Rutaceae Guarantã Esenbeckia leiocarpa Engl. 2 AM 

Sapindaceae Saboneteira Sapindus saponaria L. 1 LN 

http://pt.wikipedia.org/wiki/Rhamnaceae
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Figura 2. A-F: Espécies arbóreas coletadas no viveiro II da Companhia Urbanizadora da Nova 
Capital do Brasil (NOVACAP) apresentando sintomas similares àqueles induzidos 
por vírus de plantas. A. Uva do Pará - Hovenia dulcis (mosaico e clareamento 
internerval); B. Jequitibá rosa - Cariniana estrellensis (deformação foliar); C. 
Quaresmeira - Tibouchina granulosa (mosaico); D. Copaíba - Copaifera langsdorfii 
(clareamento internerval; E. Pau ferro - Caesalpinia ferrea (clorose) e F. Ipê roxo - 
Handroanthus impetiginosus (bolhosidades e necrose).  
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Figura 3. A-I: Espécies arbóreas coletadas em viveiro II da Companhia Urbanizadora da Nova Capital 
do Brasil (NOVACAP) apresentando sintomas similares àqueles induzidos por vírus de 
plantas. A. Garapa - Apuleia leiocarpa (pontos cloróticos); B. Amburana - Amburana 
cearensis (mosqueado e pontos cloróticos); C. Mogno - Swietenia macrophylla (pontos 
cloróticos); D. Bolsa de pastor - Zeyheria tuberculosa (pontos cloróticos); E. Pau pereira 
- Platycyamus regnelli (amarelecimento e deformação foliar); F. Guarantã - Esenbeckia 
leiocarpa (pontos cloróticos); G. Sete cascas - Samanea tubulosa (mosaico e 
mosqueado); H. pau santo - Kielmeyera variabilis (clorose e mosqueado) e I. Guatambu 
- Aspidosperma parvifolium (clorose).   
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Figura 4. A-F: Espécies arbóreas coletadas no viveiro II da Companhia Urbanizadora da Nova 
Capital do Brasil (NOVACAP) apresentando sintomas típicos induzidos por vírus de 
plantas. A. Ipê amarelo - Handroanthus serratifolius (clorose); B. Mutamba - 
Guazuma ulmifolia (clareamento internerval); C. Angico farinha seca - Albizia 
hasslerii (mosaico); D. Pau sangue - Pterocarpus violaceus (pontos cloróticos); E. 
Gonçalo Alves - Astronium fraxinifolium (clareamento internerval) e F. Eritrina - 
Erytrina mulungu (rugosidade). 

 

2.2 Enriquecimento de partículas virais  

A fim de realizar enriquecimento para partículas virais foi realizado um processo de semi-

purificação (SILVA, 2015) das amostras que foram maceradas em nitrogênio líquido e 

organizadas em 3 pools de 10 g cada. Em seguida 100 mL de tampão fosfato de sódio 0,1 M, 

pH 8 + EDTA 1 mM, pH 8 + β-mercaptoetanol 0,2% foi adicionado a cada pool das amostras 

maceradas e filtradas em gaze, sendo então, transferidas para tubos fálcon (50 mL) e 

centrifugados a 4°C numa rotação de 5.000 rpm por 20 min. O sobrenadante foi transferido para 

tubos de ultracentrífuga e uma solução de sacarose a 20% foi adicionada no fundo do tubo 

formando um colchão de sacarose. Posteriormente as amostras foram ultracentrifugadas a 4°C 

em 33.000 g por 2 horas. Após a ultracentrifugação, o sobrenadante foi descartado restando os 

péletes. Em seguida procedeu-se à extração de RNA de acordo com o protocolo Trizol Reagent 

(Life tecnologies). Cada pélete formado foi ressuspendido em 1 mL de Trizol e transferido para 

outro tubo de 1, 5 mL, onde foi adicionado 0,2 mL de clorofórmio por tubo. As amostras foram 

agitadas vigorosamente em vórtex por 15 segundos e deixadas em temperatura ambiente por 3 

minutos. Passado o tempo, as amostras foram centrifugadas a 12.000 g (ou rcf) por 15 minutos 
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(min.) em temperatura de 4º C. O sobrenadante foi transferido para um novo tubo, e adicionou-

se 500 µL de isopropanol. As amostras foram deixadas em temperatura ambiente por 10 min. 

Decorrido o tempo, as amostras foram centrifugadas a 12.000 g (ou rcf) por 10 min. em uma 

temperatura de 4º C. Após a centrifugação foi descartado o sobrenadante. Em seguida 

adicionou-se 1 mL de etanol 75% e centrifugou-se a 7.500 g (ou rcf) por 5 minutos. Após a 

centrifugação o etanol foi descartado cuidadosamente para não perder o pélete, e então as 

amostras foram deixadas no gelo por aproximadamente 2 min. Para finalizar, o RNA foi 

ressuspendido em 40 µL de H2O RNAse-free (água tratada com DEPC - Dietil Pirocarbonato), 

colocadas no gelo por 10-15 min. e armazenadas no freezer a -80ºC. 

As amostras foram tratadas com RNAstable (Biomatrica) seguindo as recomendações 

do fabricante, para posterior envio para sequenciamento. 

2.3 Sequencimento e análise de dados 

O genoma foi sequenciado utilizando a plataforma Illumina Miseq, realizado na 

Universidade Católica de Brasília (UCB). Esta plataforma pode produzir até 15 Gb de até 300 pb 

por corrida com alto rendimento (HELIXXA, 2014).  

A partir dos reads (frangmentos sequenciados) que foram obtidos, pelo sequenciamento 

de alto desempenho (Illumina MiSeq), inicialmente procedeu-se uma limpeza a fim de remover 

as extremidades, resultando em sequências com boa qualidade utilizando-se o programa CLC 

Genomics Workbench 8.0 (QIAGEN, 2015). A partir daí então, foi possível montar os contigs 

nesse mesmo programa. 

 Os contigs gerados foram importados para o programa Geneious v.7.1 (KEARSE et al., 

2012) onde criou-se um banco de dados (Viral RefSeq) com sequências virais de interesse, em 

seguida os contigs gerados foram comparados contra esse banco de dados e também foram 

submetidos à análise com sequências depositadas no GeneBank (Genetic Sequence Database) 

do NCBI (www.ncbi.nlm.nih.gov), juntamente com o programa BLASTX (Basic Local Alignment 

Search Tool) (ALTSCHUL et al., 1990).Desta forma observou-se o alinhamento com diversas 

espécies virais. 

A partir das sequências consenso geradas, baseadas nos vírus detectados pelo 

sequenciamento de alto desempenho, foi possível desenhar primers específicos (no programa 

VectorNTI, Invitrogen) para a detecção viral nas amostras individuais (Tabela 2).  

https://www.google.com.br/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=1&ved=0CB4QFjAA&url=http%3A%2F%2Fwww.biomatrica.com%2Frnastable.php&ei=1mwYVZKaIYjugwTLlYOoAg&usg=AFQjCNGzh_066UCXC11D-KMQqxRF1PLrhw&sig2=p2rHceBa_Jmj2ADQbuMQhQ
https://www.google.com.br/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=1&ved=0CB4QFjAA&url=http%3A%2F%2Fwww.biomatrica.com%2Frnastable.php&ei=1mwYVZKaIYjugwTLlYOoAg&usg=AFQjCNGzh_066UCXC11D-KMQqxRF1PLrhw&sig2=p2rHceBa_Jmj2ADQbuMQhQ
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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Tabela 2. Sequência de primers sintetizados para a detecção de espécies virais obtidas a partir 
de NGS (Next Generation Sequencing) 

Identificação Sequência Tm (°C) 
Tamanho do 

amplicón (pb) 

*HDAV1 F 5' CCACCCAATCGCGAGAGATTAA 3' 

57 503 

HDAV R 5' TTGTACAACTGCGCCTCCGAC 3' 

MIKA2 F 5’ ACAAAACGGCTGGCAACTTG 3’ 
60 523 

MIKA R 5’ TTAATGGGGTTGCAGGGCTT 3’ 

BBWV3 F 5’ CGCGCTCATAGCCAAACAAA 3’ 
59 558 

BBWVR 5’ GCTTTAGCTCGCATGATGCC 3’ 

EVCV4 F 5’ ACACGGTAAATGATAGCTACAGACT 3’ 
59 566 

EVCV R 5’ TTCAATCCGTCCTTAGCCAAGA 3’  

CPMMV5 F  5’ TTCCAAAGGCTGCTGATGGT 3’ 
60 619 

CPMMV R 5’ GTATGGCAGCGGGATTCTCA 3’ 

CSMV6 F 5’ ATTGAAAACGCGACCTGCAC 3’  
59 571 

CSMV R 5’ GCGGGATAAGCTCACCAAGT 3’ 

SVBV7 5’ GCAAGTTCGGATAGCAGAAGG 3’ 
57 516 

SVBV 5’ TTCTGACCAGTGCCATTTCT 3’ 

1HDAV - Hovenia dulcis associated virus* (espécie selecionada para a recuperação do genoma completo); 
2MIKA - Mikania micrantha mosaic virus; BBWV3 - Broad bean wilt virus; EVCV4 - Eupatorium vein clearing 
virus; CPMMV5 - Cowpea mild mottle virus; CSMV6 - Cowpea severe mosaic virus e SVBV7 -Strawberry vein 
banding virus. 

 

https://www.google.com.br/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=3&ved=0ahUKEwj1pM7GqvfKAhXGipAKHbV_An4QFgg1MAI&url=http%3A%2F%2Fwww.uniprot.org%2Ftaxonomy%2F487492&usg=AFQjCNGexMbSW6ssj0-kDGhHJ2NCCSDyzA&sig2=URRvO7z1ywQkeYZgRfoVRw
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2.4 Extração de RNA das plantas coletadas no viveiro II da Companhia 

Urbanizadora da Nova Capital do Brasil (NOVACAP) 

A extração de RNA foi realizada utilizando os protocolos Hot Phenol 

(VERWOERD,1989), no entanto para algumas amostras não foi possível extrair o ácido nucléico 

com qualidade seguindo esse protocolo. Desta forma utilizou-se um segundo protocolo CTAB 

(GASIC, 2004).Para a extração pelo protocolo Hot Phenol, 3 discos foliares (aproximadamente 

250 mg do material vegetal) foram macerados em nitrogênio líquido e imediatamente adicionou-

se 300 µL do tampão de extração (0,1M LiCl, 100 mM Tris HCl pH=8, 10 mM EDTA, 1% SDS) 

acrescido de 300 µL de fenol que foi inicialmente pré-aquecido a 80ºC. Em seguida, adicionou-

se 350 µL de HEPES e as amostras foram depositadas imediatamente em gelo. Em seguida, as 

amostras foram centrifugadas a 13000 x g por 5 minutos à temperatura de 4º C. Após a 

centrifugação retirou-se 600 µL do sobrenadante que foi transferido para novo tubo de 2, 0 mL. 

Logo em seguida adicionou-se 600 µL de clorofil (clorofórmio/isoamílico 24:1) e as amostras 

foram agitadas manualmente por 2 minutos, seguida de centrifugação de 13.000 xb g 4° C por 7 

minutos. Aproximadamente 550 µL do sobrenadante foi transferido para novo tubo de 1, 5 mL e 

adicionou-se 550 µL de cloreto de lítio (LiCL) a 4M e as amostras foram deixadas precipitando a 

4° C overnight. No dia seguinte, as amostras foram centrifugadas a 13.000 x g por 20 minutos a 

4°C. Após a centrifugação, foi descartado todo o líquido, cuidadosamente, para não perder o 

pélete e os tubos foram deixados em papel toalha invertidos para secagem. Após a secagem foi 

adicionado 200 µL de tampão ProtK e 20 µL Protease K (20mg/mL) e as amostras foram 

incubadas a 37° C por 30 minutos. Após esse tempo na estufa adicionou-se 420 µL de fenol e 

procedeu-se à agitação manual, seguida de centrifugação a 13.000 x g por 7 minutos a 4° C. A 

seguir, o sobrenadante foi transferido para um novo tubo e foi adicionado ao sobrenadante 380 

µL de clorofórmio puro. Em seguida, os tubos foram agitados manualmente por inversão e com 

posterior centrifugação a 13.000 x g por 7 minutos a 4°C. O sobrenadante foi passado para um 

novo tubo e adicionou-se 0,1 volume de acetato de sódio (NaAc 3M pH 5,5) e 2,5 volumes de 

etanol absoluto (EtOH). As amostras foram deixadas a - 20°C por 20 minutos. Decorrido esse 

tempo, as amostras foram centrifugadas a 13.000 x g por 15 minutos a 4° C. O líquido foi 

descartado e adicionou-se 500 µL de etanol 70% (EtOH) e as amostras foram centrifugadas 

novamente a 13.000 x g por 5 minutos a 4°C para lavar o pélete. O sobrenadante foi descartado 

cuidadosamente para não perder o pélete e os tubos foram deixados invertidos em papel toalha 

para secarem. O pélete foi ressuspendido em 30 µL de TE (Tris-EDTA, 10/0,1 somente para 

RNA) e armazenados a -80°C. A extração foi confirmada em gel de agarose a 1% RNAse free 

(Figura 5A).  

A extração de RNA seguindo o protocolo CTAB (GASIC,2004) foi realizada apenas para 

as seguintes amostras: quaresmeira, pau Brasil, Gonçalo Alves e faveira de bolota da seguinte 

maneira: três discos foliares foram cortados e imediatamente congelados em N2 líquido. 

Paralelamente 1,0 mL tampão de extração (TE) (2% CTAB - Brometo cetiltrimetilamônio); 2% 
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PVP; 100 mM tris/HCL, pH 8; 25 mM EDTA; 2 M NaCL; 2% mercaptoetanol) foi pré aquecido a 

60ºC e adicionou-se 2 % de mercaptoetanol imediatamente antes do uso. Logo após as amostras 

terem sido maceradas foi adicionado o tampão pré-aquecido no tecido vegetal. As amostras 

foram agitadas em vórtex por aproximadamente 10 segundos. A seguir, as amostras foram 

incubadas a 60 ºC por 15 minutos sob agitação constante em shaker. Após a agitação foi 

adicionado um volume igual de clorofil (clorofórmio:álcool isoamílico 24:1), seguido de nova 

agitação por 10 minutos, e de centrifugação a 7.649 x g por 10 minutos. Coletou-se a fase aquosa 

para um novo tubo de 1, 5mL e repetiu-se os passos anteriormente citados. Em seguida, 

adicionou-se à fase aquosa 1/3 do volume da solução de cloreto de lítio a 7,5 M. e os tubos foram 

deixados na geladeira precipitando a 4ºC overnight. No dia seguinte, as amostras foram 

centrifugadas a 7.649 x g por 30 minutos e o sobrenadante foi então descartado. O precipitado 

foi solubilizado em 180 µL de H2O milli Q (tratada com DEPC) e adicionou-se 0,2 volumes de 

etanol absoluto à cada amostra, as quais foram deixadas precipitando por 2 horas a - 20ºC. 

Passado o tempo, as amostras foram centrifugadas a 7.649 x g por 30 minutos. Logo após, o 

sobrenadante foi descartado e o precipitado formado foi lavado com etanol 70 % seguido de 

centrifugação a 7.649 x g por 10 minutos. O pélete formado foi solubilizado em 20 µL de H2O 

Milli Q tratada com DEPC. A extração foi confirmada em gel de agarose a 1% RNAse free (Figura 

5B).  

 

Figura 5 A-B. Gel da extração de RNA das amostras coletadas no viveiro II da 
Companhia Urbanizadora da Nova Capital do Brasil (NOVACAP). A. 
Protocolo Hot Phenol. 01. Pau santo (Kielmeyera variabilis); 2. Pau 
Pereira (Platycyamus regnelli); 3. Saboneteira (Sapindus saponaria); 4. 
Guatambu (Aspidosperma parvifolium); 5. Guarantã (Esenbeckia 
leiocarpa); 6. Uva do Pará (Hovenia dulcis). B. Protocolo CTAB. 1. 
Quaresmeira (Tibouchina granulosa); 2. Gonçalo Alves (Astronium 
fraxinifolium); 3. Pau Brasil (Caesalpinia echinata); 4. Faveiro de bolota 
(Parkia pendula). As amostras foram visualizadas em gel de agarose a 
1%. 
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2.5 Análise molecular da sequência proveniente do sequenciamento de alto 

rendimento. 

2.5.1 Detecção de Hovenia dulcis associated virus - HDAV por RT - PCR  

O DNA complementar (cDNA) foi obtido a partir da sequência do primer reverse que foi 

sintetizado de acordo com genoma da espécie aqui denominada Hovenia dulcis associated virus 

(HDAV) detectado a partir do sequenciamento de alto rendimento. A reação foi realizada 

utilizando-se a transcriptase reversa M-MLV (Invitrogen) de acordos com o manual do fabricante. 

A reação de transcrição reversa foi realizada para um volume total de 20 μL, sendo utilizada na 

reação 10 μL de RNA total, 1 μL do primer HDAVR (10 μM) 5' TTGTACAACTGCGCCTCCGAC 

3' e 1 μL de dNTP (10 mM) sendo incubada por 5 minutos a 70˚C. Em seguida adicionou-se à 

reação 4 μL do tampão de enzima, 1 μL de RNase OUT (40 U/ μL, Invitrogen), 1 μL da enzima 

M-MLV (200 U/μL), 1 μL DTT 100 mM e 1 μL de H2O milli-Q. As amostras foram incubadas por 

60 minutos a 37˚C e por 15 minutos a 70˚C para inativação da enzima.  

Para as reações de amplificação a partir do cDNA das amostras coletadas, utilizou se o 

par de primers específicos denominados HDAVF/HDAVR (Tabela 2) e que foram sintetizados a 

partir da sequêcia genômica originada do sequenciamento de alto rendimento. Estes primers 

flanqueiam uma região para a capa proteica. O produto obtido após PCR ao utilizar esses primers 

é um amplicón de 803 (pb). Esse amplicón apresenta um sítio para BgIII gerando dois fragmentos 

(500 e 300 pb). As condições da PCR encontram-se descritas a seguir: 1. temperatura inicial: 

94°C durante 2 minutos e posteriormente 34 ciclos sendo cada um deles composto por 2. 

Desnaturação: 94°C por 30 segundos, 3. Anelamento: 60ºC por 55 segundos e 4. Extensão: 

72°C por 1 minuto. As reações foram realizadas para um volume total de 12,5 μL. O produto da 

PCR foi visualizado em gel de agarose a 1% e corado em brometo de etídeo.  

 

2.6 Clonagem do fragmento originado da RT- PCR com primers para Hovenia dulcis 

associated virus - HDAV cuja sequência foi obtida por NGS (Next Generation Sequencing)  

Os amplicóns obtidos foram eluídos do gel de agarose utilizando o kit “GFX” (GE 

Healthcare), seguindo as instruções do fabricante. Em seguida, foram ligados em pGEM-T Easy 

Vector (Promega) (Figura 6) gerando o pGEM-T Easy- HDAV 803. A reação de ligação do 

fragmento amplificado no vetor foi realizada de acordo com as recomendações do fabricante do 

vetor. Para a ligação utilizou-se 1 μL de pGEM-T Easy Vector (50 ng/μL), 5 μL de tampão de 

ligação 2 X, 1 μL da enzima T4 DNA ligase (3 U/μL) e 3 μL do fragmento amplificado, em um 

volume final de 10 μL. Em seguida, a reação foi incubada a 4°C por 15h. Após a ligação, o DNA 

foi precipitado com N-butanol. Uma alíquota de 2 μL foi adicionada às células competentes (40 

μL) de Escherichia coli DH5α para transformação por eletroporação. Em seguida foi adicionado 

860 μL de meio LB líquido (solução autoclavada de 5 g NaCl, 5 g triptona e 2,5 g extrato de 
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levedura, em 500 mL de água destilada, a pH 7,5 e incubou-se por 1 h a 37°C. As células 

transformadas foram plaqueadas em meio LB sólido (LB líquido adicionado de ágar 

bacteriológico) juntamente com ampicilina (100 μg/mL), 40 μL de X GAL (20 mg/L) e 10 μL de 

IPTG (isopropyl-beta-D-thiogalactopyranoside) (100 mM). As placas foram incubadas por uma 

noite a 37°C. Todos os procedimentos seguiram as recomendações dos fabricantes e indicações 

contidas em Sambrook et al. (1989). Após esse período colônias identificadas possuindo o 

inserto de cada placa foram retiradas e colocadas para crescimento em tubo fálcon contendo 

meio líquido LB e ampicilina (1:1). Os tubos foram incubados por 12 horas a 37° C com rotação 

de 174 rpm. No dia seguinte foi realizada extração de DNA plasmidial. Posteriormente, as 

amostras foram digeridas com endonuclease de restrição EcoRI em um volume de 15 uL. A 

digestão foi realizada com as seguintes condições: água Milli Q: 10 µL, Buffer H (10X): 1,5 µL, 

RNAse A: 10 mg/mL: 0,1 µL, ECO RI: 0,4 µL e DNA: 3 µL. As amostras foram incubadas a uma 

temperatura de 37ºC durante 4 horas. Após a digestão o produto foi vizualiado diretamente em 

gel de agarose a 1%.  

 

 

Figura 6. Esquema do vetor plasmidial pGEM-T Easy Vector. 
Fonte:promega.com/products/pcr/pcr-cloning/pgem_t-easy-
vector-systems. 

 

2.7 Extração de DNA das amostras arbóreas coletadas no viveiro II da Companhia 

Urbanizadora da Nova Capital do Brasil (NOVACAP) 

O DNA total foi extraído das amostras utilizadas seguindo o protocolo CTAB (Brometo 

de Cetil Trimetilamônio) (BOITEUX et al., 1999) adaptado. Discos foliares de cada amostra foram 
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colocados em tubos de eppendorf (1,5 mL) e macerados em nitrogênio líquido. Depois de 

maceradas foram adicionados 700 µL de tampão CTAB e β-mercaptoetanol (0,2%). A seguir os 

tubos foram levados ao banho-maria por 10 minutos a uma temperetaura de 65º C e deixados 

em temperatura ambiente por 3 minutos. Após esse tempo adicionou-se aos tubos 600 µL de 

clorofil (clorofórmio: álcool isoamílico, 24:1). Em seguida as amostras foram colocadas sob 

agitação vigorosa em vórtex. As amostras foram então, submetidas à centrifugação de 13.200 

rpm por 5 minutos. Aproximadamente 450 µL do sobrenadante foi transferido para outro tubo e 

foi adicionado 300 µL de isopropanol (2/3 do volume do sobrenadante). Os tubos foram agitados 

manualmente por inversão e em seguida foram centrifugados durante 13 minutos a 13.200 rpm. 

O sobrenadante foi descartado e o pélete foi lavado em 500 µL de álcool 70% com posterior 

centrifugação de 13.200 rpm por 5 minutos. O sobrenadante foi descartado e os tubos foram 

colocados invertidos em papel toalha para secarem a temperatura ambiente. Os péletes 

formados foram ressuspendidos em 100 µL de H₂O Milli-Q. O DNA foi visualizado em gel de 

agarose a 1% e corado em brometo de etídio. As amostras foram armazenadas em freezer -

20°C. 

O DNA extraído das amostras também foi submetido à reação de RCA (Rolling circle 

amplification) (INOUE- NAGATA et al., 2004). O produto da RCA foi utilizado na reação de PCR 

para a identificação de Begomovirus com o uso dos primers PALIv1978/PAR1c496 (tamanho do 

amplicón de aproximadamente 1.200 pb) (ROJAS et al., 1993). Esse par de primers foi utilizado 

nas amostras florestais.  

 2.8 Reação em Cadeia da Polimerase (PCR) das amostras provenientes da 

Companhia Urbanizadora da Nova Capital do Brasil (NOVACAP)  

Após a extração de DNA das amostras e RCA, realizou-se reações de PCR para 

detecção de espécies de Begomovirus, utilizando o par de primers PAL1v1978 (5‟-

GCATCTGCAGGCCCAACTYGTCTTTYCCNGT-3”) e, PAR1c496 (5‟-

AATACTGCAGGGCTTYCTRTACATRGG-3”) para o componente do DNA A (ROJAS et al., 

1993). As reações foram realizadas para um volume total de 12,5 μL, contendo 1,25 μL de 

Tampão 10X da enzima Taq Polimerase (100 mM Tris-HCl, pH 8,3 e 500 mM KCl, Invitrogen), 

0,38 μL de MgCl2 (50 mM, Invitrogen), 0,25 μL dNTPs (2,5 mM, Invitrogen), 0,25 μL de cada 

primer PAL1v1978/PAR1c1496 (10 µM), 0,1 μL da enzima Taq Polimerase (5U/μL, Invitrogen), 

8,02 μL de água MiliQ e 2 μL de DNA. As reações foram amplificadas em termociclador (Bio-

Rad) programado com as seguintes condições: 1. temperatura inicial - 94°C durante 2 minutos 

e, posteriormente, 35 ciclos sendo cada um deles, 2. Desnaturação: 94°C por 30 segundos, 3. 

Anelamento: 55ºC por 1 minuto e 4. Extensão: 72°C por 3 minutos. O produto da PCR foi 

visualizado em gel de agarose a 1% e corado em brometo de etídeo. 

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/24643375
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/24643375
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2. 9 Análise filogenética da sequência de Hovenia dulcis associated virus - HDAV 

proveniente do NGS (Next Generation Sequencing) 

Para a análise filogenética, as sequências de aminoácidos foram alinhadas utilizando-se 

a ferramenta MAFFT disponível no programa Geneious 7.1 (KEARSE et al., 2012) e, para a 

construção da árvore foi utilizado o método de máxima verossimilhança disponível no programa 

Geneious. Utilizou-se o algoritmo Fastree (PRICE et al., 2009) com bootstrap de 1000 repetições.  

Para a análise filogenética foram utilizadas as sequências das regiões conservadas dos 

seguintes domínios: Protease e RNA dependente de RNA polimerase (PRO/POL) pertencentes 

aos membros da ordem Picornavirales. As sequências que foram utilizadas estão depositadas 

GenBank e encontram-se listadas na Tabela 3.  
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Tabela 3. Sequências dos genomas de alguns representantes da ordem Picornavirales por família/gênero selecionadas de acordo com o ICTV (International 
Committee on Taxonomy of Viruses) para a construção da árvore filogenética utilizando os domínios (PRO/POL - protease e RNA dependente de RNA 
polimerase). 

*informação entre parêntese refere-se ao número de gêneros classificados nas famílias, entretato para análises filogenéticas seis gêneros foram considerados. ** 

refere-se a subfamília Comovirinae e *** gênero não definido de acordo com o ICTV (ictvonline.org/index.asp). Estes acessos foram selecionados de acordo com 

KING et al. (2012). 

Famílias Gêneros Espécies 
Número do acesso 

(GenBank) 
Referência 

Dicistroviridae 

(3)* 

Cripavirus 
Cricket paralysis virus (CrPV) NC_003924 Wilson et al., 2000 

Triatoma virus (TrV) NC_003783 Scodeller et al., 2000 

Aparavirus Taura syndrome virus (TSV) NC_003005 Mari et al., 2002 

Iflaviridae 

(1)* 
Iflavirus 

Infectious flacherie virus (IFV) NC_003781 Isawa et al.,1998 

Deformed wing virus (DWV) NC_004830.2 Lanzi et al., 2006 

Sacbrood virus (SBV) NC_002066 Ghosh et al., 1999 

Perina nuda virus (PnV) NC_003113 Wu et al., 2002 

Marnaviridae 
(1)* 

Marnavirus Heterosigma akashiwo RNA virus (HaRNAV) NC_005281 
Lang et al., 2004 

Picornaviridae 
(29)* 

Parechovirus Human parechovirus (HPeV) NC_001897 Johansson et al., 2002 

Kobuvirus Aichi virus (AIV) NC_001918 Yamashita et al., 1998 

Enterovirus Human enterovirus C (HEV- C) NC_002058.3 Kafasla et al., 2010 

Secoviridae 
(8)* 
(2)** 

**Comovirus Cowpea mosaic virus (CPMV) NC_003549 Lomonossoff; Shanks, 1983 

**Nepovirus Arabis mosaic virus (ArMV) NC_006057 Wetzel et al., 2004 

*Cheravirus Cherry rasp leaf virus (CRLV) NC_006271 Thompson et al., 2004 

*Torradovirus Tomato torrado virus (ToTV) NC_009013 Verbeek et al., 2007 

*** Strawberry mottle virus (SMoV) NC_003445 Thompson et al.,20021 

*Sequivirus Parsnip yellow fleck virus (PYFV) NC_003628 Turnbull-Ross et al., 1993 

*Waikavirus Rice tungro spherical virus (RTSV) NC_001632 Shen et al., 1993 

http://jgv.microbiologyresearch.org/search?value1=J.+R.+Thompson&option1=author&noRedirect=true
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Turnbull-Ross%20AD%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=8468549
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3. Resultados e Discussão 

3.1 Análise das sequências provenientes do sequenciamento de alto desempenho.  

As sequências foram analisadas e após o sequenciamento obteve-se aproximadamente 

5.005.013 milhões de reads (fragmentos sequenciados) no programa CLC Genomics Workbench 

v.8.0 (CLC Bio). Destes foram obtidos 2.162 contigs a partir das regiões concisas dos reads 

produzidos. Observou-se o alinhamento com diversas espécies virais tais como: Cowpea mild 

mottle virus -CPMMV (gênero Carlavirus e família Betaflexiviridae), Eupatorium vein clearing 

virus e Strawberry vein banding virus - SVBV (gênero Caulimovirus e família Caulimoviridae), 

Cowpea severe mosaic virus - CPSMV (gênero Comovirus e família Secoviridae), Broad bean 

wilt virus - BBWV e Mikania micrantha mosaic virus - MMMV (gênero Fabavirus família 

Secoviridae). Com base nestas sequências de tamanhos (595 - 1096 pb) e reads (17 - 60) 

maiores que as demais, primers foram desenhados (Tabela 2) e serão testados nas plantas 

individuais futuramente.  

Essas espécies e demais vírus que também foram detectados pela análise 

metagenômica encontram-se listados na Tabela 4. 
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Tabela 4. Vírus detectados pela análise metagenômica, comprimento da sequência em pares de bases, identidade, E- value (valor estatístico do 

alinhamento) e número total de reads por espécie vírus. 

*Destaque em azul - Espécies virais selecionadas (estudos futuros) de acordo com o comprimento da sequência genômica. 

Gênero Organismo 
Comprimento da 

sequência 
% identidade E - value Total de reads 

Badnavirus 

Banana streak mysore virus 349 56.5 3.20e-31 8 

Citrus yellow mosaic virus 241 48.6 3.04e-14 4 

Dioscorea baciliform virus 55 54.5 3.83e-28 41 

Carlavirus Cowpea mild mottle virus 1186 95.6 1.58e-152 56 

Caulimovirus 

Eupatorium vein clearing virus 645 40 1.51e-12 60 

Figwart mosaic virus 374 46.2 1.02e-13 6 

Lamium leaf distortion virus 331 46.8 1.21e-22 20 

Rudebeckia flower distortion virus 262 58.8 7.72e-24 4 

Strawberry vein banding virus 595 33.9 3.60e-16 56 

Comovirus 

Bean pod mottle virus 346 68.9 2.08e-38 7 

Cowpea severe mosaic virus 635 65.7 8.09e-39 20 

Turnip ringspot virus 354 51.9 7.51e-19 14 

Fabavirus 
Broad bean wilt virus 1096 36.6 1.69e-27 24 

Mikania micrantha mosaic virus 781 58.2 1.03e-46 17 

Petuvirus Petunia vein clearing virus 442 38.4 9.29e-26 18 

Tospovirus Groundnut ringspot virus 79 98.3 6.40e127 15 

Totivirus Black raspberry virus 292 33.6 2.81e-16 18 

Soymovirus Cestrum yellow leaf curling virus 331 64 2.55e-29 4 

 Hovenia dulcis associated virus  9529 23.4 4.21e-35 8724 
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3.2. Novo membro da ordem Picornavirales: Hovenia dulcis associated virus - 

HDAV detectado pela análise metagenômica em espécies arbóreas no Distrito Federal  

A análise genômica juntamente com as tecnologias de sequenciamento de nova geração 

tem revolucionado os estudos genômicos em termos de tempo e eficácia. Essas metodologias 

têm proporcionado o sequenciamento de genomas inteiros, além de que, essa tecnologia tem 

revelado uma alta diversidade viral em diferentes ambientes (ROOSSINCK, 2012), entretanto 

grande maioria dessa diversidade é representada por vírus ainda desconhecidos (ROSARIO; 

BREITBART, 2011). Vários estudos têm mostrado a detecção viral em ambientes como fezes 

humanas (FINKBEINER et al., 2008), solo (WILLIAMSON et al., 2003) e plantas (ADAMS; 

KREUZE, 2009). 

Estudos envolvendo metagenômica e plataformas de sequenciamento de nova geração 

tem ajudado a compreender os vírus no ambiente, sua funcionalidade, como também realizar 

sua análise evolutiva (WILLIAMSON, 2011), entretanto a detecção viral em espécies arbóreas 

ainda é pouco explorada no Mundo e no Brasil. No Brasil, estudos de diversidade viral ocorrendo 

em sistemas naturais e em espécies arbóreas usadas para arborização é incipiente. De acordo 

com Roossinck (2012) um dos motivos para a falta de conhecimento sobre diversidade viral 

nestas espécies pode ser a falta de sintomas exibidos pelas plantas.  

Neste trabalho utilizando-se NGS detectou-se várias espécies virais classificadas 

basicamente em duas famílias de vírus: Caulimoviridae (gêneros Caulimovirus e Badnavirus) e 

Secoviridae (gêneros Fabavirus e Comovirus) (Tabela 4). Entretanto uma espécie 

provavelmente nova para a Ciência foi recuperada com maior sequência genômica (9.529 

nucleotídeos) e número de reads (8.724). Inicialmente esta sequência foi submetida a um 

BLASTX quando comparados contra um banco de dados no GenBank. Após algumas análises 

filogenéticas essa espécie foi denominada como Hovenia dulcis associated virus (HDAV) (ordem 

Picornavirales). 

A ordem Picornavirales engloba espécies virais que apresentam ácido nucleicos do tipo 

ssRNA+, partículas com diâmetro variando entre 25 e 30 nm e um variado conjunto de 

hospedeiras que vão desde algas, vertebrados, invertebrados e plantas. Diferenças em 

hospedeiras, segmentação (mono ou bipartido) e organização genômica permitem a separação 

das cinco famílias classificadas nesta ordem (Dicistroviridae, Iflaviridae, Marnaviridae, 

Secoviridae e Picornaviridae) (ICTV, 2014) (KING et al., 2012; ICTV, 2014). 

Características das famílias e gêneros na ordem Picornavirales encontram-se listados 

abaixo. As informações sobre taxonomia foram extraídas de King et al. (2012) e ICTV (2014). 
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1- Dicistroviridae (gêneros Aparavirus, Cripavirus e Triatovirus): as espécies são 

caracterizadas pelo genoma monopartido, organização em 2 ORFs (Figura 7) e 

possuem insetos como hospedeiras. 

2- Iflaviridae (genêro Iflavirus): membros desta família são caracterizados por 

apresentarem genoma monopartido, que codifica uma única poliproteína. A 

região inicial é constituída por proteínas que codificam as proteínas capsidiais, já 

a região final é responsável por codificar as proteínas não estruturais Helicase, 

Protease e RNA dependente de RNA polimerase (HEL/PRO/POL) Figura 7.  

3- Marnaviridae (gênero Marnavirus): gênero monotípico que apresenta como 

espécie - tipo Heterosigma akashiwo RNA virus (LANG et al. 2004) e infecta 

algas. 

4- Secoviridae (subfamília Comovirinae gêneros - Comovirus, Fabavirus e 

Nepovirus e gêneros sem subfamília Cheravirus, Sadwavirus, Sequivirus, 

Torradovirus e Waikavirus). Os membros dessa família apresentam genoma 

monopartido (Sequivirus e Waikavirus) e bipartido (RNA 1 e RNA 2) Figura 7. 

Todos os membros da família são conhecidos por infectarem plantas. 

5- Picornaviridae (gêneros Aphthovirus, Avihepatovirus, Cardiovirus, Enterovirus, 

Erbovirus, Hepatovirus, Kobuvirus, Parechovirus, Sapelovirus, Senecavirus, 

Teschovirus e Tremovirus) (KING et al., 2012). Recentemente novos gêneros 

foram adicionados dentro dessa família são eles (Aquamavirus, Avisivirus, 

Cosavirus, Dicipivirus, Gallivirus, Hunnivirus, Kunsagivirus, Megrivirus, 

Mischivirus, Mosavirus, Oscivirus, Pasivirus, Passerivirus, Rosavirus, 

Sakobuvirus, Salivirus e Sicinivirus) (ICTV, 2014. Os gêneros descritos infectam 

os seguintes grupos de vertebrados: aves (13), humanos (9), suínos (4), bovinos 

(2), roedores (2) e equinos (1) entre outros. 
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Figura 7. Organização genômica dos membros da ordem Picornavirales. Hel - Helicase; Pro - 
Protease; RdRp - RNA polimerase dependente de RNA. Na extremidade 5’ os círculos 
representam a proteína VPg ligada covalentemente a essa extremidade; MP - proteína 
de movimento; Os quadrados em laranja representam os domínios para a capa proteica. 
Na extremidade 3’ A (n) - cauda Poli A. HaRNAV - Heterosigma akashiwo RNA virus; 
CrPV - Cricket paralysis virus; IFV - Infectious flacherie virus; RTSV - Rice tungro 
spherical virus; PYFV - Parsnip yellow fleck virus; SDV - Satsuma dwarf virus; CPMV - 
Cowpea mosaic virus; FMDV - Foot-and-mouth disease virus; AIV - Aichi virus. (*) 
espécie tipo de cada gênero. Fonte: GALL et al. (2008) adaptado. 

 

Hovenia dulcis associated virus (HDAV) apresentou 23% de identidade de nucleotídeos 

com uma espécie viral que infecta arroz: Rice tungro spherical virus - RTSV (gênero Waikavirus, 

e família Secoviridae). O gênero Waikavirus compreende três espécies virais que infectam 

plantas da família Poaceae (sorgo, trigo, milho, arroz e milheto) e Apiaceae (coentro e cicuta). 

Todas as espécies de Waikavirus são monopartidas com uma única ORF. O espécime estudado 

possui duas ORFS: ORF 1: apresenta 5.685 pb com os domínios helicase, protease e RNA 

dependente de RNA Polimerase (HEL/PRO/POL) e ORF 2: com 2.541pb e apresentando o 

domínio para a CP conforme representado na Figura 8.



 

66 

 

 

Figura 8. Organização genômica de Hovenia dulcis associated virus (HDAV) cuja sequência 
foi obtida por meio do sequenciamento NGS (Next Generation Sequencing).  

 

Observou-se ainda uma identidade de aminoácidos de 23% de HDAV com Cricket 

paralysis virus - CrPV (gênero Cripavirus e família Dicistroviridae). Esta família foi reconhecida 

por Mayo (2002) e é caracterizada por apresentar espécies com genoma monopartido contendo 

duas ORFs que codificam duas poliproteínas (Figura 7). A primeira está relacionada à replicação 

viral contendo os seguintes domínios conservados: HEL/PRO/POL. A segunda ORF é 

responsável por codificar a proteína capsidial. Na região 5' as espécies apresentam uma proteína 

VPg e uma cauda poli A na extremidade 3'.  

O genoma apresenta ainda uma estrutura composta de aproximadamente 200 

nucleotídeos denominada IRES localizada entre as duas ORFs, responsável por iniciar o 

processo de tradução, independente da ação dos fatores de transcrição (JAN; SARNOW, 2002). 

Nesta família, até o presente foram descritas 15 espécies distribuídas nos gêneros Aparavirus e 

Cripavirus (ICTV, 2014). Todas as espécies apresentam em comum insetos (artrópodes) como 

suas hospedeiras.  

O gênero Aparavirus é constituído por seis espécies que encontram-se listadas a seguir: 

Israeli acute paralysis virus - IAPV, Kashmir bee virus - KBV, Mud crab virus, Solenopsis invicta 

virus 1 - SINV 1, Taura syndrome virus - TSV, sendo a espécie Acute bee paralysis virus - ABPV, 

a espécie tipo desse grupo.  

O gênero Cripavirus é representado por nove espécies virais: RhPV, Aphid lethal 

paralysis virus - ALPV, Plautia stali intestine virus - PSIV, Black queen cell virus - BQCV, 

Drosophila C virus - DCV, Himetobi P virus - HiPV, Homalodisca coagulata virus 1 - HoCV-1, 

Triatoma virus - TrV, sendo a espécie tipo desse gênero o vírus CrPV. Maiores detalhes podem 

ser encontrados na revisãos de Booning (2009).  

A organização genômica de HDAV se assemelha com a organização genômica de 

membros de Dicistroviridae, entretanto conforme mencionado anteriormente, nesta família, todas 

as espécies descritas infectam insetos (GORDON, 2006; BONNING, 2009; ICTV, 2014). De 

acordo com Gildow (1990) existe um único relato de que Ropalosiphum padi virus, uma das nove 

espécies de Cripavirus, comumente relatada infectando afídeos foi detectada em Ropalosiphum 

padi apresentando transmissão vertical e horizontal na planta. Neste caso, análises filogenéticas 

http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0022283602010999
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realizadas comparando sequências de aminoácidos, coloca o RhPV próximo à família 

Dicistroviridae (KING et al., 1987), entretanto análises comparando com as sequências de RdRp 

colocam este vírus próximo ao gênero Comovirus (família Secoviridae) (MOON et al., 1998). 

Neste caso, postulou-se, inicialmente, a hipótese de que HDAV poderia ser acomodado 

na família Dicistroviridae, próximo a Cripavirus, entretanto a identidade de aminoácidos entre 

eles foi baixa.  

Além disso, análises filogenéticas seguindo os critérios para a ordem Picornavirales, que 

incluem comparações entre a PRO-POL posicionaram a espécie em estudo no mesmo segmento 

de origem da família Picornaviridae sugerindo um ancestral comum para os membros desta 

família e a espécie aqui estudada (Figura 9).  

Nessa figura a maioria dos ramos ficaram bem representados com valor maior de 50% 

de bootstrap, entretanto a árvore foi alinhada a fim de proporcionar melhor visualização e não 

apresentar informações sobre a quantidade de mudanças genéticas que podem ter ocorrido 

entre os organimos. 

   

Figura 9. Árvore filogenética, gerada entre os membros da ordem Picornavirales e a 
espécie Hovenia dulcis associated virus (HDAV) detectada por NGS (Next 
Generation Sequencing). Para a construção da árvore foi utilizado os 
domínios (PRO/POL - protease/polimerase), derivada do método de 
Máxima Verossimilhança implementado no algaritmo Fastree e valor de 
bootstrap com 1000 replicatas. Os ramos em rosa representam: 
Dicistroviridae, em laranja família: Iflaviridae, em azul família: Marnaviridae, 
em amarelo a família: Picornaviridae e em verde família: Secoviridae. Os 
acessos e acrônimos encontram-se na Tabela 3.
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A espécie aqui relatada compartilha várias características com os membros da ordem 

Picornavirales (vírus de RNA fita simples, senso positivo), incluindo a organização genômica que 

apresenta uma região conservada com os seguintes domínios HEL/PRO/POL (KING et al., 

2012). Possivelmente essa espécie apresenta um sítio catalítico na região 3C protease que mais 

se aproxima a uma serina que uma cisteína. De acordo com Gall et al. (2008) diferentes famílias 

na ordem Picornavirales, assim como famílias próximas aos picornavirus podem ser separadas 

de acordo com várias características. Dentre elas podemos citar serina (família Marnaviridae) e 

os demais representantes da ordem apresentam cisteína. A espécie aqui estudada possui serina 

e não cisteína (CULLEY et al., 2005), ao contrário dos outros membros desta ordem que 

apresentam uma cisteína na região da PRO. 

A árvore filogenética revelou que a espécie detectada Hovenia dulcis associated virus 

apresenta características inerentes e que não se agrupa com nenhum gênero dentro da ordem 

Picornavirales e que, possivelmente, esta espécie (HDAV) esteja utilizando as plantas como 

possível hospedeira. Desta forma, fica claro que este trabalho mostra a necessidade de obter 

mais informações sobre essa nova espécie.  

3.3 Detecção de Hovenia dulcis associated virus (HDAV) nas espécies arbóreas 

coletadas no viveiro II Companhia Urbanizadora da Nova Capital do Brasil (NOVACAP) 

O ácido nucleico (RNA total) foi extraído individualmente de todas as amostras. Primers 

específicos (HDAVF e HDAVR) foram sintetizados e realizou-se RT-PCR para cada uma das 60 

amostras, para três amostras de três espécies botânicas distintas (bolsa de pastor - Zeyheria 

tuberculosa, pau santo - Kielmeyera variabilis e uva do Pará - Hovenia dulcis houve amplificação 

de fragmento de 803 pb (Figura 10A), entretanto após clivagem com BglII, apenas a amostra 

uva do Pará mostrou os fragmentos de 500 e 300 pb como resultado da digestão (Figura 10B). 
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Figura 10 A-B. Resultado da RT- PCR para HDAV. Amostra positiva para Hovenia dulcis 
associated virus (HDAV). A - Gel de agarose a 1% após RT-PCR usando 

os primers HDAVF e HDAVR. (amplicón de 803 pares de base - pb) e 
B. Gel de agarose a 1% para verificar a digestão do amplicón de 803 pb 
com a enzima BgIII. Amostra 1. Uva do Pará (Hovenia dulcis), 2. Bolsa 
de Pastor - Zeyheria tuberculosa e 3. Pau Santo - Kielmeyera variabilis; 
4. Controle negativo. M: marcador 1 kb Ladder (Thermo Scientific).  

 

3.4 Confirmação da clonagem do amplicón proveniente da RT- PCR de Hovenia 

dulcis associated virus em pGEM-T Easy 

A clonagem do pGEM-T Easy- HDAV 803 foi confirmada em gel de agarose a 1% 

(Figura 11A) mediante digestão com Eco RI. Uma digestão com BgIII também foi realizada 

após PCR com primers para HDAV visando confirmar o clone Figura 11B.  

 

Figura 11A-B. Confirmação do clone pGeM-T Easy- HDAV 803. A. 
Gel de agarose a 1% com digestão com EcoRI para 
confirmar a clonagem do amplicón de 803 pb em 
vetor pGEM-T Easy. B. Fragmento obtidos após PCR 
usando primers para Hovenia dulcis associated virus 
- HDAV (M: marcador 1 kb Ladder (Thermo 
Scientific). Amostras: 1 e 2 Uva do Pará (Hovenia 
dulcis). 
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Após o sequenciamento Sanger das amostras que foram clonadas, observou-se que 

os fragmentos foram alinhados com a sequência da ORF 2 do HDAV (Figura 12). Esse 

resultado confirma a presença do HDAV em uva do Pará, visto que, a região utilizada para a 

clonagem apresentava um fragmento da sequência gerada por NGS. Esforços serão 

concentrados para a produção de clone infeccioso desta espécie viral visando determinar suas 

hospedeiras.  

 

 

Figura 12. Alinhamento dos fragmentos oriundos do sequenciamento Sanger com a sequência 
do HDAV proveniente do NGS (Next Generation Sequencing).

 

3.5 RCA (Rolling Circle Amplification) e PCR (Polymerase Chain Reaction) para 

testes de detecção de espécies virais de DNA.  

A RCA realizada em todas as amostras coletadas que foram utilizadas nesse estudo 

mostrou a presença de DNA circular, como mostra a Figura 13, que está representada apenas 

por seis das sessenta amostras. Com essa técnica é possível aumentar a concentração de DNA 

circular presente nestas amostras, tornando a PCR mais sensível para a detecção de espécies 

virais que apresentam genoma circular, como espécies de Begomovirus (Família Geminiviridae), 

Babuvirus (MANSOOR, et al., 2005) e Nanovirus (família Nanoviridae) (GRIGORAS et al., 2010).  

Nesse estudo não houve reação positiva na PCR quando utilizou-se primers para a 

detecção de Begomovirus realizada nas amostras coletadas. No entanto o produto de cada 

reação de RCA foi submetido a ação da enzima de digestão MSPI para verificação de padrão de 

fragmentos. Cinco tipos de padrões foram observados com tamanhos variando entre 1,7 kb e 2,6 

kb o que pode corresponder a genomas de membros da família Geminiviridae. 

 Os resultados até aqui obtidos mostram a necessidade de mais estudos para detectar 

outras espécies virais com genoma de DNA circular, por isso, amostras de RCA foram unificadas 

formando um único pool e serão enviadas para sequenciamento Illumina Hiseq futuramente.  

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC1850404/
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Conclusões Gerais  

 

 Em uva do Pará (Hovenia dulcis) foi detectada uma possível espécie nova 

denominada inicialmente Hovenia dulcis associated virus - HDAV, para a qual se 

propõe uma nova família dentro da ordem Picornavirales. 

 As espécies Cowpea mild mottle virus - CPMMV (gênero Carlavirus e família 

Betaflexiviridae), Eupatorium vein clearing virus e Strawberry vein banding virus - 

SVBV (gênero Caulimovirus e família Caulimoviridae), Cowpea severe mosaic virus 

- CPSMV (gênero Comovirus e família Secoviridae), Broad bean wilt virus - BBWV e 

Mikania micrantha mosaic virus - MMMV (gênero Fabavirus e família Secoviridae) 

também foram detectadas. 
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