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RESUMO

O inhame (Dioscorea spp.) tem sido afetado por a varios problemas
fitossanitarios, que se manifestam na lavoura e durante o transporte e/ou
armazenamento. E uma cultura de elevada importancia sécio-econémica para a
regido Nordeste do Brasil, inclusive com potencial de expanséo via exportacdo de
tuberas, especialmente para a Europa. Foi efetuada uma avaliacdo do
desenvolvimento de doencas e pragas em importantes areas produtoras, bem como
um estudo da qualidade do material de propagacao utilizado pelos produtores.
Foram visitados sete municipios de Pernambuco e trés da Paraiba, totalizando 30
propriedades. Para avaliacdo da ocorréncia das doencas da parte aérea e danos
causados por lagarta, foram marcadas em cada campo, 5 fileiras de 10 plantas e
mais 30 plantas, escolhidas aleatoriamente, para andlise de viroses, as quais foram
avaliadas um més antes e no periodo da colheita. Para extracdo dos nematéides foi
usado método de centrifugacdo rapida associadoao de Jenkins, os quais foram
identificados por suas estruturas observadas ao microscopio 6tico. Os fungos
detectados foram isolados e identificados e observando-se suas estruturas
reprodutivas. Para identificacdo dos virus foram efetuadas observacbes ao
microscoépio eletrénico de transmissao, teste “triple antibody sandwich enzyme-linked
immunosorbent assay” (TAS-ELISA), com anti-corpos policlonais e monoclonais
especificos para Yam mosaic virus (YMV), obtidos do IITA, Nigéria e reacado de

PCR (“polimerase chain reaction”) com oligonucleotideos degenerados para



deteccao de badnavirus e duplex reverse transcription (RT)-PCR com
oligonucleotideos especificos para YMV e Yam mild mosaic virus (YMMV). Os
produtos de PCR e RT-PCR foram purificados e sequenciados para validacdo dos
testes usados na deteccdo de badnavirus e identificagcdo dos potyvirus, por analise
comparativa com as sequéncias disponiveis no GenBank. Ficou comprovada a
ocorréncia de pinta preta, causada por Curvularia eragrostidis em todas as areas
estudadas, com maior intensidade na cv. Inhame-da-Costa do complexo D.
cayennensis-D. rotundata, enquanto que o ataque de lagarta das folhas
(Pseudoplusia 00), presente em todos 0os campos, teve maior severidade na cv. Séo
Tomé de D. alata. As tuberas-semente de ambas as espécies de inhame, coletadas
em cinco propriedades representativas das &reas de cultivo em Pernambuco e
Paraiba, ap6s 60 dias de armazenamento, apresentaram sérios problemas de
Podriddo Verde, causada por Penicillium sclerotigenum, cochonilhas (Planoccocus
sp.) e brocas das tuberas (Araecerus fasciculatus). Foram identificados os potyvirus
YMV e YMMV, ocorrendo em infec¢do simples e mista com badnavirus, constituindo-

se o primeiro registro detalhado com informacdes moleculares destes virus no Brasil.
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ABSTRACT

The yam (Dioscorea spp.) is affected by several diseases and pests occurring
in field and/or during transport and storage. It is a crop with a high social economic
importance in Northeast of Brazil, showing a good expansion potential by tuber
export, especially to Europe. An evaluation of disease and pest development in
important producing areas was undertaken, as well as a study on the quality of tuber
seed used by the growers. Visits to seven counties of Pernambuco and three of
Paraiba, totaling 30 farms were done. In order to evaluate the occurrence of diseases
and the damages caused by pests under field conditions, in each field five lines of 10
plants were marked, while for virus evaluation, 30 plants were randomly selected.
The plants were analyzed 30 days before and at the harvest day. The nematodes
were extracted by association the Jenkins method and identified by their structures
under light microscope. For fungus identification, isolation and inoculation were done
and the structures were observed under light microscope. For the viruses,
observation under electron microscopy, triple antibody sandwich enzyme-linked
immunosorbent assay” (TAS-ELISA), with polyclonal and monoclonal antibodies
specific to Yam mosaic virus (YMV), from IITA, Nigeria, and a polymerase chain
reaction (PCR) with degenerated primers for detecting badnavirus and duplex
reverse transcription (RT-PCR) with specific primers to YMV and Yam mild mosaic
virus (YMMV) were used. The PCR and RT-PCR products were purified and

sequenced in order to validate the tests used for detecting badnavirus and
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identification of the potyviruses by the comparative analyses of the sequences
available in the GenBank. It was observed the leaf spot caused by Curvularia
eragrostidis in all areas studied, with a higher intensity on cv. Inhame-da-Costa of D.
cayennensis-D. rotundata complex, whereas the damages caused by leaf worm
(Pseudoplusia 00), present in all fields, were higher on cv. Sdo Tomé of D. alata
plants. The seed tubers of both yam species, collected in five farms representative of
the growing areas of Pernambuco and Paraiba, after 60 days of storage, presented
serious problems of green rot caused by Penicilium sclerotigenum, mealybugs
(Planoccocus sp.) and tuber worms (Araecerus fasciculatus). It was identified the
potyviruses YMV and YMMV, occurring in single and mixed infections with
badnavirus, consisting the first detailed report with molecular information on these

viruses in Brazil.
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INTRODUCAO GERAL

Aspectos gerais da cultura do inhame

O inhame (Dioscorea spp.) € uma monocotiledénea, herbacea,
pertencente a familia Dioscoreaceae, cujo 6rgdo de reserva é conhecido
como tubera comercial ou simplesmente tubera. O género Dioscorea possui
cerca de 600 espécies originarias da Africa, Asia ou América do Sul
(COURSEY, 1976; SANTOS, 1996).

As espécies D. cayennensis Lam. e D. rotundata Poir.,
internacionalmente conhecidas como inhame amarelo (“yellow yam”) e
inhame branco (‘white yam”), originaram-se no continente africano
(COURSEY, 1976; AMUSA et al., 2000). Estas duas espécies tém sido
reunidas num complexo denominado D. cayennensis - D. rotundata
(MALAURIE et al., 1998). O Inhame-da-Costa ou Cara-da-Costa, cultivar
mais utilizada no Brasil, apresenta as caracteristicas do inhame branco e
pertence a este complexo, sendo referido como uma cv. de D. cayennensis
(SILVA, 1971; SANTOS, 1996; MOURA, 2005) ou de D. rotundata (PIO-
RIBEIRO et al., 2005; 2006).

Entre as espécies mais cultivadas que tiveram origem no continente
asiatico, destaca-se D. alata L. (AMUSA et al., 2000; MENEZES, 2002),
referida como inhame-agua (“water yam”), representada no Nordeste do

Brasil pela cv. Sdo Tomé (SANTOS, 1996).



Antes da introducé&o de outras culturas alimentares fornecedoras de
raizes, o inhame era a principal fonte de carboidratos para os povos da
Africa Ocidental e Central (OZEROL; MASSEY, 1984; CARMO, 2002;).
Atualmente, os maiores produtores de inhame s&o paises tropicais da Africa
Ocidental, principalmente Nigéria e Costa do Marfim, onde se concentram
91% do total que € produzido no mundo, 39.897.327 t/ano, com uma area
plantada de 4.438.362 ha. A Nigéria, sozinha, assume 70% do que se
produz mundialmente, acima de 26 milhdes t/ano, com uma produtividade
média de 19.553 kg/ha. Entretanto, paises como o Japao, que dispde de
maior nivel tecnoldégico, chegam a alcancar uma produtividade superior a
22.000 kg/ha (FAO, 2005).

Além de alimento humano, o género Dioscorea apresenta espécies
gue fornecem produtos de uso farmacoldgico e industrial, a exemplo de
contraceptivos orais e cosméticos (PEIXOTO NETO et al., 2000; MENDES,
2005; MOURA, 2005). O inhame medicinal D. floribunda Mart. et Gal. € uma
fonte importante de diosgenina, empregada na sintese da cortisona, e em
outros compostos de corticosterdides Uteis para tratamento alergénicos
(CARMO, 2002; MOURA, 2005). As propriedades de algumas espécies de
Dioscorea sao valiosas pela producdo de tanino, substancias anti-alérgicas,
sapogeninas esteroidais e alcaldides (COURSEY, 1976; PEDRALLI, 2003).

A producdo mundial dessa cultura aumentou em torno de 40% entre
1961 a 1999 (FAO, 2005), o que provavelmente se deu devido a

agroindustria farmacéutica que se tornou um campo do agronegdcio do



inhame, considerado bastante amplo que envolve a extracdo e uso dos
derivados da diosgenina (PEDRALLI, 2003).

O Brasil produz cerca de 230.000t de inhame anualmente com area
plantada de 25.000ha, ficando em segundo lugar em volume produzido na
América do Sul, ultrapassado apenas pela Colédmbia com 255.000t/ano
(FAO, 2005). Por ndo ser incluida no rol das culturas nobres, a exploracao
do inhame ndo €é contemplada nas politicas agricolas importantes,
apresentando caréncia de apoio técnico e de crédito, normalmente
destinados as monoculturas de produtos exportaveis (PEIXOTO NETO et
al., 2000; RITZINGER et al., 2003).

Apesar de ser referida no cardapio de diversas civilizagbes ao longo
dos séculos e estar presente desde o inicio da colonizacao brasileira sdo os
nordestinos quem, praticamente, assumem a demanda do inhame no Brasil.
Dessa forma, a regidao Nordeste apresenta-se como a maior produtora,
destacando-se os Estados de Alagoas, Bahia, Pernambuco e Paraiba onde
o inhame € normalmente cultivado, utilizando-se mao de obra familiar e
baixos niveis tecnolégicos, que ndo tem permitido alcancar produtividade
satisfatéria (SANTOS, 1996; MOURA, 2002; MENDES, 2005). Em muitos
casos, os produtores nao dispbem de capital suficiente para aquisicao de
terras férteis e utilizam equipamentos e maquinarios obsoletos. As novas
tecnologias que poderiam ser adotadas por produtores com este perfil
apresentam dificuldades na sua implementacdo, desde o alto custo, até o

fato dos possiveis usuarios serem destituidos de formacao e educacgao



tecnoldgica. Assim, usam seus proprios conhecimentos e ndo as praticas e
técnicas resultantes de pesquisa e novos conhecimentos provados pela
ciéncia (RITZINGER et al., 2003; SANTOS; MACEDO, 2006).

Embora seja considerada, na maioria dos casos, uma cultura de
subsisténcia, o inhame tem grande importancia socio-econémica no cenario
da agricultura familiar no Nordeste do Brasil, com um significativo potencial
de desenvolvimento, contribuindo para alimentacdo humana, beneficiando
populacdes carentes, além de ser fonte de renda para pequenos e meédios
produtores (MENDES, 2005; SANTOS; MACEDO, 2006). O destino da
producao varia de acordo com a qualidade do produto e da época do ano,
podendo abastecer varios estados do Nordeste e de outras regides, ou
ainda, seguir a rota da exportacdo. Da producédo brasileira de inhame
4.000t/ano, sdo exportadas, enquanto que outros paises sul-americanos
destinam sua producéo inteiramente ao mercado interno (FAO, 2005).
Dessa forma, esta cultura se destaca pelo seu alto valor comercial, com
forte potencial no agronegocio de exportacdo para Europa, especialmente,
Franca e Inglaterra e para os Estados Unidos (RITZINGER et al., 2003;
SANTOS; MACEDO, 2006). A maior dificuldade para comercializacdo do
inhame no exterior, basicamente esta no material de baixa qualidade
sanitaria e colheita precoce, resultando em produto inaceitavel para tal
demanda (PEIXOTO NETO et al., 2000; MENDES, 2005).

Em Pernambuco, as principais areas cultivadas encontram-se no

Litoral e Zonas da Mata Norte e Sul, tendo os municipios de Alianca,



Condado, Goiana, Igarassu, Itapissuma, Itambé, Barra de Guabiraba,
Bonito, Sairé e S&o Joaquim do Monte, 0s responsaveis pela maior parte da
producdo (VEIGA; MOURA; SENA 1970; CEAGESPE, 2002), e de onde se
verifica maior fluxo de exportacdo, tanto para outros Estados como para

outros paises (MELO, 1994; SANTOS; MACEDO, 2006).

Doencgas do inhame

Dentre os entraves enfrentados pelos produtores de inhame, tanto no
Brasil quanto nos demais paises produtores, estdo as elevadas perdas
devido as diversas doencgas que ocorrem no campo, reduzindo a producéo e
a qualidade do produto em pés-colheita, agravadas por condi¢cdes de
armazenamento e transporte inadequadas (MOURA; TEXEIRA, 1980;
MOURA, 2002; RITZINGER et al., 2003).

Entre as doencas, destacam-se as causadas por nematoides, fungos
e virus (RITZINGER et al., 2003; SANTOS; MACEDO, 2006). Sendo uma
cultura propagada vegetativamente, através de tuberas sementes, varios
agentes fitopatogénicos sobrevivem e se disseminam por esta via, sendo
comum o aciimulo de patdgenos em anos sucessivos (MOURA; COELHO;
PIO-RIBEIRO,1978; MENEZES, 2002).

No campo, os fungos que infectam o inhame, mais prevalentes em
nivel mundial sdo Curvularia eragrostidis (P. Henn) Mayer e Colletotrichum
sp. que causam a Queima e Antracnose, respectivamente, doencas da

parte aérea da planta, inicialmente com sintomas na forma de manchas



necréticas nas folhas. Com o desenvolvimento, a necrose atinge grande
parte ou toda a folhagem e ramos novos (MENEZES, 2002).

A podriddo verde, causada por Penicillium sclerotigenum Yam., é
outra doenca importante de natureza fungica, a qual ocorre em tuberas
colhidas especialmente, naquelas que sofreram ferimentos durante a
colheita e transporte e/ou apresenta danos causados por nematdides
(MENEZES, 2002; MOURA, 2002; RITZINGER et al., 2003; MOURA;
OLIVEIRA; TORRES, 2006; SANTOS; MACEDO, 2006).

A doenca conhecida como casca preta ou casca seca apresenta
grande importancia econémica na regido Nordeste (MOURA, 2002; 2005).
Os sintomas se manifestam no campo e continuam a se desenvolver
durante o armazenamento, sendo levado em consideracdo na classificacao
das tuberas comerciais, constituindo-se um dos principais fatores
responsaveis pela queda da qualidade. Esta doenca é causada por duas
espécies de nematdides. A primeira registrada no Brasil foi Scutellonema
bradys (Stainer e LeHew), Andrassy (MOURA; COELHO; PIO-RIBEIRO
1978; MOURA; TEIXEIRA, 1980), que tem sido observada na maior parte
do mundo onde se cultiva o inhame (MOURA, 2005; RITZINGER et al.,
2003). A segunda, Pratylenchus coffeae (Zimmermann) (Filipjev &
Stekhoven), atualmente é a mais frequentemente encontrada em campos
de cultivos comerciais na Regiao Nordeste do Brasil (MOURA, 2002).

Outras espécies de nematbides infectam o inhame tais como,

Meloydogine incognita (Kofoid & White) Chitwood; M. javanica (Treub.)



Chitwood e M. arenaria (Neal) Chitwood, sendo as duas primeiras de maior
predominancia em cultivos comerciais de Inhame-da-Costa no Nordeste
brasileiro (MOURA, 2002; RITZINGER et al.,, 2003). Segundo Moura,
(2005), em D. alata ndo ha registro de infeccdo por nematéide no Nordeste.
Contudo, recentemente foi detectada a ocorréncia de S. bradys nessa
espécie no Estado de Sédo Paulo (MOURA; OLIVEIRA; TORRES 2006).

Diversas viroses tém sido descritas na cultura do inhame causadas
por membros dos géneros Potyvirus, Badnavirus, Cucumovirus e
Potexvirus. Destacam-se pela importancia e distribuicdo geografica, os
potyvirus e badnavirus, ocorrendo em infeccbes simples e mistas
(MUNFORD; SEAL, 1997; PHILLIPS; BRUNT; HULL 1999; YANG et al.,
2003; ODU et al., 2006).

Através da analise de seqiéncias de aminoacidos de seis isolados do
Yam mosaic virus (YMV), Duterme et al. (1996) confirmaram este virus
como membro do género Potyvirus. Em estudo realizado com o YMV
(Isolado Ivory Coast) foi verificado que o RNA gendmico possui 9.608
nucleotideos (nt) e contém uma “open reading frame” (ORF) que codifica
para uma poliproteina de 3.103 aminoacidos. A regido 5 do YMV que
precede a ORF é de 134 nt enquanto que a regido 3' ndo traduzida (UTR)
possui 165 nt excluindo a poli A (ALEMAN et al., 1996; DUTERME et al.,
1996).

Um outro potyvirus, Yam mild mosaic virus (YMMV), foi encontrado

amplamente difundido em paises da Africa Ocidental (MUNFORD; SEAL,



1997). Em nivel mundial, as viroses causadas pelas espécies do género
Potyvirus tém acarretado importantes perdas econbmicas na cultura do
inhame (MALAURIE et al., 1998).

A presenca de badnavirus em Dioscorea spp. tem sido detectada por
Microscopia Eletrénica de Transmissédo (MET), teste sorolégico e molecular.
Embora se saiba que pelo menos duas espécies virais deste género
infectam o inhame, h& ainda necessidade de desenvolvimento de testes que
permitam identificar os isolados ao nivel de espécie, em trabalhos de rotina,
uma vez que somente com seqienciamento de todo o genoma viral tem
sido possivel distingui-las (SEAL; MULLER, 2007)

Apesar de existirem registros de virus na cultura ha bastante tempo
em outras partes do mundo, no Brasil, poucas informacfes encontram-se
disponiveis sobre as espécies que ocorrem em cultivos comerciais. O
primeiro relato foi feito por Avila et al., (1982), os quais detectaram a
presenca de um potyvirus na colecdo de germoplasma no Estado da Bahia,
0 que néo foi caracterizado por apresentar dificuldades na transmissao
mecanica e por insetos, tendo sido observadas, por microscopia eletrénica,
particulas e inclusdes tipicas de potyvirus. Recentemente, trabalhos
apresentados em Congressos de Fitopatologia, relatam a identificacdo das
espécies YMV e YMMV de potyvirus e a deteccdo de badnavirus em
inhame na regido Nordeste, ocorrendo em campos comerciais (BOARI et

al., 2005; ANDRADE et al., 2006; PIO-RIBEIRO, et al., 2005; 2006).
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Pragas do inhame

As pragas mais comumente encontradas na cultura do inhame sao:
lagartas da folhagem, brocas do caule e da tabera e cochonilhas, sendo que
as duas ultimas pragas ocorrem no armazenamento (RITZINGER et al.,
2003; SANTOS; MACEDO, 2006).

A lagarta da folhagem (Pseudoplusia oo Cramer) pertencente a
ordem Lepidéptera, familia Noctuidae, considerada principal praga do
inhame. Esse inseto apresenta coloracao verde-claro, medindo de 25 a
35mm de comprimento e possui uma linha clara, branco-amarelada em toda
a extensao lateral-mediana do corpo. Os cortes irregulares e arredondados
entre as nervuras do limbo foliar e pelo acumulo de excrementos de cor
negra, em forma de bolotas sobre as folhas, danos ocasionados na planta,
demonstram a presenca do inseto (RITZINGER et al.,, 2003). O adulto é
uma mariposa de habito noturno, de cor marrom pardacenta, com duas
manchas brancas e brilhantes, de formas irregulares e arredondadas, em
cada asa anterior (VEIGA; MOURA; SENA, 1970; RITZINGER et al., 2003).
As fémeas depositam os ovos sobre as folhas, as quais servem como
alimento durante o desenvolvimento das lagartas, produzindo orificios
irregulares, cortes e rendilhamento no limbo foliar, provocando sérios
prejuizos a cultura. O aparecimento das lagartas em campos de inhame
esta relacionado ao periodo de chuvas, ocorrendo tanto nos cultivos nao
irrigados como nos campos com irrigacao por aspersao. O ataque dessa

praga causa reducédo do limbo foliar, alterando a fotossintese, e
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consequentemente menor desenvolvimento das tuberas e baixa
produtividade (GARRIDO; JESUS; SOARES, 2003; RITZINGER et al.,
2003).

Outra praga que ataca o inhame € a broca do caule Xystus arnoldi
(Kirby), que teve a primeira constatacdo na cultura no Estado da Paraiba e
a broca da tubera, Araecerus fasciculatus (Degeer) (EMEHUTE; ECHENDU,
1992) sendo esta ultima praga de armazenamento. A ocorréncia dessas
pragas nos cultivos conduzidos na mesorregiao da Mata Paraibana, zona
produtora dessa dioscoreacea ndo € muito comum (SANTOS, 2006). O
adulto da broca do caule é um pequeno besouro de coloracdo preto
brilhante com aproximadamente 4mm de comprimento e 3,5mm de largura.
Os machos apresentam um par de espinhos prosternais, recurvados e
pontiagudos e uma profunda cavidade de 0,5mm de diametro entre as duas
patas anteriores. A larva da broca € de cor branco-leitosa, com cabeca
escura e apresentando fortes mandibulas bem desenvolvidas (PEIXOTO
NETO et. al., 2000; SANTOS, 2006). Quando ocorre 0 atague dessa praga,
observa-se 0 secamento progressivo do ramo principal acima do colo,
comprometendo o crescimento e acarretando a morte da planta (SANTOS,

2006).

Identificacdo de pragas do inhame e diagnose de doencas
A identificacdo de pragas, de forma geral, € realizada a partir da

coleta de insetos e acaros com uso de armadilhas, seguindo-se da



12

montagem indicada na literatura para familia ou ordem. A avaliacao inicial é
realizada utilizando-se descricbes ja existentes e efetuando-se
comparacdes com exemplares depositados em colecdes entomoldgicas que
pertencam a instituicbes confidveis sem dispensar o uso das chaves de
identificacéo referidas para a ordem da praga encontrada (GALLO et al.,
2002).

A diagnose precisa de uma doenca € um requisito essencial para a
recomendacdo de medidas de controle. O ideal é que um teste diagndstico
proporcione resultados rapidos e precisos a baixo custo, o que geralmente
nao acontece na pratica, uma vez que, a rapidez e precisdo dos testes,
geralmente, sdo inversamente proporcionais ao seu custo (ZERBINI;
CARVALHO; ZAMBOLIM, 2002).

Para identificacdo de fungos, bactérias, fitoplasmas e nematdéides os
métodos classicos sdo importantes, sem descartar as ferramentas
modernas, especialmente aquelas advindas com a Biologia Molecular. Em
trabalhos de rotina, as observactes dos sintomas e sinais sao suficientes
para uma diagnose segura de muitas doencas, especialmente as causadas
por fungos e nematdides, embora o isolamento e inoculacdo em
hospedeiros susceptiveis sejam necessarios em determinados casos,
fazendo com que a diagnose leve dias ou semanas para ser efetuada
(SOUTO; TESSMAN; NUNES, 2000). Muitas vezes, preferem-se testes
como os sorologicos e moleculares que proporcionam, em geral, respostas

rapidas (04 a 24 horas) e precisas, apesar dos custos bem mais elevados.
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Estes sdo especialmente indicados para os casos de fitobacterioses e
fitoviroses em trabalhos de rotina e, em especial, quando se trata de
espécie nova ou pouco conhecida, para se fazer uma identificacdo de forma
segura e, se necessario, adocdo de uma nova nomenclatura (SOUTO;
TESSMAN; NUNES, 2000; ZERBINI; CARVALHO; ZAMBOLIM, 2002).

Os testes mais comumente empregados para a diagnose das
fitoviroses podem ser divididos em trés grupos: a) biolégicos baseados nas
propriedades bioldgicas dos virus, como morfologia da particula e gama de
hospedeiros; b) sorolégicos, com base na deteccéo da proteina capsidial do
virus; c) testes moleculares, os quais sdo fundamentados na deteccao e/ou
analise do acido nucléico viral. Os testes biologicos podem auxiliar em
diagnose de rotina, porém, normalmente se usa um conjunto de métodos
guando se deseja uma informacdo mais precisa (ZERBINI; CARVALHO;
ZAMBOLIM, 2002).

Com o desenvolvimento da Biologia Molecular, varias técnicas foram
evidenciadas como ferramenta auxiliar para identificacdo de fitopatdgenos,
0 que elevou consideravelmente a eficiéncia e seguranca principalmente no
gue diz respeito a taxonomia e classificacdo (ZERBINI; CARVALHO;
ZAMBOLIM, 2002). Por meio dos estudos moleculares € possivel detectar
individuos e suas diferencas que muitas vezes sao causadas por alteracdes
de um unico par de bases, tendo aplicacdes imediatas na identificacdo e
caracterizacdo de linhagens e genétipos (SOUTO; TESSMAN; NUNES,

2000).
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Em inhame, a visualizacdo dos sinais do patégeno, constituidos por
particulas e inclusdes virais, efetuada através da observacdo ao MET, é
considerada uma ferramenta importante, especialmente, quando nao se
dispde de anti-soros ou “primers” especificos para realizacdo de testes
sorolégicos e PCR (“Polymerase Chain Reaction”), respectivamente. Com a
diagnose efetuada apenas com a visualizacdo das particulas e/ou inclusdes
virais, se pode chegar ao conhecimento do género a que pertence o isolado
em estudo, uma vez que todas as espécies pertencentes a um determinado
género possuem a mesma morfologia (ZERBINI; CARVALHO; ZAMBOLIM,
2002). Analise ao MET também tem sido usada, para indexacado de material
de micropropagacdo quando se quer confirmar a auséncia de virus
(LAWSON et al., 1973; WATERWORTH; LAWSON; KAHN, 1974).

A analise de gama de hospedeiros € um método biolégico que consiste
na inoculacdo do isolado viral em plantas de uma série de espécies ou
variedades botanicas ou cultivares, ditas indicadoras, e observacdo das
reacdes de cada uma delas. A diagnose € realizada comparando o0s
sintomas observados com aqueles relatados na literatura (ZERBINI;
CARVALHO; ZAMBOLIM, 2002). Em inhame, apesar de ter sido usado em
varios trabalhos, este método ndo tém mostrado resultados satisfatérios
devido as dificuldades apresentadas pelos virus que infectam esta cultura
em serem transmitidos experimentalmente, seja por inoculagdo mecéanica,

seja com uso de vetores (PIO-RIBEIRO et al., 2006).
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O método soroldgico “enzyme-linked immunosorbent assay” (ELISA)

€ um teste de imunoadsorcdo que emprega uma enzima ligada ao
anticorpo, a qual confere maior sensibilidade, pela reacdo com o substrato
nas amostras em que ocorre a reacdo sorologica. Este teste é capaz de
identificar cerca de 100pg de antigeno em uma amostra, enquanto a dupla
difusdo em A&gar exige mais que 2 pg de antigeno para a deteccdo
(ALMEIDA, 2001; ZERBINI; CARVALHO; ZAMBOLIM, 2002). Em inhame, o
uso do teste ELISA para detectar e identificar virus tem diminuido, pela
dificuldade de obtencéo de anti-soros especificos de boa qualidade.

Através das técnicas de PCR e RT-PCR, que consistem na
amplificacdo de sequéncias DNA e cDNA, respectivamente, se atinge uma
grande seletividade, sensibilidade e rapidez adequadas para deteccdo e
identificacdo de fitovirus (SOUTO; TESSMAN; NUNES, 2000; ZERBINI;
CARVALHO; ZAMBOLIM, 2002). Por outro lado, o sequenciamento do
produto da PCR ou da RT-PCR permite a validacdo da técnica como
método de diagnose, o que pode ser também obtido com hibridizacdo de
acido nucléico, usando-se sondas quentes ou frias (MOWAT; DAWSON,
1987; ZERBINI; CARVALHO; ZAMBOLIM, 2002). Na cultura do inhame,
PCR e RT-PCR tém sido as técnicas preferidas para identificacdo dos virus
e diagnose das fitoviroses (MUNFORD; SEAL, 1997; YANG et al., 2003;

ANDRADE et al., 2006; PIO-RIBEIRO et al., 2006).

O presente trabalho teve como objetivo elaborar um diagndstico dos
problemas fitossanitarios de areas produtoras de inhame em Pernambuco

e Paraiba e caracterizar isolados virais obtidos desses Estados e da Bahia.
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CAPITULO I

Analise dos principais problemas fitossanitarios
do inhame em Pernambuco e Paraiba
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RESUMO

Visando avaliar a qualidade do material de propagacao de inhame
(Dioscorea spp.) utilizado nos Estados de Pernambuco e Paraiba e a
ocorréncia de doencas e pragas, foram realizadas visitas a 30 propriedades
para analise de 80 plantas em cada uma, um més antes e no periodo da
colheita. Para a identificacdo dos fitonematdides foram observadas as
estruturas de espécimes extraidas com a coleta de 10g de casca, utilizando-
se a associacdo da técnica da maceracao rapida em liquidificador, flotacédo
centrifuga com o meétodo de Jenkins. Para os fungos, isolamento e
observacdo das estruturas e, para 0s virus, os testes “triple antibodies
sandwich enzyme-linked immunosorbent assay” (TAS-ELISA), com
anticorpos policlonais e monoclonais especificos para Yam mosaic virus,
“polimerase chain reaction” (PCR) com oligonucleotideos degenerados para
deteccdo de badnavirus e duplex “reverse transcription PCR” (RT-PCR),
com oligonucleotideos especificos para YMV e Yam mild mosaic virus
(YMMV). A pinta preta (Curvularia eragrostidis) e a lagarta da folha
(Pseudoplusia oo) foram detectadas em todas as areas de cultivo com maior
frequéncia na cv. Inhame-da-Costa do complexo D. cayennensis-D.

rotundata e D. alata, respectivamente. Em ambas as espécies de inhame,
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observaram-se Meloidogyne spp. e 0s agentes da casca preta Pratylenchus
coffeae (espécie prevalente) e Scutellonema bradys. Foi detectado
badnavirus em infeccédo simples e mista com YMV and YMMV. Em tuberas-
semente detectou-se a podridao verde (Penicillium sclerotigenum) em 80 e
60% das propriedades na cv. Inhame-da-Costa e na cv. Sdo Tomé,
respectivamente. Notificou-se também a broca das tuberas (Araecerus
fasciculatus) e cochonilhas (Planoccocus sp.) em material de propagacéao

armazenado oriundos das areas estudadas.

Palavras-chave adicionais: Dioscorea, Yam mosaic virus, Yam mild mosaic

virus, badnavirus, potyvirus

ABSTRACT

In order to evaluate the quality of the propagative material of yam
(Dioscorea spp.) used in the states o Pernambuco and Paraiba and the
development of diseases and pests, 30 farms were visited to analyse in each
one plants the insect damages and the diseases of the aerial part on 80, a
month before and at the harvest day. For nematode identification the
structures of specimens extracted by the Jenkins methods were observed;
for the fungi, isolation and structure observation and, for the viruses, the
tests triple antibodies sandwich enzyme-linked immunosorbent assay (TAS-
ELISA), with polyclonal and monoclonal antibodies specific for Yam mosaic
virus, polymerase chain reaction (PCR) with degenerated primers for
detecting badnavirus and duplex reverse transcription PCR (RT-PCR), with
primers specific for YMV e Yam mild mosaic virus (YMMV) were used. Leaf
spot (Curvularia eragrostidis) and leaf worm (Pseudoplusia 00) were

detected in all growing areas, with higher frequency on cv. Inhame-da-Costa
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of D. cayennensis-D.rotundata complex and cv. Sdo Tomé of D. alata,
respectively. In both yam species it was observed Meloidogyne spp. and the
agents of dry rot Pratylenchus coffea (prevalent specie) and Scutellonema
bradys. It was detected badnavirus in single and mixed infections with YMV
and YMMV. In seed tubers it was detected the green rot (Penicillium
sclerotigenum) in 80 and 60% of the farms on cv. Inhame-da-Costa and Sao
Tomé, respectively. It was registered the tuber worm (Araecerus
fasciculatus) and the mealy bugs (Planoccocus sp.) in storaged propagative

materials from all studied areas.

Additional key words: Dioscorea spp., Yam mosaic virus, Yam mild mosaic

virus, badnavirus, potyvirus

INTRODUCAO

O inhame (Dioscorea spp.) € uma planta trepadeira, monocotiledénea
da familia Dioscoreaceae. Cerca de 600 espécies desse género ja foram
descritas, destacando-se entre elas D. rotundata Poir., D. alata L., D.
cayennensis Lam., D. esculenta (Lour.) Burk. e D. trifida L. por produzirem
tuberas comestiveis (Santos, 1996; Garrido et al., 2003).

A cultura do inhame tem grande importancia socio-econémica no
Nordeste brasileiro por participar fortemente da base alimentar de
populacdes rurais e urbanas (Mendes, 2005; Santos & Macédo, 2006),

constituindo-se alimento energético, com elevado teor de carboidrato, além



86

87

88

89

90

91

92

93

94

95

96

97

98

9

100

101

102

103

104

105

106

107

108

109

110

28

de fonte de vitaminas e sais minerais (Santos, 1996; Menezes, 2002;
Ritzinger et al., 2003; Mendes, 2005; Santos & Macédo, 2006).

Vérios Estados brasileiros produzem inhame, com areas de cultivo
variadas, estando mais concentradas no Nordeste, sendo Pernambuco e
Paraiba os maiores produtores (Moura, 2002). Nessa regido, a cultivar
Inhame-da-Costa, do complexo D. cayennensis-D. rotundata, € a mais
plantada e a cv. Sdo Tomé de D. alata L. é usada para plantio em menor
escala, apresentando forte potencial para expansdo, por proporcionar
elevada rentabilidade. Essas espécies se desenvolvem de forma satisfatéria
em clima tropical quente e umido (Garrido et al., 2003; Ritzinger et al., 2003;
Moura et al., 2006).

O plantio de inhame no Estado de Pernambuco apresenta maior
concentracdo nas regides Agreste e Zona da Mata, especialmente, nos
municipios de Alianca, Bonito, Condado, Goiana, Sairé e Sao Joaquim do
Monte. Na Paraiba, os principais municipios produtores sdo Alhandra,
Conde e Santa Rita, que se localizam na regido litoranea (Santos, 1996,
2006).

No cultivo comercial do inhame o plantio é realizado utilizando-se
normalmente tdberas-sementes ou segmentos de tuberas comerciais
(Santos, 1996). Esse método de propagacao vegetativa, associado ao baixo
nivel tecnolégico empregado, em geral, favorece a sobrevivéncia, acumulo e
disseminacao de patdgenos e pragas que podem ser introduzidas em areas
isentas, via material de propagacéo (Menezes, 2002; Oliveira et al., 2006).

O manejo desta olericula, da maneira que € conduzido pelos

produtores nordestinos, contribui decisivamente para baixa produtividade e
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gualidade das tuberas comerciais. O uso de tuberas-semente infectadas
compromete os plantios subseqguentes, constituindo-se principal fator
limitante para a producdo da cultura (Santos, 1996; Peixoto Neto et. al.,
2000; Moura et al., 2006; Oliveira et al., 2006).

Durante a fase de desenvolvimento da planta do inhame verifica-se a
ocorréncia de pragas e varios patdégenos de natureza flngica e viral entre
os fungos ja relatados em nivel mundial encontram-se Curvularia
eragrostidis (P. Henn) Mayer, Colletotrichum gloeosporioides Penz. Sacc.,
Pestalotia sp. e Rhizoctonia solani Kuhn. (Amusa et al., 2000). A lagarta da
folhagem (Pseudoplusia o0o) Cramer, da ordem Lepidoptera, familia
Noctuidae € considerada a principal praga da cultura. Outra praga que
também ataca a planta do inhame éa broca do caule (Xystus arnoldi Kirby),
gue teve a primeira constatacdo na cultura no Estado da Paraiba (Santos,
2006), O adulto da broca do caule € um pequeno besouro de coloracéo
preto brilhante, que provoca o secamento progressivo do ramo principal
acima do colo, comprometendo o crescimento da planta, podendo acarretar
a morte (Ritzinger et al., 2003).

As viroses causadas pelos Yam mosaic virus (YMV), um potyvirus de
grande importancia para o inhame (Aleman et al., 1996) Yam mild mosaic
virus (YMMV), Dioscorea alata baciliform virus (DaBV) (Phillips et al., 1999),
Cucumber mosaic virus (CMV) que, dependendo das condi¢cdes da cultura e
da espécie viral, pode chegar a ocasionar perdas acima de 40% na
producao (Pio-Ribeiro et al., 2005; 2006; Andrade et al., 2006).

Dentre as doengas e pragas que causam reducdo na qualidade das

tuberas comerciais e tuberas-sementes ressaltam-se: a praga de
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armazenamento, conhecida como broca da tubera Araecerus fasciculatus
(Degeer) (Emehute & Echendu, 1992); as fitonematoses casca preta,
causada por Scutellonema bradys (Stainer & LeHew) Andrassy, (Amusa et
al.,, 2003) e Prathylenchus coffeae (Filipjev & Stekhoven) (Oliveira et al.,
2006) e a meloidoginose causada por Meloidogyne spp.; a podriddo verde
gue tem como agente Penicillium sclerotigenum Yam. (Oliveira et al., 2006).
A identificacdo da praga e a diagnose segura da doenca em qualquer
cultura € de fundamental importancia para se determinar as medidas
necessarias para se atingir um controle eficaz. Atualmente, as técnicas de
diagnose, usando-se métodos moleculares tém sido bastante indicadas,
especialmente para as viroses, por proporcionar resultados precisos. No
entanto, existem casos em que ndo se podem dispensar estudos biolégicos
e métodos classicos como o uso de microscopio eletrénico para
visualizac¢do das particulas virais (Souto et al., 2000; Azevedo et al., 2003).
O presente trabalho teve como objetivo analisar nos Estados de
Pernambuco e Paraiba a qualidade do material propagativo usado pelos
produtores de inhame e a ocorréncia dos principais agentes de doencas e
pragas em areas de produgcdo comercial e em armazenamento de tuberas-

sementes.
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MATERIAL E METODOS

O trabalho foi conduzido em areas de producédo comercial de inhame
em Pernambuco e Paraiba e nos Laboratérios de Fitonematologia,
Fitovirologia e Fitopatologia Molecular do Departamento de Agronomia da
Universidade Federal Rural de Pernambuco e no Nucleo de Apoio a
Pesquisa em Microscopia Eletrbnica aplicada a Pesquisa Agropecuaria
NAP/MEPA, ESALQ/USP.

Para verificacdo da ocorréncia de pragas e patdgenos nas areas
produtoras de inhame, 10 municipios foram visitados em Pernambuco e
Paraiba, sendo sete no primeiro Estado e trés no segundo, perfazendo um
total de 30 propriedades, onde foram coletadas amostras foliares e/ou
tuberas-semente e comerciais. Em cada campo selecionado, foram
marcadas 50 plantas, (cinco linhas aleatérias com 10 plantas cada), para
analisar ocorréncia de pragas, fungos e nematoides fitopatogénicos. Para
avaliacdo de infeccao viral, mais 30 plantas foram marcadas, escolhidas
aleatoriamente (sendo 10 com sintomas intensos, 10 com poucos sintomas
e 10 assintomaticas) (Figura 1 A — E).

Em relacdo as pragas, foram avaliados no campo os danos causados
pela alimentacao de insetos nas folhas do inhame na forma de perfuracdes
e observando-se a presenca de lagartas. A ocorréncia dos patdgenos foi
avaliada com base na sintomatologia um més antes e no periodo da
colheita, quando se registraram, além da presenca de manchas foliares, os

sintomas causados por nematdide nas tuberas na hora da capacao.
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Para analises laboratoriais dos principais patégenos que ocorreram
na lavoura e as pragas e o0s patdbgenos presentes durante o
armazenamento, foram coletadas folhas e tuberas-semente e/ou comerciais
da cv. Sdo Tomé de D. alata e a cv. Inhame-da-Costa do complexo D.
cayennensis-D. rotundata em cinco propriedades: uma de Sdo Joaquim do
Monte; uma de Goiana-PE; uma em Condado-PE e duas no municipio do
Conde-PB, representando as principais areas de producdo. Para a pinta
preta foram realizados isolamentos a partir de folhas com sintomas,
utilizando-se meio BDA. Apds sete dias foram realizadas medidas do
crescimento radial da colénia fungica com auxilio de régua milimetrada e
preparadas laminas para observacdo das estruturas e identificacdo do
patdgeno.

As tuberas foram incubadas em condi¢cfes de temperatura e umidade
iguais as utilizadas pelos produtores da regido em estudo, depositadas em
bandejas plasticas, previamente forradas com papel jornal e deixadas por
60 dias, periodo normal de armazenamento para quebra da dorméncia.

Apés o periodo de armazenamento, foram realizadas observacdes
visuais nas tuberas-semente para avaliar danos de infestacdo de
cochonilhas e perfuracbes e galerias causadas pela broca das tuberas
(Santos, 1996; Novo & Baptista, 1998).

Apoés o periodo de incubacdo, a presenca de P. sclerotigenum nas
tuberas foi determinada com base na observacédo visual do crescimento
fungico e retiradas amostras presente em cinco tuberas-semente, de cada
uma das propriedades estudadas, para isolamento e identificacdo do fungo,

usando-se o0 procedimento descrito para pinta preta. Realizou-se



205

206

207

208

209

210

211

212

213

214

215

216

217

218

219

220

221

222

223

224

225

226

227

228

229

33

visualizacdo da formacdo e coloracdo da colbnia em placa de Petri e
estrutura em lamina. Em seguida, foi efetuado teste de patogenicidade
realizando inoculacdo dos isolados, transferindo-se discos de meio BDA
com coldnia fungica para segmentos de tuberas sadias previamente feridas.
De trés isolados foram realizadas microculturas para preparacdo de
laminas, observacdo ao microscopio e registro fotogréfico.

Para quantificacdo dos nematdides nas tuberas-semente
armazenadas de cada propriedade, amostras de cinco tuberas da cv.
Inhame-da-Costa e da cv. Sdo Tomé foram processadas pelo método de
Jenkins (Jenkins, 1964) com adaptacéo, sendo a extracdo foi efetuada com
dez gramas de cada tubera trituradas em liquidificador e peneiradas em um
conjunto de peneiras de 200 sobre 500 Mesh do tipo “stand” seguida de
flotacdo centrifuga, os quais foram contados ao microscopio 6tico.

Para andlise de virus foram realizados 0s seguintes procedimentos:
cinco amostras de cada cultivar de inhame com sintomas intensos de
mosaico foram utilizadas para preparacdes do tipo “Leaf dip” e cortes
ultrafinos e observacdo ao Microscopio Eletronico de Transmissdo (MET);
teste “Triple antibody sandwich enzyme-linked immunosorbent assay” (TAS-
ELISA) com anticorpos policlonais e monoclonais contra YMV, adquiridos no
IITA, Nigéria; “Polymerase chain reaction” (PCR) para deteccdo de
badnavirus, no qual se utilizaram oligonucleotideos degenerados (Yang et
al, 2003) e duplex “reverse transcription PCR” (RT-PCR) para identificacdo
dos potyvirus com oligonucleotideos especificos para YMV e YMMV
(Munford & Seal, 1997). Os isolados usados para andlise de sequéncia

foram denominados usando a sigla do municipio de origem: Bonito (BON),
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Itapissuma (ITA), Quipapa (QUI), S&o Joaquim do Monte (SIJM) de

Pernambuco; Conde (CND) da Paraiba e Cruz das Almas (CRA) da Babhia.
Tanto para PCR como para RT-PCR foi empregado o método
cobertura (“Coating”) em substituicdo ao procedimento classico de extracdo
de RNA ou captura do virus com anticorpos. O procedimento de cobertura
consiste em maceracao do tecido com tampao carbonato, acrescido 1% de
PVP e de 2% de sulfito de sodio 1:10 (p/v), seguida de centrifugacdo a
6000g por 5 minutos a 4°C, transferéncia de aliquota de 25uL para tubos de
PCR e incubagdao por uma noite a 4°C. Finalmente conclui-se o
procedimento com duas lavagens com PBS-T esterilizado e uma vez com
agua Milli-q. Para os potyvirus utilizou-se Kit One Step RT-PCR e para
badnavirus a Tag-polymerase em PCR ambos da Invitrogen, seguindo

instrucdes do fabricante.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Foi verificada a ocorréncia de lagartas causando reducdo do limbo
foliar, alterando a area fotossintética e como consequéncia resultando em
pouco desenvolvimento das tuberas e baixa produtividade, conforme
descrito em Garrido et al. (2003) e Ritzinger et al. (2003). Entre as pragas
de armazenamento foram detectadas cochonilhas (Planoccocus sp.) e
brocas das tuberas (A. fasciculatus), comuns em condicbes quentes e
Umidas de armazenamento, locais geralmente usados por produtores da
regiao onde se cultiva inhame (Figura 2 A - E).

Foi detectada a presenca de C. eragrostidis espécie fungica que

infecta parte aérea (Figura 3A) nas trés areas fisiograficas visitadas dos
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Estados, com maior prevaléncia em areas de plantios mais adensados.
Estes resultados estado de acordo com os obtidos por Paula et al. 2000.

A presenca de P. sclerotigenum nas tuberas foi determinada baseada
na observacdo do crescimento fungico seguindo-se da reinoculacdo apos
sete dias, em fragmentos de tuberas sadias (Figura 3 B - D).

Para a cultivar Inhame-da-Costa foi constatada a presenca deste
fungo em 80% das propriedades e 60% na cv. SGo Tomé nas principais
areas produtoras.

Com os resultados obtidos nas andlises foi constatada a presenca de
nematdide causando infeccdo em ambas cultivares em todas as
propriedades. As espécies detectadas foram: Meloidogyne spp., S. bradys e
P. coffeae em Pernambuco e Paraiba, observando marcante predominancia
de P. coffeae. A esse respeito, Moura et al., 2002 mostram que, atualmente,
nas regides fisiograficas envolvidas no estudo tem ocorrido a substituicdo da
espécie S. bradys, comum no inhame, por P. coffeae (Figura 4 A - H).

Para virus, os testes TAS-ELISA e de microscopia eletrbnica de
transmissao (MET) revelaram a presenca de YMV em amostras da cv.
Inhame-da-Costa, oriundas de QUI, entretanto, ndo se obteve reacédo
positiva para amostras da cv. Sdo Tomé oriundo de Itapissuma, também
municipio pernambucano.

Os resultados obtidos através de analises do material em MET
concordam com os dados de estudos de Avila et al. (1982) e Pio-Ribeiro et
al. (2005, 2006), que demonstraram infeccdo em inhame causada por
potyvirus. Boari et al. (2005), usando a mesma ferramenta, registraram a

ocorréncia de potyvirus e badnavirus em inhame.
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A partir dos testes de PCR e RT-PCR identificou-se a espécie YMV,

YMMV e detectou-se badnavirus, nas trés regides estudadas e nas duas
cultivares nas areas de producdo comercial dos dois Estados. O
sequenciamento para potyvirus dos produtos de RT-PCR dos isolados virais
QUI, SIJM e CND confirmou a separacdo de duas espécies distintas deste
género infectando o inhame e com a obtencdo das sequéncias parciais para
badnavirus foi confirmado que os isolados QUI, CRA e ITA pertencem a
mesma espécie. Esses resultados estdo de acordo com os obtidos por Yang
et al. (2003), que estudaram os badnavirus em taro e inhame e Munford &
Seal (1997) que sequenciaram YMV e YMMV em inhame (Andrade et al.,

2006; Pio-Ribeiro et al., 2006).
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Figura 1. Plantas de inhame em campo exibindo sintomas causados por

virus. A- Sintoma de nanismo; B- Folha com mosaico intenso e
deformacgao foliar; C- Sintomas severos com distor¢cao foliar
intensa causados pela infecgao viral.

Figura 2. Plantas e tuberas de inhame com danos causados pelas pragas.

A- Forma jovem da lagarta da folhagem; B- Folhas com
perfuracdes da lagarta; C- Tubera apresentando cochonilhas; D -
E-Tuberas-semente com a broca da tubera e os respectivos
danos.

Figura 3. Sintomas em planta de inhame, tdbera, crescimento e estruturas

Figura 4.

de fungo. A- Pinta preta Curvularia eragrostidis e detalhe em
folha; B- Podridao verde Penicillium sclerotigenum em segmento
de tubera-semente; C- Crescimento em placa D- Estrutura do
patdgeno.

Espécies de nematdides e danos em tuberas-sementes e
comerciais. A- Scutellonema bradys; B e C- Inhame-da-Costa e
Sdo Tomé com dano de casca preta; D- Pratyllenchus coffeae;
E e F- Meloidogyne spp.; G e H- Tuberas-semente antes e
depois do armazenamento.
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RESUMO
Um isolado de Yam mosaic virus (YMV) e um de Yam mild mosaic virus
(YMMV), obtidos de inhame (Dioscorea spp.), previamente identificados por
RT-PCR e denominados QUI e ITA, foram inoculados mecanicamente em

plantas indicadoras das familias Chenopodiaceae, Leguminoseae e
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Solanaceae entre outras, sendo observados sintomas em Nicotiana
benthamiana e Gomphrena purpurea. Os mesmos isolados foram inoculados
em feijdo-caupi, amendoim, Emilia sonchifolia, G. purpurea, N. benthamiana e
N. glutinosa com Aphis gossypii e Toxoptera citricidus, ndo se obtendo a
transmissao viral e, por “leaf dip” e pelo método sorolégico de microscopia
eletrdnica, verificaram-se particulas e inclusdes tipicas de potyvirus em material
de ambos isolados. Das 135 amostras de tuberas-semente de D. alata e do
complexo D. cayennensis-D. rotundata coletadas em plantios comerciais, 90
plantadas em microparcelas e 45 em casa de vegetacao, estabeleceram-se 82
e 43, respectivamente, todas com sintomas semelhantes aos verificados no
campo. As amostras trazidas de campos e testadas por ELISA indireto, com
anti-soros contra Cucumber mosaic virus e Cowpea aphid-borne mosaic virus
nao apresentaram resultados positivos. Foi confirmada a identidade do
isolalado QUI como YMV por TAS-ELISA. Analisaram-se amostras de campos
comercias por PCR, para deteccdo de badnavirus com oligonucleotideos
degenerados e RT-PCR, para identificar YMV e YMMV, usando-se
oligonucleotideos especificos. Alguns produtos dessas reacbes foram
purificados, sequenciados e comparados com isolados de outros paises,
visando confirmar a ocorréncia das trés espécies virais em inhame na regido
Nordeste do Brasil. Verificaram-se, normalmente, mosaico severo juntamente
com deformacao foliar nas infeccbes mistas de potivirus com badnavirus e
sintomas suaves nas infec¢des simples.

Palavras-chave adicionais: Inhame, Yam mosaic virus, Yam mild mosaic

virus, badnavirus.
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ABSTRACT

Single and mixed infections caused by two Potyvirus Species and Badanavirus
in Dioscorea spp. in the Northeast of Brazil

An isolate of Yam mosaic virus (YMV) and one of Yam mild mosaic virus
(YMMV), obtained form yam (Dioscorea spp.), previously identified by RT-PCR
and called QUI and ITA were inoculated mechanically on indicator hosts of the
families Chenopodiaceae, Leguminoseae and Solanaceae, being observed
symptoms in Nicotiana benthamiana e Gomphrena purpurea. The same
isolates were inoculated on cowpea, peanut, Emilia sonchifolia, N. benthamiana
and N. glutinosa with Aphis gossypii and Toxoptera citricidus, showing negative
results. By leaf dip and immuno—electron microscopy it was observed particles
and inclusions bodies typical of the potyviruses, for both isolates. Out of 135
samples of seed tubers of D. alata e D. rotundata collected in commercial fields,
90 were planted in micro plots and 45 under greenhouse, being established 82
and 43 plants, respectively, all showing symptoms similar to those observed in
field. The samples from field analyzed by DAC-ELISA with antisera against
Cucumber mosaic virus e Cowpea aphid-borne mosaic virus did not present
positive results. It was confirmed the identity of the isolate QUI as YMV by TAS-
ELISA. Field samples were analyzed by PCR for detecting badnavirus, with
degenerated primers and RT-PCR for identification of the potyviruses YMV and
YMMV, with specific primers. Some products of these reactions were purified,

sequenced and compared with isolates of other countries in order to confirm the
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occurrence of these three viral species in yam in the Northeast region of Brazil.
Usually, it was verified strong mosaic and foliar distortion in mixed infection of
potyvirus with badnavirus and light symptoms in single infections.

Additional key words: Yam, Yam mosaic virus, Yam mild mosaic virus,

badnavirus.

INTRODUCAO

O inhame (Dioscorea spp.) € uma cultura que possui elevada importancia
sécio-econbmica, em especial nos paises em desenvolvimento situados nos
tropicos, sendo difundido e cultivado em maior escala na Africa, Caribe, Asia e
Oceania (Mendes, 2005; Santos & Macédo, 2006). Entre as raizes e tubérculos
usados na alimentcdo humana, o inhame tem destaque por fornecer para
populacdes rurais e urbanas, um produto de alto valor nutricional, consumido
cozido ou frito e ser uma excelente fonte de carboidratos, sais minerais e vitaminas
do complexo B, e ainda usado na fabricagdo de farinhas, bolos, tortas, doces e
salgados (Santos, 1996; Menezes, 2002; Mendes, 2005). Além das espécies de
Dioscorea, que produzem tuberas comestiveis, existem outras que sdo exploradas
para fabricacdo de cosmeéticos e contraceptivos, gracas aos seus constituintes

como 0s saponaceos e diosgenina (Pedralli, 2003; Santos & Macédo, 2006).

No Brasil, a cultivar mais utilizada € o Inhame-da-Costa (Moura, 2005;
Santos, 2006), pertencente a espécie D. rotundata Poir., comumente referida como
parte do complexo D. cayenensis Lam.-D. rotundata, espécies vulgarmente
conhecidas como inhame amarelo (“yellow yam”) e inhame branco (“white yam”),

respectivamente (Malaurie et al., 1998). Em segundo lugar encontra-se a cv. Sao-
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Tomé, da espécie D. alata L. (Moura, 2005), conhecida como inhame agua (“water

yam”) (Malaurie et al., 1998).

No Nordeste brasileiro tem crescido bastante a area plantada com inhame e
tem havido uma importante demanda para o mercado de exportacdo, contudo, 0s
produtores ndo tém conseguido atingir as metas das empresas de comércio
exterior, pricipalmente pela baixa qualidade do produto devido a problemas de

ordem fitossanitaria (Moura, 2002; Santos & Macédo, 2006).

Entre os diversos fatores limitantes da cultura do inhame encontram-se as
doencas, incluindo as de etiologia viral. Varias espécies pertencentes aos géneros
Potyvirus, Cucumovirus, Badnavirus e Potexvirus foram descritas em Dioscorea
spp. Duas espécies de Potyvirus, familia Potyviridae, estdo bem caracterizados, o
Yam mosaic virus (YMV) e o Yam mild mosaic virus (YMMV), sendo o YMV
considerado o virus mais importante e de maior distribuicdo geografica (Munford &
Seal, 1997). Com grande importancia para a cultura tem sido registrada, também,
a ocorréncia de virus do género Badnavirus, familia, Caulimoviridae, tanto em
infecgdo simples como mista com potyvirus (Yang et al., 2003; Boatri, et al., 2005;
Pio-Ribeiro et. al., 2005; Andrade et al., 2006). A propagacdo vegetativa, atraves
de tuberas-semente, utilizada na cultura do inhame facilita a sobrevivéncia,
disseminagcdo e o acumulo de agentes virais em cultivos sucessivos, tendo sido
observado 100% de plantas com sintomas a partir de material propagativo obtido

de plantios comerciais (Brilhante et al., 2005).

Nos estudos dos virus que infectam o inhame, visando a identificacdo ao
nivel de espécie e caracterizacdo de isolados, tem sido dado preferéncia aos

métodos moleculares, os quais apresentam grande sensibilidade e especificidade
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(Munford & Seal, 1997; Yang et al., 2003; Odu et al., 2004). Os testes soroldgicos,
embora sejam recomendados, 0 seu uso tem diminuido pela pouca disponibilidade
de anti-soros especificos. Ja os testes bioldégicos sdo mais ainda limitados porque
mesmo nosS casos em que os virus sdo transmitidos experimentalmente por
inoculacdo mecéanica e por vetores resultados positivos sdo conseguidos com

dificuldade. Para deteccéo e identificagdo ao nivel de género, particulas e

inclusbes virais tém sido observadas ao microscépio eletrénico de transmissao

(MET) (Avila et al., 1982; Boari, et al., 2005).

O presente trabalho teve como objetivo identificar e caracterizar isolados
virais obtidos da cv. Inhame-da-Costa e cv Sd&o Tomé em Pernambuco,

Paraiba e Bahia, usando-se métodos biolégicos, sorolégicos e moleculares.

MATERIAL E METODOS

Inoculacdo mecéanica em plantas indicadoras

Para estudo de gama de hospedeiros foram escolhidos os isolados de YMV
e YMMV, previamente identificados por RT-PCR (Pio-Ribbeiro, et al.,, 2006),
oriundos, repectivamente, de Quipapa-PE (QUI), da cv. Inhame-da-Costa e de
Itapissuma-PE (ITA), da cv. S&o Tomé. Procedeu-se a inoculacdo de oito a vinte
plantas das diferentes indicadoras pertencentes as familias Chenopodiacea,
Leguminoseae, Solanaceae, entre outras (Tabela 1). Amostras de folhas jovens de
inhame foram maceradas na presenca de solucdo tampédo fosfato de potéssio
(K:HPO4 + K;HPOy), 0,05M, (pH 7,0) com 0,1% sulfito de sodio. O extrato obtido
foi inoculado nas plantas-teste usando gaze, que estavam cobertas durante 24

horas antes da inoculacdo, previamente polvilhadas com Carborundum 400 Mesh.
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Para cada indicadora foi realizado o tratamento, semelhante a inoculacéo, de cinco
plantas-testemunha, usando-se apenas solucdo tampao. Foram realizadas leituras
periodicas de sintomas locais e sistémicos no periodo de quatro semanas, a partir
da inoculacdo. Por amostragem, foram realizados testes de PCR para deteccédo de

possiveis plantas infectadas de forma assintomatica.

Inoculacéo por afideos

Afideos das espécies Aphis gossypii Glov. e Toxoptera citricidus Kirk,
coletados respectivamente em algodoeiro (Gossypium sp.) e plantas citricas
(Citrus sp.), mantidos em jejum durante duas horas, foram colocados sobre a
superficie de folhas de inhame infectadas com os isolados QUI e ITA,
respectivamente, em placas de Petri, por um periodo de acesso em torno de cinco
horas e transferidos para plantas-teste (cinco insetos por planta) de feijdo-caupi
(Vigna unguiculata (L.) Walp.), amendoim (Arachis hypogaea L.), Emilia
sonchifolia, Nicotiana benthamiana e N. glutinosa. Para as plantas-testemunhas,
seguiu-se 0 mesmo procedimento, com acesso dos insetos em plantas sadias. As
leituras foram realizadas durante quatro semanas, com base na sintomatologia
comparando-se sempre com as testemunhas. Foi feita amostragem e realizado

teste de PCR para verificar se havia plantas infectadas de maneira assintomatica.

Técnica “leaf dip” e método soroldgico de microscopia eletronica

Para andlise usando-se “leaf dip” amostras foliares de inhame com os
isolados QUI e ITA foram cortadas em pequenos fragmentos, mergulhadas em

gotas de agua destilada para que as particulas virais entrassem em suspensao.
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Em seguida, as telinhas ou grades, cobertas com pelicula de Formvar, reforcada
com carbono, foram colocadas sobre a agua contendo o material, as quais
permaneceram em repouso por cinco minutos. Apds esse periodo, as mesmas
foram secas em papel filtro, contrastadas negativamente com acetato de uranila a
2% durante um minuto, lavadas com agua destilada, secas a temperatura
ambiente e organizadas em estojos apropriados e observadas ao MET no Nucleo
de Apoio a Pesquisa em Microscopia Eletrbnica Aplicada a Pesquisa Agropecuaria
- NAP/MEPA-ESALQ.

Para andlise usando-se o método sorolégico de microscopia eletrbnica,
telas revestidas com Formvar e Carbono foram imersas em gotas de anticorpos
contra YMV e na diluicdo de 1:500, durante 30 min e lavadas com solugéo
tampao TRIS. Amostras com o isaolado QUI foram maceradas em tampédo TRIS.
As telas tratadas com anti-soros foram colocadas sobre uma gota do extrato
vegetal, permanecendo por 4h em camara umida. Em seguida, foram lavadas com
dez gotas de solugédo tampé&o TRIS, coradas com acetato de uranila a 2%, lavadas
com agua destilada em jato continuo de uma pisseta durante vinte segundos e

colocadas para secar a temperatura ambiente e observada ao MET.

Andlises sorolégicas das plantas oriundas de campo comercial

Amostras da cv. Inhame-da-Costa e da cv. Sdo Tomé oriundas de cultivos
comerciais foram analisadas empregando-se Direct antigen coating ELISA (DAC-
ELISA), utilizando-se anti-soros contra Cucumber mosaic virus (CMV) e Cowpea
aphid-borne mosaic virus (CABMV). Os isolados QUI e ITA foram também testados
por “triple antibody sandwich” (TAS-ELISA), com um conjunto de anticorpos

policlonais e monoclonais especificos para YMV, obtidos do IITA, Nigéria. Foram



realizadas leituras a 405 nm, sendo cosiderado positivos valores duas vezes

superiores a absor¢éo do controle negativo.

Transmissao por tuberas-semente

Foram coletadas tuberas-sementes das cultivares Inhame-da-Costa e Séo
Tomé em 12 campos que apresentavam plantas com sintomas tipicos de viroses
nas areas produtoras de Pernambuco, Paraiba e Bahia, as quais foram plantadas,
sendo 90 em microparcelas instaladas em area experimental e 45 em condi¢des
de casa de vegetagdo, usando vasos com capacidade para 5 kg contendo uma
mistura de solo e p6 de coco (peneirado) na proporcao de 3:1. Apés a germinacao,
as plantas foram adubadas com Nitrogénio, Fésforo e Potassio (NPK) e
pulverizadas duas vezes ao més visando o controle de pragas, e avaliadas
visualmente quanto a presenca ou auséncia de sintomas. De cada local e espécie
de inhame foram escolhidas amostras para realizacdo de analise por PCR e RT-
PCR, visando a confirmacéo de infecg¢éo viral.

Anédlise através de RT-PCR e determinacgao de sequUéncias

As andlises de RT-PCR e determinacdo de sequéncias foram realizadas
com a colaboracdo do Dr. Denis Filloux (CIRAD, Franca). Os isolados constantes
deste estudo foram denominados usando a sigla do municipio de origem: Bonito
(BON), ITA, QUI, Sédo Joaquim do Monte (SJM) de Pernambuco; Conde (CND) da
Paraiba e Cruz das Almas (CRA) da Bahia.

Amostras de plantas oriundas de 12 campos comerciais dos Estados
envolvidos no estudo e das estabelecidas em microparcelas e em casa de
vegetacdo e material de plantas oriundas de tuberas de QUI e ITA foram

analisadas por PCR e RT-PCR. Procedendo-se primeiramente, com a maceracao
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das amostras em tampéo de carbonato, estéril, acrescido de 2% de PVP e 1% de
sulfito de sddio a 1:10 (p/v), onde permaneceram em geladeira por um periodo de
12h. A lavagem dos tubos foi realizada com tamp&o PBS-Tween, por duas vezes e
uma vez com agua Miliq esterelizada. Em seguida, foi utilizado kit One Step RT-
PCR (Invitrogen) com pares de oligonucleotideos especificos para YMMV CP 2F
(5-GGCACACATGCAAATGAAAGC-3)) e UTR 1R (5'’-
CACCAGTAGAGTGAACATAG-3) Munford; Seal (1997) e YMV CP 1F (5-
ATCCGGGATGTGGACAATGA-3) e UTR 1R (5-TGGTCCTCCGCCACATCAAA-
3’) Munford; Seal (1997) e degenerados para badnavirus BadnaFP
(5’ATGCCITTYGGIITIAARAAYGCICC3)) e BadnaRP
(5'CCAYTTRCAIACISCICCCCAICC3’) Yang et al., 2003, empregados conforme
instrugdes do fabricante.

A visualizacdo dos resultados foi feita através de anélise em gel de agarose
com tampéo TAE e os produtos de PCR foram purificados usando o “kit GFX PCR
DNA and Gel Band purification Kit” com “Low Mass Ladder” (Invitrogen)de acordo
com as recomendacgOes do fabricantes e o sequenciamento foi realizado com o
aparelho seguenciador GE Healthecare MegaBase 1000 e foi utilizado o Kit Dye
Terminator da GE Healthecare estes dois procedimentos foram realizados no
Laboratorio de Genoma Humano da Universidade de Sao Paulo (USP).

A visualizacdo dos resultados foi feita através de anélise em gel de agarose
a 1,2% com tampao TAE e os produtos de PCR foram purificados usando o “kit
GFX PCR DNA and Gel Band purification Kit” com “Low Mass Ladder” (Invitrogen)
de acordo com as recomendacdes dos fabricantes e o sequenciamento foi
realizado com o aparelho sequenciador GE Healthecare MegaBase 1000

utiizando o Kit Dye Terminator da GE Healthecare estes dois procedimentos
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foram realizados no Laboratério de Genoma Humano da Universidade de Séao
Paulo (USP).

As sequUéncias de nucleotideos foram comparadas com sequéncias de
potyvirus e badnavirus relacionados disponiveis no GenBanK

(www.ncbi.nlm.nih.govGenBanK). Alinhamentos multiplos foram obtidos utilizando-

se 0 programa Clustal W (www.ebi.ac.uK/Clustalw) e procedeu-se com a

construgdo de uma arvore utilizando-se o programa MEGA 3.1

(www.megasoftware.net), pelo método de neighbour-joining com 2000 repeticdes.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Inoculagdo mecéanica e por afideos

Na analise da inoculacdo mecéanica foi constatado desenvolvimento de
sintomas de mosaico e deformagéo foliar em plantas de N. benthamiana e mosaico
G. purpurea inoculada com o isolado QUI. Este resultado contrasta com aqueles
obtidos por Avila et al., (1982) que n&do observaram transmissdo de um isolado de
potyvirus estudado em plantas de inhame na Bahia para plantas indicadoras.
Transmissdo mecanica de um potivirus de inhame para inhame foi constatada
em nove de 24 genotipos inoculados (Odu et al., 2004).

Nos testes de transmissdo dos dois isolados por afideos nédo foi
observado o desenvolvimento de sintomas em nenhuma das plantas
inoculadas. Contudo, Odu et al. (2004) observaram transmissdao de um
potivirus de inhame para inhame, empregando-se Aphis craccivora em 10 de 24

genotipos testados.


http://www.ncbi.nlm.nih.govGenBanK
http://www.ebi.ac.uK/Clustalw
http://www.megasoftware.net
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A ampla distribuicdo e susceptibilidade do YMV em plantas de Inhame-da-
Costa é alta na regido da Mata Norte, Sul e litoral dos Estados de Pernambuco e
Paraiba, no entanto, plantas da cv. SGo Tomé apresentou sintoma mais suave em
ocorréncia de infecgcdo simples (Figura 1A) e sintomas mais intensos, até de
corddo de sapato quando ocorre em infeccbes com duas espécies virais (Pio-

Ribeiro et al., 2006).

Técnica “leaf dip” e método soroldgico de microscopia eletrénica

Foram observadas particulas virais tipicas do género Potyvirus, tanto nas
amostras de cv. Inhame-da-Costa e da cv. Sdo Tomé. Este resultado foi
semelhante ao de Avila et al. (1982) que observaram particulas alongadas de
680nm em preparacdes “leaf dip” em inhame-da-Costa. Este método tem se
mostrado uma forma rapida de deteccdo de virus em inhame. Com o método
sorolégico de microscopia eletrénica foram observadas particulas virais do género

Potyvirus nas amostras do isolado QUI (Figura 1 B).

Transmissao via de tiberas-sementes

Das 90 tuberas-sementes plantadas em microparcelas 82 se estabeleceram
e das 45 em casa de vegetacdo 43 deram origem a plantas, as quais foram
inicialmente analisadas visualmente. Com a analise das amostras por PCR e RT-
PCR foi possivel associar os sintomas (Figura 2 A - F) tanto na cv. Inhame-da-
Costa como na cv. Sdo Tomé com a presencga de virus. Houve a confirmagéo de
gue 100% das plantas reproduziram sintomas idénticos aos observados em
campo, confirmando-se a transmisséo por tuberas-sementes demonstrando que é

possivel a disseminacdo do agente causal por meio do material de propagacéao.
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Foi observado também que no rebrotamento de tuberas oriundas de vasos e
microparcelas ha a presenca do mesmo sintoma. Estes resultados concordam com
os obtidos por Brilhante et al., 2005. Esta constatacdo estd de acordo com as
informacdes da literatura consultada tendo em vista se tratar de propagacao

vegetativa (Bousalem et al., 2000).

Nos plantios comerciais em Pernambuco e Paraiba se verificou que néo
existe alta frequiéncia de infeccdo mista com os dois potyvirus, no entanto, ocorre
mais comumente registro de um ou outro com badnavirus embora em alguns
casos tenha se confirmado infecgdo por trés espécies, constatacdo que deve ser
mais bem investigada por haver possibilidade de detectar outras espécies como,
por exemplo, potexvirus nas areas estudadas se estendendo para um numero
maior de campos tanto para cv. Inhame-da-Costa como na Sdo Tomé (Pio-Ribeiro

et al., 2006).

A analise através de RT-PCR e determinacdo de sequéncias

Com as andlises de RT-PCR dos isolados virais oriundos de campos de
Pernambuco, Paraiba e Bahia, foi possivel determinar a infecgdo de YMV, YMMV
e badnavirus em infeccdo simples ou mista como pode ser visualizado na Figura 3
A. Nas amplificacdes via RT-PCR utilizando um par de oligonucleotideos (YMV-CP
1F e YMV-UTR 1F) para os isolados QUI, BON, verificou-se a presenca de um
fragmento de aproximadamente 586 pares de bases, entretanto, para as
amplificacdes utilizando um par de oligonucleotideos (YMMV-CP 2F e YMMV-
UTR-1F) para os isolados SJM e CND verificou-se a presenca de um fragmento de
aproximadamente 249 pares de bases (Figura 3 A). A partir dos fragmentos

amplificados obteve-se as sequéncias parciais referente a regido C terminal da
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capa protéica (CP) para os quatro isolados. Com a amplificagdo das amostras para
badnavirus se constatou fragmento de 579 pares de base (Figura 3B)

Os isolados QUI e BON quando comparados SJM e CND apresentam
similaridade de aproximadamente 78%, indicando se tratar de espécies diferentes
(Figura 4), e gquando comparados com outros potyvirus apresentaram maior
similaridade com isolados de YMV (95,7% a 96,2%). No entanto, os isolados SIJM
e CND apresentaram maior similaridade com os isolados de YMMV (89,8% a
95,2%).

No agrupamento filogenético preparado a partir das sequéncias de
nucleotideos dos isolados QUI, BON, SJM e CND e de outros potyvirus
disponiveis no GenBanK observou-se a formacdo de grupos distintos entre os
isolados, ou seja, os isolados QUI e BON agruparam-se no mesmo ramo da
espécie YMV, ficando mais proximo das sequéncias YMV-GrSavaneC4, ja os
isolados SJM e CND foram agrupados com os isolados de YMMV distantes dos
isolados de YMV (Figura 4).

A comparacdo das sequéncias parciais dos isolados QUI, ITA CRA,
referente a ORF 1l confirmou a presenca de Dioscorea alata baciliform virus
(DABV) com aproximadamente 97% de similaridade e baixa homologia (75%) com
o isolado DSBV-B 39-6 disponivel no GenBank. E interessante ressaltar que foi
detectada infeccdo mista por badnavirus e potyvirus em isolados das vérias
regides dos dois Estados (Figura 3 e 5). e entre os escolhidos para serem
sequenciados em QUI se verificou a ocorréncia de infec¢do com YMV e DABV,
confirmando infec¢do mista causada por duas espécies virais distintas.

A arvore filogenética preparada a partir das sequéncias parciais dos

isolados de QUI, ITA e CRA e de outros badnavirus relacionados é apresentada na
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Figura 6. Os isolados QUI, ITA e CRA se agruparam no mesmo ramo dos isolados
de DABYV e distantes isolado DSBV-B39-6, que na literatura esta descrito como
uma nova espécie (Seal & Muller, 2007). E possivel observar no agrupamento
filogenético que os isolados QUI e ITA (Pernambuco) estdo mais proximos entre si
guando comparados com o isolado de CRA (Bahia) (Figura 7) indicando uma
correlacdo entre as sequéncias e a distribuicdo geografica dos isolados. Dessa
forma, estudos adicionais serdo necessarios para estudos da sequéncia completa
para maior numero de amostras e areas de coleta. Foi possivel avaliar a
similaridade dos isolados das areas fisiograficas constantes do estudo se
confirmando a ocorréncia de trés espécies virais em inhame na regidao nordeste do
Brasil.

A epidemiologia da doenca causada por YMV e YMMV, ndo esta definida
por ndo existir evidéncia de qual é a fonte primaria de in6culo deste virus para o
inhame, mais uma dificuldade para que sejam tomadas medidas eficientes para o
controle desses patdogenos em campo. Baseado nos estudos de caracterizacdo do
YMV verificou-se que as caracteristicas biolégicas do isolado de Potyvirus do
inhame referidos por Avila et al. (1982) n&o diferem daquelas apresentadas pelos
isolados estudados por Pio-Ribeiro et. al., 2006 e dos resultados obtidos no estudo

de Andrade et al., 2006.
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Tabela 1.
Origem Espécie Sintomas na Teste realizado ReacBes em RT-PCR PCR
planta ELISA*!
YMV YMMV DaBV
Paraiba

Alhandra Inhane-da-Costa Mosaico intenso DAC-ELISA* - + - +
Conde Inhane-da-Costa Mosaico intenso, DAC-ELISA - + - +

“cordéo de

sapato”
Conde Sao Tomé Mosaico intenso DAC-ELISA - - + +
Pitimbu Inhane-da-Costa Mosaico intenso, DAC-ELISA - + - +

“cordéo de

sapato”

Bahia
Cruz das Almas  Inhane-da-Costa Mosaico intenso  TAS-ELISA - + + +
Pernambuco

Alianga Inhane-da-Costa Mosaico intenso DAC-ELISA - - + +
Alianca Sé&o Tomé Mosaico suave Nt Nt - + +
Bonito Inhane-da-Costa Mosaico intenso DAC-ELISA - - + -
Condado Inhane-da-Costa Mosaico intenso Nt Nt + - +
Condado Sao Tomé Mosaico suave Nt Nt + - +
Goiana Inhame-da-Costa  Mosaico suave DAC-ELISA - + - +
Goiana Sao Tomé Mosaico suave Nt Nt - + +
Quipapa Inhane-da-Costa Mosaico intenso  TAS-ELISA + + - +
Itapissuma Sao Tomé Mosaico intenso  TAS-ELISA
Vitéria de Santo  S&o Tomé (folha Mosaico intenso, DAC-ELISA - - + +
Antao grande) clareamento de

nervura
Vitéria de Santo  S&o Tomé (folha Mosaico suave DAC-ELISA - - + +
Antao pequena)
DEPA/UFRPE Sé&o Tomé Assintomatico DA-ELISA - - - -
DEPA/UFRPE Dioscorea sp. Mosaico Suave DAC-ELISA - + - -

*Anti-soro utilizados no DAC-ELISA: CMV
** Anti-soro utilizados no TAS-ELISA: YMV, CMV e CABMV.
! Apenas para as amostras de Quipapa e Itapissuma se utilizou os trés anti-soros

Nt= N&o testado
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Figura 1,2e3
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LEGENDA

Tabela 1. Amostras de inhame de diferentes areas produtoras analisadas pelos

testes DAC-ELISA e TAS-ELISA

FIG 1. Folha de inhame e particulas virais. A- Particulas observadas em

preparacdes “leaf dip” em amostra da cv. Inhame-da-Costa; B- Sintomas

de mosaico na cv. Sao Tomé.

FIG 2. Sintomas em planta de inhame e tuberas coletadas de plantas marcadas

em campo. A- Sem sintomas (fita branca); B- Pouco sintoma (fita azul); C-
Sintomas severos (fita amarela); D — F- Tuberas colhidas de plantas

marcadas.

FIG 3. Gel de agarose com produtos de RT-PCR e PCR. Géis A e B- M=

Indicacdo de peso molecular (Marcador); ala= Dioscorea alata e rot.=
Dioscorea rotundata, controles fornecidos pelo CIRAD; 2;4;5;6 e
7=Amostras. rot.= Dioscorea rotundata; ala= Dioscorea alata; m= Yam
mosaic virus (YMV); mm= Yam mild mosaic virus (YMMV) b=
Badanavirus; PE= Pernambuco; PB= Paraiba.

FIG 4. Alinhamento multiplo entre as seqiiéncias dos isolados QUI e BON (YMV) e

outros isolados de YMV disponiveis no GenBanK. Os nucleotideos
marcados com a cor preta significam alta similaridade entre as
sequéncias; nucleotideos marcados com a cor rosa significam
similaridade intermediaria entre as sequéncias; nucleotideos marcados
com a cor azul significam baixa similaridade entre as sequéncias e

nucleotideos ndo significam que séo diferentes dos demais



FIG 5.

FIG 6.

FIG 7.
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Alinhamento multiplo entre as sequéncias dos isolados SJM e CND
(YMMV) e outros isolados de YMMV disponiveis no GenBanK. Os
nucleotideos marcados com a cor preta significam alta similaridade entre
as sequéncias; nucleotideos marcados com a cor rosa significam
similaridade intermediaria entre as sequéncias; nucleotideos marcados
com a cor azul significam baixa similaridade entre as sequéncias e

nucleotideos ndo marcados significa que sao diferentes dos demais.

Arvore filogenética preparada a partir das seqiiéncias de nucleotideos
referente a regido C terminal da proteina capsidial de isolados de
potyvirus causadores do Yam mosaic virus € Yam mild mosaic virus. O
comprimento dos ramos horizontais € proporcional a distancia genética
entre os isolados; os ramos verticais séo arbitrarios. Os numeros sobre os
ramos indicam a porcentagem de repetices da analise de bootstrap na

qual as ramificacdes foram observadas.

Arvore filogenética preparada a partir das sequéncias de nucleotideos
referente a regido C terminal da proteina capsidial de isolados de
badnavirus causadores do Dioscorea alata baciliform virus (DaBV). O
comprimento dos ramos horizontais € proporcional a distancia genética
entre os isolados; os ramos verticais sdo arbitrarios. Os nimeros sobre 0s
ramos indicam a porcentagem de repetices da analise de bootstrap na

qual as ramificacdes foram observadas.
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CONCLUSOES GERAIS

A cultura do inhame (Dioscorea spp.) no Nordeste brasileiro apresenta

importantes pragas e doencas nas regides produtoras pesquisadas.

No campo, destacam-se, a lagarta da folhagem (Pseudoplusia 00), Pinta Preta
(Curvularia eragrostidis); Casca Preta (Scutellonema bradys e Pratyllenchus
coffea), Meloidoginose (Meloidogyne spp.) e viroses (Yam mosaic virus, Yam

mild mosaic virus e badnavirus);

A lagarta da folhagem, presente em todas as areas é mais prevalente em D.

alata, Inhame Sao Tome;

Pinta Preta, registrada em todos os campos é predominante em D. rotundata,

Inhame-da-Costa;

Casca Preta, observada na maioria dos campos apresenta maior intensidade

em D. rotundata, causada por Pratyllenchus coffea;

Meloidoginose, detectada na maioria das areas produtoras, mostra baixa

intensidade, sendo mais frequente em D. rotundata;
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As viroses, presentes em praticamente todos 0S campos possui maior

frequéncia e intensidade em D. rotundata;

Em tUberas-sementes armazenadas, além do agravamento dos danos de
Casca Preta, predominam cochonilha (Planoccocus sp.), broca das tuberas

(Araecerus fasciculatus) e Podridao Verde (Penicillium sclerotigenum) ;

Todas as pragas e doencas de armazenamento desenvolveram-se em material
de todas as areas pesquisadas, sendo que a Podriddo Verde preedominou em

D. rotundata;

Ficou comprovado que as tuberas-semente séo veiculos importantes para

sobrevivéncia, dissemina¢ado e acumulo das trés espécies virais estudadas.



