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RESUMO

O mamoeiro (Carica papaya) é uma importante fruteira tropical cuja producao vem crescendo
no Nordeste do Brasil. Amarelo letal € uma moléstia do mamoeiro ocasionada pelo Papaya
lethal yellowing virus (PLYV) que ocorrer somente Nordeste. Os sintomas ocasionados pelo
PLYV tém inicio com um amarelecimento progressivo das folhas do no terco superior da
copa, as quais murcham e morrem. Manchas circulares, inicialmente esverdeadas aparecem
nos frutos as quais se tornam amareladas quando os frutos amadurecem. O PLYV possui
particulas isométricas com 30 nm de diametros, genoma do tipo ssSRNA de ac. 1,6 x 10° Da,
com a capa protéica composta de uma unica proteina de ac. 35 Da. Embora ndo exista
confirmacdo da existéncia de um vetor bioldgico para o virus, 0 mesmo esta se disseminando
rapidamente no Nordeste brasileiro, possivelmente por mudas de plantas infetadas e
ferramentas contaminadas. O virus pode ser transmitido através do solo, agua de irrigacgéo,
ferramentas agricolas e mdos contaminadas. A presente pesquisa teve como objetivos: avaliar
a possibilidade do virus ser transmitido por sementes e por afideos; avaliar a possibilidade do
PLYV infetar outras espécies da familia Caricaceae; avaliar o efeito da solarizagdo na
inativagdo do virus em restos de cultura e analisar a variabilidade molecular e bioldgica de
isolados de PLYV. Nos ensaios de transmissdo do virus por afideos, 0 mesmo nao foi
transmitido por Aphis craccivora e A. gossypii de forma persistente nem de forma néo
persistente. Nos experimentos de transmissdo por sementes, o virus nao foi detectado por
ELISA indireto em 1.680 plantulas originadas de sementes de frutos infetados com o PLYV.
O PLYYV infetou as espécies de Jacaratia heterophila, J. spinosa, Vasconcella quercifolia e V.
monoica, confirmando que sua gama de hospedeiras esta, provavelmente, restrita a familia
Caricaceae. O PLYV foi inativado em folhas e raizes de plantas infetadas e erradicadas,
quando submetidas a solarizacdo, por um periodo de 12 dias, enquanto que permaneceu ativo
em folhas e raizes de plantas infetadas e erradicadas, mantidas sem solarizacdo, até um
periodo de 32 dias. O uso de extrato de jucazeiro (Caesalpinia ferrea) inativou o PLYV
quando misturado ao extrato de plantas infetadas, porém nao apresentou nenhum efeito no
processo de infeccdo em plantas ja inoculadas com PLYV e pulverizadas com extrato de
jucazeiro e em plantas pulverizadas e em seguida inoculadas. Os isolados de PLYV obtidos de
diferentes regides do estado do Ceara: PLYVgc (Fortaleza-Centro), PLYVgq (Fortaleza —
Edson Queiroz), PLYVy (Horizonte), PLYV n (Limoeiro do Norte), PLYVy (Marco),
PLYVmp (Marco — DIBAU), PLYVp (Paraipaba), PLYVq (Quixere) e PLYVge (Boa
Esperanca- Quixeré) apresentaram baixa variabilidade molecular, quando comparados atraves
das sequiéncias nucleotidicas de parte dos genes RpRd/CP. Quando comparado com membros
dos géneros Sobemovirus e do Tombusvirus, o PLYV apresentou maior similaridade com virus
do género Sobemovirus.

Palavras-chave: Carica papaya, Papaya lethal yellowing virus, Variabilidade molecular.



ABSTRACT

Papaya (Carica papaya) is an important tropical fruit crop which production is increasing in
irrigated areas of Northeast of Brazil. Lethal yellowing is a papaya disease caused by Papaya
lethal yellowing virus (PLYV) that occurs only in the Northeast of Brazil. The virus symptoms
begin with a progressive leaf yellowing in the third superior part of the plant canopy, which
wilt and finally die. Greenish circular spots also appear on the fruits which turn yellowish
when the fruits are ripping. The PLYV has isometric particles with ac. 30 nm in diameter,
genomic ssRNA of ac. 1.6 x 10° Da and a coat protein composed of a single component of ac.
35 Da. Although no biological vector has been confirmed for the virus, it is spreading every
year in the Northeast of Brazil, probably by infected young plants and contaminated tools. The
virus can be transmitted through the soil, irrigated water, agriculture tools and contaminated
hands. The present research had the following objectives: evaluate the possibility of the virus
to be transmitted by seeds and aphids; evaluate its possibility to infect other plant species from
the family Caricaceae; evaluate the effects of soilarization in the virus infectivity and analyze
the molecular and biological variability among the virus isolates. In the aphid transmission
studies, the virus was not transmitted by Aphis craccivora neither by A. gossypii in persistent
and non-persistent manners. In the seed transmission experiments, the virus was not detected
by indirect ELISA in a total of 1,680 seedlings originated from PLYV infect fruits. The PLYV
infected the plant species Jacaratia heterophila, J. spinosa, Vasconcella quercifolia and V.
monoica, confirming that its host range is probably restricted to Caricaceae species. The virus
was inactivated in leaves and roots eradicated from infected plants when they were submitted
to a solarization for a period of 12 days, but maintained its infectivity when the leaves and the
roots were maintained without solarization at natural conditions for a period of 32 days. The
use of extract from fruits of Caesalpinia ferrea inactivated PLYV when it was mixed with
extract from infected plants, although the C. ferrea extract did not interfered with the virus
infection when it was sprayed on the plant leaves before or after the virus inoculation. The
PLYV obtained from different regions from the State of Ceard: PLYVgc (Fortaleza-Centro),
PLYVeq (Fortaleza — Edson Queiroz), PLYVy (Horizonte), PLYVn (Limoeiro do Norte),
PLYVwm (Marco), PLYVwup (Marco — DIBAU), PLYV, (Paraipaba), PLYVq (Quixere) and
PLYVge (Boa Esperanca- Quixeré) showed low molecular variability when compared by its
nucleotide sequences involving part of the genes RpRd/CP. When compared with members
from the genera Sobemovirus and Tombusvirus, the PLYV showed more similarity with
members from the genus Sobemovirus.

Key words: Carica papaya, Papaya lethal yellowing virus, Molecular variability.
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INTRODUCAO

O mamoeiro (Carica papaya L.) € uma fruteira da familia Caricaceae, de alto
valor nutricional e econdmico, cultivada em diversas regides tropicais e subtropicais do
mundo. E uma das fruteiras mais comuns em quase todos os paises da América tropical. E
uma planta herbacea, de ciclo semi-perene, com picos de producédo de trés a cinco anos e com
centro de origem na bacia Amaz6nica Superior. A base genética do mamoeiro € restrita, sendo
limitado o nimero de cultivares plantadas nas principais regides produtoras. No Brasil, as
principais cultivares de mamoeiros atualmente exploradas sdo classificadas em dois grupos de
acordo com o tipo de fruto: Solo e Formosa (DANTAS, 2000).

De acordo com a FAOSTAT (2009), o Brasil é o maior produtor mundial de
maméo, seguido do México, Nigéria, india e Indonésia. O México e o Brasil sd0 os maiores
exportadores dessa fruta, porém o Brasil exporta mais mamédo do grupo Solo, enquanto o
México mais frutos do grupo Formosa (FAOSTAT, 2009).

No Brasil, o estado da Bahia é o maior produtor, com 863.828 ton, segundo dados
do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE, 2009). O Espirito Santo é o segundo
maior produtor, com 646.273 ton no mesmo ano. No entanto esse estado é 0 maior exportador
brasileiro de mamé&o do grupo Solo.

Os principais municipios produtores do estado do Espirito Santo sdo Pinheiros
com 62,7% da area cultivada com mamao Formosa e 37,3% com o Havai, e Linhares que
detém 20,9% da area cultivada com o Formosa e 79,1% com Havai (CEPEA, 2009). Estes
valores resultam do alto nivel tecnoldgico adotado pelos produtores e a utilizacdo de praticas
fitossanitarias eficientes, com destaque para o roguing’, ou seja, a erradicagdo de plantas
doentes, no manejo das diversas viroses que incidem sobre a cultura (COSTA et al., 2005).

Semelhante a inUmeras outras espécies vegetais exploradas economicamente pelo
homem, a cultura do mamoeiro pode ser prejudicada por diversas infeccdes causadas por
bactérias, fungos, nematdides e virus, que podem ocasionar sérios problemas fitossanitarios a
cultura (CAMARCO, 1997; LIMA et al., 2001a). Entre os principais patdgenos que infetam a
cultura destacam-se os virus que reduzem a longevidade da planta, bem como a producao
quantitativa e qualitativa dos frutos. Os principais virus que infetam o mamoeiro, em
diferentes partes do mundo pertencem as seguintes familias e géneros: Potyviridae, género



17

Potyvirus: virus da mancha anelar do mamoeiro (Papaya ringspot virus, PRSV) (PURCIFULL
et al., 1984); virus do mosaico distorcido do mamoeiro (Papaya leaf distortion mosaic virus,
PLDMV) (KAWANO; YONAHA, 1992); possivel familia Sobemoviridae, género
Sobemovirus virus do amarelo letal do mamoeiro (Papaya lethal yellowing virus, PLYV)
(SILVA et al., 2000); familia Rhabdoviridae, género Rhabdovirus: virus da necrose apical do
mamoeiro (Papaya apical necrosis virus, PANV) (LASTRA; QUINTERO, 1981); género
Potexvirus: virus do mosaico do mamoeiro (Papaya mosaic virus , PMV) (COOK; ZETTLER,
1970); familia Bunyarividae, género Tospovirus: virus do vira cabeca do tomateiro (Tomato
spotted wilt virus, TSWV) (GONSALVES; TRUJILLO, 1986); género Tenuivirus: virus do
amarelecimento leve das folhas (Papaya mild yellow leaf virus, PMYLV) (MARYS et al.,
1995) e o virus da meleira do mamoeiro (Papaya meleira virus, PMeV), ainda sem
classificagdo taxonémica (KITAJIMA et al., 1993; MARCIEL-ZAMBOLIM et al., 2000).

O PLYV foi encontrado inicialmente em Pernambuco (LORETO et al., 1983), em
seguida na Bahia, Rio Grande do Norte e Paraiba (VEGA et al., 1988; OLIVEIRA et al.,
1989; CAMARCO et al., 1996). Possui particulas isométricas de aproximadamente 30 nm de
diametro, com genoma do tipo ssRNA de aproximadamente 1,6 x 10° Da, sendo o capsideo
formado por uma Unica proteina de 35 Da (KITAJIMA et al., 1992a; CAMARCO et al., 1998;
LIMA et al., 2002). Estudos moleculares indicam a possibilidade desse virus pertencer a
familia Sobemoviridae, género Sobemovirus (SILVA et al., 2000).

Os sintomas do amarelo letal em mamoeiro iniciam com amarelecimento das
folhas mais novas do terco superior da copa, que ficam clordticas, retorcidas, amarelecem por
completo, murcham e caem, causando a morte da planta. Os frutos também podem ser
afetados exibindo pequenas manchas cloréticas (LIMA; SANTOS 1991; LIMA et al., 1994;
LIMA et al., 2001a).

Até o momento ndo se conhece um vetor biolégico para o PLYV, no entanto o
mesmo pode sobreviver infectivo em solo, agua de rega e superficies de sementes e ser
transmitido por ferramentas e maos contaminadas (CAMARCO et al., 1998; LIMA; LIMA
2002; SARAIVA et al., 2006).

Como formas de controle do PLYV sdo recomendadas a producdo de mudas de
mamoeiro em &reas livres do virus, eliminacdo de plantas infetadas, desinfestacdo de

ferramentas agricolas e a pratica do ‘roguing’ (LIMA; LIMA 2002).
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O presente trabalho teve como objetivos: estudar as caracteristicas biologicas e a
variabilidade molecular de isolados PLYV; avaliar a possibilidade do PLYV infetar outras
espécies da familia Caricaceae, efetuar o estudo da transmissdo do PLYV por afideos e por
sementes; avaliar o efeito de extratos de jucazeiro na inativacdo do PLYV e avaliar o efeito da
solarizagdo como forma de inativacdo do virus em restos de cultura.
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2. REVISAO DE LITERATURA

A Cultura do Mamoeiro

O mamoeiro é uma das fruteiras mais cultivadas no mundo, especialmente em
areas tropicais e subtropicais onde a temperatura média é de 25 °C. E uma planta com centro
de origem na bacia Amaz6nica Superior, onde a diversidade genética é maxima, o que
caracteriza 0 mamoeiro como planta tipicamente tropical (SILVA, 2001).

Segundo o CEPEA (2009) o Brasil exportou cerca de 25,6 mil toneladas de
mamao no periodo de janeiro a outubro de 2008, volume semelhante ao do mesmo periodo em
2007, e que correspondeu a uma receita de US$ 33,7 milhGes, 20,7% superior ao obtido em
2007, segundo a Secretaria de Comércio Exterior (SECEX, 2008).

Por se tratar de uma fruteira tropical e em razdo das excelentes condi¢des para o
cultivo, o Brasil ¢ o maior produtor mundial de mamao, com producédo de 1,89 milhdo de
toneladas no ano de 2007 (FAOSTAT, 2007). O mamoeiro é cultivado em quase todo o
territorio brasileiro, merecendo destaque o estado da Bahia que é o maior produtor, com um
producdo de 863.828 ton em 2007. Por conta do alto nivel tecnologico, da capacidade
empresarial instalada e do grau de profissionalizacdo empregados na cultura, o Espirito Santo
€ 0 segundo maior produtor brasileiro e o principal estado exportador, com licenca para
exportar mamao para os Estados Unidos (IBGE, 2009). Os principais pomares de mamoeiro
do Espirito Santo estdo localizados nos municipios de Pinheiros e Linhares (CEPEA, 2009).
Os estados da Bahia e do Espirito Santo produzem, em conjunto, mais de 85% de todo o
mamao brasileiro, seguidos dos estados do Ceara (57.741 ton), Rio Grande do Norte (33.773
ton), Paraiba (30.937 ton), Para (16.909 ton), Minas Gerais (12.932 ton), Pernambuco (12.913
ton), Sergipe (9.882 ton) e Sdo Paulo (9.871 ton) (IBGE, 2009).

O mamao brasileiro apresenta excelente qualidade, tais como, 6timo sabor e boa
aparéncia, podendo ser produzido e exportado durante os 12 meses do ano. Essa regularidade
de suprimento é uma das grandes vantagens competitivas do fruto brasileiro, diante dos
demais paises produtores.



20

O mamédo € um excelente alimento, pois a polpa é muito rica em nutrientes,
constituindo uma importante fonte de energia, célcio, fésforo, proteinas, vitaminas A e C,
além de possuir propriedades digestivas e medicinais (INEGI, 1995). Os frutos de maméo
apresentam um contetddo de umidade variando entre 87 a 94% e carboidratos de 2 a 12%. O
conteldo de sacarose, glicose e frutose flutuam de 7 a 50%, 14 a 78% e 13 a 50%,
respectivamente, do total de aclcares. Em frutos maduros, o aglcar predominante é a sacarose
(48,3%). Durante o processo de maturacdo, os solidos insollveis em alcool, amido e varios
minerais decrescem, enquanto ocorre um incremento no contetdo de agUcares totais. A acidez
total e os teores dos acidos organicos, malico e citrico sdo reduzidos desde a colheita até a
maturacdo completa do fruto, enquanto os volumes de vitamina A e proteinas se elevam com o
amadurecimento do fruto. Cem gramas de polpa de mamao contém 39 calorias, 10 g de
carboidratos, 1,1 g de gordura, 0,6 g de proteinas e 0,9 g de fibra (SANLUNKHE; DESAI,
1992; SANKAT; MAHARAJ, 1997).

O mamoeiro insere-se na classe Dicotyledoneae, subclasse Archichlamydeae,
ordem Violales, subordem Caricineae, familia Caricaceae e género Carica (MANICA, 1982).
O mamoeiro € 0 membro mais conhecido da familia Caricaceae que é composta por seis
géneros: Carica, Horovitzia, Jaracatia, Jarilla, Vasconcellea e Cylicomorpha (Van
Droogenbroeck et al., 2002) O género Cylicomorpha, que ocorre no Oeste do Continente
Africano, € o unico dos seis que ocorre fora da regido neotropical. Figueiras; Pereira (1994)
relatam a presenca de Jacaratia sp. (planta de Mata de Galeria) no Distrito Federal. No bioma
Cerrado, segundo Mendonca et al. (1998), encontram-se trés espécies da familia Caricaceae,
sendo elas: Carica glandulosa Pav. ex DC., C. quercifolia Benth. & Hook f. ex Hieron e
Jacaratia dodecaphylla (Vell.) A. DC., todas de ambientes florestais. Sequndo Badillo (1971),
a espécie Jacaratia heptaphylla (Vell.) A.DC s6 é encontrada no Brasil meridional, sendo
detectada na mata Atlantica.

A planta de mamoeiro inicia seu florescimento de trés a quatro meses apds o
plantio e continua produzindo flores durante todo o seu ciclo de vida. E considerada uma
frutifera de crescimento rapido e elevada precocidade. E uma arvore de caule verde com até 8
m de altura, folhas grandes recortadas, flores brancas ou amareladas e latex leitoso. Os
primeiros frutos sdo formados de 140 a 210 dias ap6s o florescimento e sua producao continua
durante todo o ciclo da planta (LYRA et al., 2007).
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O mamoeiro cultivado possui trés tipos de flores: feminina, masculina e
hermafrodita (TRINDADE, 2000). O sexo das flores do mamoeiro determina formatos
diferentes aos frutos (OLIVEIRA et al., 1994). Flores hermafroditas formam frutos alongados
e flores femininas frutos arredondados. No entanto, 0 mercado de mamao prefere frutos com
formato piriforme ou alongado. As plantagfes comerciais de mamoeiro apresentam somente
plantas femininas, as quais tém frutos de tamanho inferior aos demais e com pequeno nimero
de sementes, devido a uma polinizagdo natural ineficiente (de frutos de plantas femininas por
pélen de plantas hermafroditas) (OLIVEIRA et al., 1994).

A falta de conhecimento dos tipos de flores do mamoeiro em plantios comerciais
faz com que ocorra a presenga de um numero elevado de plantas masculinas e femininas, as
quais produzem frutos sem valor comercial. Esse fato representa uma reducdo do nimero de
plantas produtivas por area e como conseqiiéncia queda acentuada na produtividade do pomar.
Para reduzir o numero dessas plantas improdutivas € necessario identificar o sexo das flores,
na época do primeiro florescimento para realizar o desbaste. O deshaste das plantas
indesejaveis ou improdutivas (masculinas e femininas) consiste na identificacdo das plantas
hermafroditas e eliminacdo das demais, permitindo assim aumento da produtividade e,
conseqlientemente, da rentabilidade da cultura (TRINDADE, 2000).

Os frutos oriundos de plantas hermafroditas tém polpa mais espessa que frutos de
plantas femininas, representando até 1/3 do diametro médio do fruto. A densidade € menor nos
frutos provenientes de flores femininas que nos frutos originados de flores hermafroditas.
Trata-se de um aspecto relevante no transporte, pois frutos com peso especifico maior ocupam
menor espaco por unidade de area, proporcionalmente aqueles de menor peso especifico,
permitindo maior ganho no volume da producdo dos frutos a serem transportados
(TRINDADE, 2000).

O fruto do mamoeiro apresenta polpa macia, adocicada e bastante aromatica, com
cor, variando entre o amarelo-palido e o vermelho, além de diversos tons de laranja e salméo.
A casca geralmente € fina, bastante resistente, aderida a polpa, lisa, de cor verde escura, que
vai se tornando amarelada ou alaranjada a medida que o fruto amadurece. O formato do fruto
também varia dependendo da cultivar. Em geral, o mamoeiro é classificado conforme a
caracteristica do fruto, sendo dividido em dois grandes grupos: ‘Solo’ ¢ ‘Formosa’. O grupo

‘Formosa’ abrange hibridos F1, entre eles se encontra o Taninung 01, resultado do cruzamento
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de um tipo de mamao de polpa vermelha, da Costa Rica com o Sunrise Solo (TRINDADE,
2000).

O mamoeiro desenvolve-se melhor em solo de textura média, sem impedimento
fisico, bem drenado e rico em matéria organica. Exige pH entre 5,5 a 6,5. Quando plantado em
fileira simples, o espagamento varia de 3,0 a 4,0 m entre fileiras e de 1,80 a 2,50 m entre
plantas e quando plantado em fileiras duplas o espacamento varia de 3,6 a 4,0 m entre fileiras
e 1,8 a 2,0 mentre plantas (COSTA; PACOVA, 2003).

Problemas Fitossanitarios da Cultura do Mamoeiro

Com a expansdo da cultura do mamoeiro em é&reas irrigadas do Nordeste
brasileiro, as doencas causadas por bactérias, fungos, nematoides e virus trouxeram sérios
problemas de ordem sanitaria para a cultura (CAMARCO, 1997; COSTA; RITZNGER, 2000;
LIMA et al., 2001a; LIBERATO; TATAGIBE, 2001; LIMA; LIMA, 2002).

Entre os varios problemas fitossanitarios que comprometem a cultura do mamoeiro
no Brasil, destacam-se as doencas ocasionadas por virus. Praticamente em todas as partes do
mundo onde se cultiva 0 mamoeiro, as ocorréncias de virus tém causado grandes perdas no seu
rendimento, ocasionando, por vezes, a destruicdo de muitas plantagdes. A incidéncia de virus
tem impedido muitos Estados brasileiros de obterem um bom rendimento por hectare,
causando uma mudanca constante dos locais de plantio (BARBOSA; PAGUIO, 1982a, 1982b;
GOMES, 1986; OLIVEIRA et al., 1994, LIMA et al., 2001b; LIMA; LIMA, 2002).

As principais viroses que afetam 0 mamoeiro no mundo sdo ocasionadas por virus
das seguintes familias e géneros: familia Potyviridae, género Potyvirus: virus da mancha
anelar do mamoeiro (Papaya ringspot virus, PRSV) (PURCIFULL et al., 1984); virus do
mosaico distorcido do mamoeiro (Papaya leaf distortion mosaic virus, PLDMV) (KAWANO;
YONAHA, 1992); possivel familia Sobemoviridae, género Sobemovirus: virus do amarelo
letal do mamoeiro (Papaya lethal yellowing virus, PLYV) (SILVA et al., 2000); familia
Rhabdoviridae, género Rhabdovirus: virus da necrose apical do mamoeiro (Papaya apical
necrosis virus, PANV) (LASTRA; QUINTERO, 1981); género Potexvirus virus do mosaico
do mamoeiro (Papaya mosaic virus, PMV) (COOK; ZETTLER, 1970) familia Bunyarividade,


http://www.fortunecity.com/greenfield/deercreek/741/cultura.html

23

género Tospovirus: virus do vira cabega do tomateiro (Tomato spotted wilt virus, TSWV)
(GONGALVES; TRUJILLO, 1986); género Tenuivirus: virus do amarelecimento leve das
folhas (Papaya mild yellow leaf virus, PMYLV) (MARYS et al., 1995) e o virus da meleira do
mamoeiro (Papaya meleira virus PMeV), ainda sem classificagdo taxondmica (KITAJIMA et
al., 1993; MARCIEL- ZAMBOLIM et al., 2000).

A seguir, serdo apresentadas caracteristicas biologicas, moleculares e
epidemioldgicas dos trés principais virus que infetam o mamoeiro no Brasil bem como seus
sintomas.

Papaya ringspot virus, PRSV

O causador da mancha anelar do mamoeiro, PRSV, pertence a familia Potyviridae,
género Potyvirus. Foi relatado pela primeira vez no Brasil em 1969 no estado de S&o Paulo
(COSTA et al., 1969) e, posteriormente, em diversos estados brasileiros, inclusive no Ceara
(LIMA; GOMES, 1975).

A familia Potyviridae constitui a maior e economicamente mais importante
familia de virus de plantas, contendo cerca de 30 % dos virus descritos. O PRSV possui
particulas alongadas e flexuosas com comprimento médio de 750 nm e 12 nm de didmetro. O
acido nucléico ¢ do tipo RNA fita simples sentido positivo, com cerca de 10.320 nucleotideos
(YEH et al., 1999; NOA-CARRAZANA et al., 2007). O RNA genémico é envolto por um
capsideo formado por aproximadamente 2.200 coOpias de um polipeptideo com massa
molecular em torno de 34 kDa (SHUKLA et al., 1994).

No processo de replicacdo, o RNA gendmico do virus é traduzido numa longa
poliproteina que é auto-processada por enzimas proteoliticas (proteinases), com a conseqiiente
producdo das proteinas necessarias a infeccdo viral (HULL, 2002). As proteinas P1, HC-Pro,
P3, Cl, 6K2, VPg-Pro e NIb estdo, direta ou inditetamente envolvidas na replicacdo do
genoma viral. Embora as proteinas P1, HC-Pro e P3 ndo sejam essenciais, aumentam
significativamente a taxa de replicacdo, sendo por tanto consideradas fatores de amplificagéo
do genoma viral. Diante da estratégia gendémica utilizada, a producdo da proteina capisidial
(CP) requerida em maior quantidade, resulta na producgdo elevada das demais, algumas
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exigidas em menor quantidade a exemplo, da replicase viral (NIb). Como o virus ndo necessita
de grandes quantidades de NIb esta se acumula na célula infetada induzindo a formacéo de
inclusdes citoplasmaticas cilindricas, também denominadas ‘“cata-vento”, constituindo
proppriedade intrinseca a familia Potyviridae que pode ser utilizada na diagnose (FAUQUET
et al., 2005). Essa estratégia de replicacdo e expressao génica é bastante danosa para a célula,
implicando em um grande dreno de metaboélitos, o que reflete em sintomas severos na planta
infetada (ZERBINI; MARCIEL-ZAMBOLIM, 1999).

Baseado na especificidade de hospedeira, 0 PRSV esta classificado em dois
bidtipos diferentes: PRSV-P, bidtipo P (papaya) e PRSV-W, biétipo W (watermelon), este
anteriormente identificado como Watermelon mosaic virus 1 (PURCIFULL et al., 1984;
REZENDE; FANCELLI 1997; BONILHA, 2007). O PRSV-P infeta tanto plantas de
mamoeiro como de cucurbiticeas, enquanto o PRSV-W ndo infeta mamoeiro. Diversos
autores demonstraram que o relacionamento filogenético mais proximo de isolados de PRSV-
P e PRSV-W sdo oriundos de uma mesma regido geografica (BATESON et al., 1994, 2002;
JAN et al., 2004, LU et al., 2008). A transmissdo do PRSV-P em condic¢des naturais ¢ feita
por varias especies de afideo, de forma ndo circulativa e ndo persistente, dentre as quais
destacam-se Aphis gossypii Glover, A. fabae Scopoli, A. citrola Van Der Goot, A. craccivora
Koch, A. rumicis Linnaeus, e Myzus persicae Sulzeer (REZENDE; COSTA, 1986;
REZENDE; FANCELLI, 1997; LIMA; LIMA, 2002).

As plantas de mamoeiro infetadas com PRSV inicialmente apresentam um
amarelecimento das folhas mais novas que, posteriormente, apresentam um aspecto de
mosaico, podendo ocorrer intensas deformacdes e bolhosidades, que se caracterizam como
areas elevadas de coloracdo verde normal. Os frutos apresentam manchas sob a forma de
pequenos anéis concéntricos, verdes bem nitidos, com aspecto oleoso, que em estadios mais
avancados, podem ficar necrosados e esbranquicados. Na regido do caule e nos peciolos das
folhas podem aparecer manchas irregulares de cor verde intensa e aparéncia oleosa (LIMA,
2001a; LIMA; LIMA, 2002; REZENDE; FANCELLI, 2005).

Pela caracteristica endémica da mancha anelar do mamoeiro, a procura por
métodos de controle e convivéncia com o patégeno vem sendo pesquisada em diversos paises.
Diversas estratégias de controle da mancha anelar tem sido adotadas, dentre elas o uso de
mudas certificadas, plantio em areas livres do virus, instrucbes para se evitar o consércio com
cucurbitaceas, programas de erradicagdo, premunizagdo e uso de plantas transgénicas
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(REZENDE; MULLER, 1995, REZENDE; FANCELLI, 1997; GONSALVES, 1998, LIMA;
LIMA, 2002, COSTA et al., 2005)

A obtencgdo de variedades resistentes e/ou tolerantes, tanto dentro das variedades
cultivadas de C. papaya, como através de tentativas de transferéncia de fatores de imunidade
encontrados em espécies selvagens do género Vasconcellea, tem sido motivo de investigacao
(DREW et al., 2006). Porém, os resultados para a obtencdo de resisténcia dentro da espécie
ndo sdo satisfatérios como método de controle. Diversas tentativas de cruzamento entre
espécies falharam devido a existéncia de barreiras genéticas causando principalmente o aborto
de embrides e consequentemente inabilidade de realizar retrocruzamentos (DREW et al.,
2006).

O controle quimico dos afideos também nédo tem sido promissor devido ao grande
numero de espécies envolvidas na transmissao e pela forma de relagéo virus/vetor do tipo ndo
persistente, sendo os periodos de aquisi¢do e inoculacdo de curta duragdo (COSTA, 2005).

A prémunizacdo no controle da mancha anelar do mamoeiro, na qual as plantas
previamente infetadas por uma estirpe fraca do PRSV ficam protegidas contra a posterior
infeccdo e/ou manifestacdo de sintomas por estirpes severas do mesmo virus tem demonstrado
éxito restrito, inviabilizando um controle duradouro, econémico e seguro (REZENDE et al.,
1981; LIMA et al., 2001a).

A erradicacdo sistematica de plantas infetadas (roguing), associado com o
isolamento parcial do pomar, ha décadas é considerada por diversos autores como uma forma
de controlar o problema preventivamente (COSTA et al., 1978; LIMA et al., 2001a). Esta
pratica vem sendo realizada no estado do Espirito Santo, demonstrando ser bastante
promissora, com grande éxito no controle da mancha anelar (LIMA et al., 2001a).

Papaya meleira virus, PMeV

A doenca conhecida como Meleira foi relatada na década de 1980 afetando
pomares no sul da Bahia (NAKAGAWA et al., 1987; CORREA et al., 1988) e norte do
Espirito Santo (RODRIGUES et al., 1989a; 1989b). A partir de 1989, disseminou-se
rapidamente atingindo 100% de incidéncia em algumas planta¢des, tornando-se fator limitante
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a producdo nas regies onde ocorre (RODRIGUES et al., 1989a; 1989b). Atualmente o agente
causal esta disseminado também nos estados de Pernambuco e Ceara (LIMA et al., 2001b;
LIMA; LIMA, 2002).

O sintoma caracteristico da doenca é a exsudacdo espontanea de latex nos frutos
que posteriormente se oxida, resultando em um aspecto “borrado” e “melado”. Os primeiros
sintomas surgem normalmente aos seis meses, nas extremidades das folhas novas, provocando
queima e alteracdes na sua forma (RODRIGUES et al., 1989a). Essa sintomatologia também é
apresentada nos peciolos e margens das folhas novas, antes da frutificacdo. Os frutos afetados
apresentam ma formacdo, com manchas claras na parte externa da polpa, depreciando o seu
valor comercial.

Inicialmente, a etiologia da doenga foi controversa, atribuindo-se a causas
abidticas. Posteriormente, foram isoladas bactérias do tipo Bartonella de plantas sintomaticas,
porém sua patogenicidade ndo foi comprovada (AKIBA et al., 1989). Kitajima et al. (1993),
examinando o latex de folhas, frutos e hastes do mamoeiro com sintomas evidentes da meleira,
em microscopia eletronica de transmissdo, observaram a presenca de particulas isométricas,
com aproximadamente 50 nm de diametro, distribuidas em massas amorfas ou formando
agregados de tamanho variado. Neste mesmo estudo, foi possivel detectar, por eletroforese, a
presenca de RNA de fita dupla (dsSRNA) em tecidos de plantas infetadas. A transmissao
experimental do agente da doenca foi possivel a partir da injecdo do latex dos frutos atacados
no ponteiro de mamoeiros sadios, reproduzindo os sintomas e derrubando a teoria do
envolvimento de fatores abidticos na etiologia da doenca (BARBOSA et al., 2000).
Posteriormente MACIEL-ZAMBOLIN et al. (2000) conseguiram a purificacdo do virus a
partir de plantas infetadas, e apds cumprir todas as etapas previstas nos Postulados de Koch,
concluiram que o virus por eles estudado era o agente causal da meleira do mamoeiro, para o
qual sugeriram o nome “Papaya meleira virus” (PMeV), e que possivelmente representava um
novo grupo de virus ndo relacionado a nenhum outro que infeta plantas, vertebrados,
invertebrados ou procariotos (MACIEL-ZAMBOLIN et al., 2000; 2003). O virus € composto
dsRNA de aproximadamente 12.000 pares de nucleotideos, porém ndo existe nenhuma outra
informacao sobre a sequéncia ou organizacdo dos genes no genoma viral.

Verificagbes em campo sugeriram a existéncia de um inseto vetor, pois no campo
a disseminacdo inicial do virus normalmente se inicia pelas bordas, progredindo até atingir
todo o talhdo, indicando que o provavel vetor tras o virus de fora do plantio. Para comprovar
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esta hipotese, Nascimento et al. (2000) realizaram estudos de campo comparando duas
parcelas de plantas de mamoeiro sadias, sendo uma parcela das plantas mantidas protegidas
em gaiolas com telas anti-afideos e outra parcela exposta a infeccdo natural. Foi constatado
que todas as plantas da parcela que permaneceu exposta foram infetadas enquanto que as da
parcela protegida ndo desenvolveram sintomas. Estudos posteriores confirmaram que o inseto
responsavel pela transmissdo do virus é a mosca branca Bemisia tabaci (Genn.) bi6tipo B
(VIDAL, 2005).

Em estudos para determinar a gama de hospedeiros do virus, utilizando-se diversas
espécies de plantas constataram a presenca de dsRNA viral apenas em mamoeiro e em
Brachiaria decumbens Stapf, cujas plantas permaneceram assintomaticas (MACIEL-
ZAMBOLIN, et al., 2003). Em trabalho anterior, Barbosa et al. (1999) ja haviam detectado a
presenca de dsSRNA, que poderia ser de origem viral, em amostras de B. decumbens coletadas
em campos de mamoeiro com meleira.

Um fato que agrava os problemas relacionados com a meleira € a comprovacéo de
que em pomares infetados a infestacdo dos frutos pela mosca-das-frutas Ceratitis capitata
(Wied.) é elevada (NASCIMENTO et al., 2000). Frutos verdes obtidos de plantas infetadas,
quando infestados artificialmente, resultavam em grande nimero de pupas, enquanto que em
frutos verdes sadios, a infesta¢do foi nula. Os autores sugerem que nas plantas infetadas pelo
PMeV, a concentracdo de BITC (Benzil-isotiocianato), composto ovicida e repelente (SEO;
TANG, 1982), e drasticamente reduzido no fruto, permitindo o desenvolvimento das larvas. A
associacdo da meleira com a mosca-das-frutas pode transformar o mamoeiro, atualmente
hospedeiro ocasional deste inseto, em um hospedeiro primario. Sendo assim, torna-se
necessario um rigoroso controle da meleira para se evitar a necessidade de realizar o
tratamento pds-colheita dos frutos para exportacdo. (NASCIMENTO et al., 2000).

Papaya lethal yellowing virus, PLYV

O PLYYV foi constatado inicialmente em variedades de mamoeiro do grupo ‘Solo’
no estado de Pernambuco (LORETO et al.,1983). Posteriormente, a virose foi identificada nos
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estados da Bahia (VEGA et al., 1988), do Rio Grande do Norte (KITAJIMA et al., 1989), do
Ceard (LIMA; SANTOS, 1991; LIMA et al., 1994) e da Paraiba (CAMARCO et al., 1996).

Essa virose tem se tornado uma constante preocupacdo dos produtores, pelo fato
do PLYV esta sendo disseminado para areas ainda ndo atingidas (OLIVEIRA et al., 1989;
KITAJIMA et al., 1992a, 1992b; LIMA et al., 2001; LIMA; LIMA, 2002). A origem do virus
é desconhecida, podendo ter-se originado de plantas nativas da regido, onde o mesmo vinha
ocorrendos (LORETO et al., 1983).

Exames eletro-microscopicos de preparacdes "leaf dip" de folhas e frutos de
plantas com sintomas revelaram a presenca de grande nimero de particulas isométricas de 25 -
30 nm de didmetro, caracteristicas de virus da familia Tombusviridae (KITAJIMA et al.,
1992Db; SILVA et al., 1997). Entretanto, estudos moleculares indicam a possibilidade do virus
pertencer ao género Sobemovirus (SILVA et al.,, 2000; BEZERRA et al.,, 2009). A
caracterizacdo molecular parcial do PLYV foi baseada na analise de nucleotideos de uma
regido do genoma que codifica a polimerase viral (RdRp), a proteina VPg e a capa protéica
(CP). A comparacéo das sequéncias parciais da RdRp e da VVPg apresentou maior homologia
(51%) com o Southern bean mosaic virus (SBMV), virus tipo do genéro Sobemovirus,
enquanto que a maior homologia encontrada para o Tomato bushy stunt virus (TBSV), familia
Tombusviridae, género Tombusvirus foi de 39%. Outra comparacdo € com o gene CP do
PLYV, o qual possui homologia de 48% em comparacdo ao SBMV e de apenas 38% em
relacdo ao TBSV (SILVA et al., 2000). Além disso, motivos conservados, tanto na sequéncia
de aminoacidos como na de nucleotideos presentes em todos os sobemovirus também estédo
presentes na sequéncia do PLYV, reforcando o relacionamento entre o PLYV e outros
membros do género Sobemovirus.

Os sobemovirus, assim como 0s tombusvirus possuem genoma composto por uma
molécula de RNA fita simples (ssSRNA) de 4.000 a 5.000 nucleotideos empacotado em uma
particula isométrica de tamanho similar. Além disso, todos os genes codificados por espécies
de tombusvirus estdo presentes no genoma dos sobemovirus, porém organizados de forma
diferente (HULL et al., 2000).

A ocorréncia do SBMV ja foi relatada no Brasil, infetando feijoeiro (Phaseolus
vulgaris L.) no Distrito Federal (CUPERTINO et al.,, 1982) e no Estado de S&o Paulo
(COSTA, 1987).
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Estudos soroldgicos envolvendo testes de reciprocidade de dupla difusdo em agar
demonstraram que o PLYV nédo possui nenhum tipo de relacionamento sorolégico com virus
da familia Potyviridae, género Potyvirus: virus do endurecimento dos frutos do maracuja
(Passion fruit woodines virus, PWV), virus do mosaico do caupi transmitido por afideo
(Cowpea aphid-borne mosaic virus, CABMV), virus do mosaico comum do feijoeiro (Bean
commom mosaic virus, BCMV); com virus da familia Bromoviridae, género Cucumovirus:
virus do mosaico do pepino (Cucumber mosaic virus, CMV) e com os virus da familia
Comoviridae, género Comovirus: virus do mosaico severo do caupi (Cowpea severe mosaic
virus, CpSMV) e o virus do mosaico da abdbora (Squash mosaic virus, SqMV) (LIMA;
SANTOS, 1991; LIMA et al., 2002).

Os sintomas ocasionados pelo PLYV iniciam com o amarelecimento das folhas
mais novas do terco superior da copa, que se tornam cloréticas, retorcidas, amarelecem,
murcham e caem, induzindo a morte da planta. Os frutos apresentam pequenas manchas
cloréticas. Todos estes sintomas ja foram observados em mamoeiros naturalmente infetados
em diferentes campos de producdo do Estado do Ceara (LIMA; SANTOS, 1991; LIMA et al.,
2001b), Paraiba (CAMARCO, 1997; CAMARCO et al., 1998), Pernambuco (LORETO et al.,
1983) e Rio Grande do Norte (KITAJIMA et al., 1992a; 1992b; TEIXEIRA, 1997).

Testes de transmissdo conduzidos com o PLYV, empregando as espécies dos
afideos A. gossypii Glover de maneira ndo persistente e M. persicae, de forma circulativa
persistente e ndo circulativa ndo persistente e ainda com besouros das espécies Diabrotica
bivittula Kirs e D. speciosa Germar, revelaram resultados negativos, indicando que estes
insetos ndo estdo envolvidos na disseminacdo do virus no campo (LIMA; SANTOS, 1991,
SILVA, 1996). Estudos realizados para se avaliar as formas de sobrevivéncia e de transmissdo
do PLYYV, demonstraram a presenca do virus infectivo em solo, agua de rega e superficie de
sementes de frutos infetados, e sua transmissdo por ferramentas de corte (CAMARCO, 1997;
CAMARCO et al., 1998; SARAIVA et al., 2006). O virus ndo foi transmitido via semente,
entretanto foi confirmado que é eficientemente transmitido por maos contaminadas, mesmo
apos serem lavadas em agua corrente, demonstrando grande estabilidade da particula viral
(SARAIVA et al., 2006).

Experimentos em casa de vegetacdo para avaliar a gama de hospedeiros do PLYV,
demonstraram a incapacidade do virus em infectar mais de 30 espécies vegetais pertencentes a
oito familias botanicas, indicando, com isso, que a gama de hospedeiro do virus deva ser
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restrita ao género Carica (LIMA et al., 1994; CAMARCO et al., 1998; LIMA et al., 2001a;
LIMA, LIMA, 2002).

As medidas de controle mais adequadas sdo as de carater preventivo, como a
eliminacdo de pomares velhos, a producdo de mudas em viveiros posicionados em locais
isolados e livres de virus, efetuar a erradicacdo de plantas apresentando sintomas tipicos da
doenca (roguing) e a desinfestacdo das ferramentas utilizadas nos processos de desbrota,
desbaste de frutos e colheita em solucdo de hipoclorito de sédio a 10% (CAMARCO et al.,
1998). Devido a capacidade de sobrevivéncia do virus no solo, 4gua de rega e superficies de
sementes deve-se ter cuidado para evitar a dissemina¢cdo do virus dentro do pomar e ou
introdugéo via mudas produzidas em locais contaminados.

Na busca de um controle alternativo eficiente para virus de planta, diversos
estudos envolvendo a utilizagdo de extratos vegetais com atividade inibidora de infeccéo viral
vem sendo desenvolvidos (DUARTE, 2007). Extratos foliares de diversas espécies
pertencentes a ordem Caryophyllales, foram testadas sobre a infec¢do induzida pelo Tobacco
mosaic virus (TMV), género Tobamovirus em Nicotiana glutinosa L., destacando as espécies
Bougainvillea spectabilis Willd, Mirabilis jalapa L. e Phytolacca thyrsiflora Fenzl ex Schm
que reduziram em 50% as lesdes locais causadas por TMV (NORONHA, 1980; DUARTE,
2007).

Extratos foliares de B. spectabilis e M. jalapa também foram testados, em varias
diluicGes e intervalos de tempo, antes da inoculacdo do Zucchini yellow mosaic virus (ZYMV)
familia Potyviridae, género Potyvirus, em abobrinha de moita (Cucurbita pepo L.),
demonstrando que os extratos foliares de ambas as espécies vegetais induziram em cerca de
100% dos casos a inibicdo da infeccdo causada pelo ZYMV, quando diluidos a 1/10 e
pulverizados 24 h antes da inoculacao do virus (TOZETTO et al., 2002).

Estudos recentes revelaram eficiéncia de 50% na inibicdo da infectividade do
PLYV quando extratos de folhas de eucalipto (Eucalypito tereticornis Smith) foram
adicionados ao extrato de planta infetada com PLYV (NASCIMENTO, 2009).
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Obtencéo de Isolados de PLYV

Amostras foliares de plantas de mamoeiro exibindo sintomas com folhas
amareladas tipicas de infeccdo pelo PLYV foram coletadas das regides produtoras de mamao
dos municipios de Fortaleza, Horizonte, Limoeiro do Norte, Marco, Paraipaba e Quixeré no
Estado do Ceara.

As amostras foliares foram testadas para confirmar a presenca de PLY'V através do
teste sorologico de ELISA (“Enzyme Linked Immunosorbent Assay”) indireto com anti-SOro
policlonal especifico (ALMEIDA, 2001). As amostras foliares foram, também, testadas por
ELISA indireto contra anti-soro para PRSV.

Nos testes de ELISA indireto, folhas das amostras de plantas reconhecidamente
infetadas com PLYYV e de plantas sadias de mamoeiro foram maceradas em tampéo carbonato
de sdédio (0,15M Na,COg3, 0,035 M de NaHCO;3; e 0,007 M de dietilcarbamato, pH 9,6) na
diluicdo de 1:10 (p:v). Aliquotas de 100 pL de cada amostra foram depositadas nos pocos de
placas de ELISA. Em seguida, as placas foram incubadas a 4 °C por um periodo de 18 h. Apds
a incubacdo, as placas foram submetidas a trés lavagens consecutivas com PBS-Tween 20
(0,8% de NaCl, 0,02% de KH,POy4 , 0,11% de Na,HPO,, 0,02% de KCI e 0,05% Tween-20) e
mais uma lavagem com agua destilada. Em etapa seguinte, foram adicionado 100 uL do anti-
soro especifico para PLYV previamente absorvido com extrato foliar de planta sadia de
mamoeiro, para remocao de possiveis anticorpos reativos com proteina de plantas, diluido na
proporcao de 1:1000 em tampdo do anti-soro (PBS-Tween 20 com 0,5 M polivinilpirrolidona,
0,2% de ovoalbumina, 0,03 M de azida de sdédio, 0,17% de dietilcarbamato). As placas foram
incubadas a 37 °C por 1 h e, logo depois, lavadas com PBS-Tween 20. Em seguida, foram
adicionados 100 pL de imunoglobulina G (IgG) de cabra anti-lgG de coelho conjugada a
fosfatase alcalina (SIGMA Anti rabbit, 1gG, A-80225), diluida na proporcdo 1:2000, em
tampéo do conjugado (0,5 M polivinil pirrolidona, 2% de ovoalbumina e 0,03 M de azida de

s6dio) e novamente incubadas a 37 °C por 1 h. Apés as lavagens com PBS-Tween 20, 100 pL
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do substrato p-nitrofenil fosfato (SIGMA S-0942) na concentracdo de 0,5 mg/mL dissolvido
em tampédo do substrato (MgCl, 0,005M, pH 9,8, contendo 12% de dietanolamina) foram
depositados nos pocos das placas. As quais foram incubadas por 30 min no escuro para
possibilitar a ocorréncia da reacdo enzimatica. As reacdes de cada poco foram avaliadas em
um comprimento de onda de 405 nm em leitor de ELISA Labsystems Multiskam MS.
Obedecendo ao critério adotado para as analises no Laboratério de virologia Vegetal da UFC
(ALMEIDA, 2001), foram considerados positivas os valores de absorbancia que
corresponderam ao dobro dos valores registrados para os extratos de plantas sadias usados
como testemunhas.

As amostras foliares que apresentaram reacao positiva para PLYV e ndo reagiram
com anti-soro para PRSV, foram selecionadas como isolados de PLYV de diferentes regides
do Ceara e inoculadas em plantas sadias de mamoeiro. Nas inoculagdes, aliquotas de 1,0 g de
folhas foram maceradas em almofariz na presenca de tampéo fosfato de potassio 0,05M, pH
7,5, na proporcdo 1:2 (p/v), filtradas com auxilio de gaze dupla e, apés a adi¢cdo do abrasivo
carborundum (400 mesh), foram inoculadas em mudas de mamoeiro sadio. As plantas foram
mantidas em casa de vegetacdo e acompanhadas até o surgimento dos sintomas, sendo cada
isolado viral mantido durante todo o periodo dos experimentos, mediante inoculagdes
periddicas em plantas sadias.

3.2.Variabilidade Biologica de Isolados de PLYV

Os isolados de PLYV mantidos em plantas de mamoeiro em casa de vegetacao:
PLYVec (Fortaleza-Centro), PLYVegq (Fortaleza — Edson Queiroz), PLYVy (Horizonte),
PLYV.n (Limoeiro do Norte), PLYVyn (Marco), PLYVup (Marco — DIBAU), PLYVp
(Paraipaba), PLYVq (Quixeré) e PLYVge (Boa Esperanca- Quixeré) foram separadamente
inoculados em cinco plantas de mamoeiro da mesma idade e cinco plantas sadias de mamoeiro
foram mantidas como controle. As plantas foram mantidas em vaso contendo uma parte de
esterco e duas de solo, esterilizados em autoclave a 120 °C. As concentra¢es do virus nos
indculos foram padronizadas com base nos valores das absorbancias em testes de ELISA
indireto com o proposito de inocular as plantas sadias com a mesma concentracdo de virus
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para todos os isolados. As respostas sintomatoldgicas das plantas inoculadas foram
acompanhadas diariamente ap0s a inoculacdo durante um periodo de 30 dias. Todas as plantas
inoculadas foram, também, testadas por ELISA indireto contra anti-soro para PLYV ap6s 25
dias da inoculagéo.

3.3 Variabilidade Molecular de Isolados de PLYV

A variabilidade molecular dos isolados de PLYV: PLYVec, PLYVEq, PLYVy,
PLYV_n, PLYVM, PLYVMp, PLYVp, PLYVq e PLY Vg foi avaliada mediante a comparagéo
das seqliéncias de nucleotideos dos fragmentos genomicos de cada isolado, correspondendo a
uma porcao da capa protéica e da replicase (Rd/Rp)

3.3.1 Extracdo de RNA Viral a Partir de Tecido Vegetal Infetado com PLYV

Para cada um dos nove isolados do PLYV mantidos em plantas de mamoeiro foi
procedida a extracdo de RNA total a partir de tecido foliar infetado, através do método de
extracdo com Trizol (Invitrogen), seguindo as recomendacdes do fabricante. Aliquotas de 100
mg de tecido foliar infetado de cada isolado viral e de plantas sadias foram maceradas em
nitrogénio liquido e os macerados foram transferidos para microtubos de 2 mL. Um total de
1,0 mL do reagente Trizol foi adicionado em cada extrato e as misturas foram
homogeneizadas em vortex, de forma que o volume de cada amostra ndo excedesse 10% do
volume do Trizol. Apds a homogeneizacdo, os extratos foram centrifugados a 12.000 g por
10 min 4 °C e incubados por 5 min a temperatura ambiente para permitir a completa
dissociacdo do complexo nucleoprotéico. A cada extrato foram adicionados a 200 pL de
cloroférmio, e as misturas foram agitadas vigorosamente por 15 s e incubadas a temperatura
ambiente por 15 min. Em seguida, as misturas foram centrifugadas a 12.000 g por 15 min a 4
°C. Os sobrenadantes foram transferidos para novos tubos, sendo adicionados 500 uL de
alcool isopropilico. As misturas foram incubadas novamente por 10 min em temperatura
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ambiente e posteriormente centrifugadas a 12.000 g por 10 min a 4 °C. Os ‘pellets’ foram
lavados com 1 mL etanol (70%), seco ao ar e ressuspendidos em 20 uL de agua ultra-pura
livre de nucleases, tratada com dietilpirocarbonato (DEPC) e posteriormente, acondicionados
em ultra-freezer (-80 °C).

3.3.2 Amplificacdo e Clonagem de Fragmentos do Genoma de Isolados de PLYV

Para a sintese de uma fita simples de cDNA a partir de cada RNA viral extraido
através da técnica de PCR (Polymerase Chain Reaction) foram utilizados oligonucleotideos

especificos da regido da capa protéica (CP) do PLYV: PLYV-1
(5CTGAAGCGGATATTTCTGG3) e PLYV-2 (5GTGTATGGCATACAGTTATC3') (Silva
et al., 2000).

Para sintese do cDNA foram adicionados em um microtubo 5 ug de RNA total, 2
pmol do oligonucleotideo ‘antisenso’ especifico ao virus e agua livre de nucleases
completando o volume para 12 pl. As misturas foram incubados em termociclador por 5 min
a 65 °C, resfriadas em gelo e, em seguida, foram adicionados os demais componentes da
reacao tampao de transcricdo reversa 10x (200 mM Tris-HCI, pH 8,4, 500 mM KCI), 2 uL de
MgCl, (25 mM), 1 uL da mistura de dNTPs a 10 mM, 2 uL de ditiotreitol (0,1M) e 1 uL (200
u) da enzima transcriptase reversa (M-MLV, Invitrogen). As misturas foram incubadas a 37 °C
por 1 h e, em seguida, a 70 °C por 15 min.

Na reacdo da PCR foram utilizados 2,5 uL. do cDNA amplificado, 5 uL do tampé&o
da PCR 10X (200 mM Tris-HCI, pH 8.4, 500 mM KCI), 3 puL de MgCl, 25 mM, 1 uL dos
dNTPs (10 mM), 0,5 uM de cada oligonuclotideo senso e antisenso, 0,5 puL (5 u/uL) da Taq
DNA polimerase (Promega, Madison, WI), sendo o volume completado para 50 uL com &gua
ultra-pura. O programa de amplificacdo consistiu de um agquecimento inicial a 94 °C por
3 min seguido por 30 ciclos de 94 °C por 1 min, 40 °C por 1 min e 72 °C por 2 min. Os
produtos da PCR foram analisados por eletroforese em gel de agarose 1%, corado em brometo
de etideo (0,1 ug/mL) e posteriormente visualizado em luz ultravioleta.
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Os fragmentos obtidos por PCR foram clonados no vetor pGEM-T Easy
(PROMEGA), de acordo com as especificacbes do fabricante. Para cada fragmento
amplificado misturou-se 3 uL do DNA amplificado, 5 pL de tampéo ligase 2X, 1 uL do vetor
e 1 pL de ligase DNA T4. A reacdo foi incubada em banho-maria a 4 °C por 16 h para
otimizagéo da reagéo.

Cada ligacdo foi transferida para tubos de ensaio e em cada tubo foram
adicionados 50 pL de células competentes de Escherichia coli JIM109 (PROMEGA). As
células permaneceram por 20 min no gelo e posteriormente foram incubadas a 42 °C por 50
seg. A mistura foi imediatamente recolocada em gelo por 2 min e foram adicionados 800 uL
de meio de cultura LB (1% tripitona, 0,5% extrato de levedura 1% NaCl). Apés a incubacéo
por 1 h a 37 °C, com agitacdo constante de 150 rpm, a mistura foi centrifugada por 1 min a
14.000 rpm. De cada mistura, foram retirados 750 pL de meio liquido e as células foram
ressuspendidas no volume restante de 100 pL e plaqueadas em meio de cultura LB sélido com
ampicilina (100 ug/mL), 80 pL de X-Gal (20 mg/mL) por placa. Apos o plagueamento, as
placas foram colocadas invertidas e incubadas em estufa a 37 °C durante 16 h.

As coldnias brancas, recombinantes, de cada isolado foram repicadas para tubos de
ensaios previamente autoclavados contendo 2 mL de meio de cultura LB liquido com
ampicilina. Os tubos de ensaios com as bactérias transformadas foram incubadas a 37 °C com
agitacdo constante de 200 rpm por 16 h.

O DNA plasmidial dos clones de cada isolado de PLYV foi extraido utilizando o
Kit Wizard Plus SV Minipreps DNA Purifications System (PROMEGA), de acordo com
recomendacdes do fabricante.

A confirmacdo da presenca de fragmento de PCR recombinante foi realizada por
clivagem com a enzima de restricdo Eco RI que libera o inserto no sitio de clonagem do vetor
PGEM-T. Para cada DNA plasmidial extraido utilizou-se 1 pL de tampdo H 10X, 0,3 pL da
enzima EcoRI, 3 pL do DNA completando-se para um volume final de 10 pL com &gua
estéril, incubando-se a 37 °C por 1 h. O DNA plasmidial clivado e o inserto de DNA foram
visualizados em gel de agarose 1 %, corado com brometo de etideo.

O inserto viral foi seqiienciado utilizando o BigDye Terminator Cycle Sequencing
Ready Reaction Kit (Perkin-Elmer), de acordo com as instrugdes do fabricante.

As sequéncias de DNA geradas foram comparadas com sequéncias depositadas no
banco de dados mundial de sequéncias (GenBank) buscando similaridades com outros virus ja
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descritos do género Sobemovirus e da familia Tombusviridae. As seqliéncias foram analisadas
utilizando os programas DNAMAN 4.0 e Blast (Basic Local Alignment Search Tool)
disponivel no endereco www.ncbi.nlm.nih.gov/blast. Em seguida, as sequéncias foram
alinhadas utilizando o programa Clustal W acessado através do endereco
www.ebi.ac.uk/clustalw e a arvore filogenética foi obtida com o programa MEGA v. 4.0.
(Molecular Evolutionary Genetics Analysis) disponivel em www.megasoftware.net.

3.4 Novas Espécies Hospedeiras da Familia Caricaceae

Considerando a possibilidade de a gama de plantas hospedeiras do PLYV esta
restrita a espécies vegetais da familia Caricaceae (NASCIMENTO, 2009) quatro novas
espécies desta familia, Jacaratia heterophila, J. spinosa Aublet A. DC., Vasconcella
quercifolia Jacg. e V. monoica (Desf.) A. DC. foram avaliadas como possiveis hospedeiras do
virus.

Seis, duas, quatro e 13 plantas respectivamente de J. heterophila, J. spinosa,
V.quercifolia e V. monoica cultivadas em vasos de polietileno, contendo uma mistura de terra
e esterco bovino esterilizados na propor¢do de 3:1, foram inoculadas mecanicamente com
PLYVwm quando exibiam seis folhas expandidas. Duas plantas de cada espécie foram mantidas
sem inoculacéo e quatro plantas de mamoeiro e de Vasconcella cauliflora (Jacg.) A. DC foram
inoculadas com PLYVy, como testemunhas.

Apos as inoculacdes as plantas foram mantidas em casa de vegetacdo durante um
periodo de 30 dias, para observacdo de sintomas e confirmacdo da infeccdo, por ELISA
indireto com anti-soro especifico para PLYV e por RT-PCR com os oligonucleotideos
especificos PLYV-1 (5’CTGAAGCGGATATTTCTGG3’) e PLYV-2
(5’ GTGTATGGCATACAGTTATC3’) (SILVA et al., 2000). Plantas sadias de mamoeiro
foram retro-inoculadas com extrato vegetal obtido de folhas de cada uma das quatro espécies

inoculadas com o virus para confirmacao da infec¢éo.
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3.5 Estudo de Transmissao do PLYV por Afideos e por Sementes

Diante das informacGes negativas, sobre a existéncia de vetores biolégico do
PLYYV e da constatacdo do virus em diferentes pomares de mamoeiros isolados, inclusive em
plantas de residéncias e terrenos na cidade de Fortaleza, foram planejadas atividades de
pesquisa visando avaliar a possibilidade da transmissdo do PLYV por sementes de plantas
infetadas e por espécies de afideos.

3.5.1- Transmissao por Sementes

Neste ensaio foram empregadas sementes obtidas de 20 frutos de mamado, exibindo
manchas circulares amarelas na casca, com a infec¢do confirmada por ELISA indireto. Os
frutos foram coletados em pomares de mamoeiro dos municipios de Limoeiro do Norte (sete
frutos) e Marco (13 frutos). As sementes foram retiradas e divididas em dois grupos, com e
sem mucilagem.

Para um grupo de 3.000 sementes, sendo 1.000 de frutos provenientes do
municipio de Limoeiro do Norte e 2.000 de frutos colhidos em pomares do municipio de
Marco, as sementes foram lavadas para a retirada da exotesta (sarcotesta) (SANTOS et al.,
2009), protecdo mucilaginosa que reveste a semente. Iguais quantidades de sementes sem
remocdo da mucilagem, proveniente de frutos dos dois municipios, foram dispostas
diretamente sobre papel absorvente para secagem durante um periodo de 15 dias sob
temperatura ambiente e na auséncia do sol.

Apos a secagem as sementes foram semeadas em bandejas de isopor contendo
substrato PLANTMAX, produto estéril elaborado a base de vermiculita expandida e material
organico, contendo macro e micronutrientes necessarios ao desenvolvimento inicial das
plantulas. Logo apds a germinacgdo, 1.680 plantulas dos dois grupos de sementes, sendo 950
plantulas originadas de sementes com mucilagem e 730 de sementes sem mucilagem, foram
testadas sorologicamente por ELISA indireto contra anti-soro especifico para o PLYV.
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3.5.2- Teste de Transmissao por Afideos

Os testes de transmissdo de PLYV por afideos foram conduzidos com as espécies
A. craccivora e A. gossypii, para avaliar a possibilidade de transmissdo de forma né&o-
persistente e de forma persistente.

Coldnias de A. craccivora livres de virus foram mantidas em plantas de feijao
caupi [Vigna unguiculata (L.) Walp] e colbnias de A. gossypii em algodoeiro (Gossypium
hirsutum L.), mantidas em gaiolas com tela anti-afideos, em condicdo de casa de vegetacdo.
Os afideos foram manipulados com o auxilio de um pincel de pelo fino e macio. Depois de
coletados, os afideos foram mantidos em jejum em Erlemmayers tampados com algoddo por
um periodo de aproximadamente 1 h. Na avaliacdo da transmissdo n&o-persistente, foi
utilizado um periodo de acesso de aquisicdo (PAA) de 60s em plantas de mamoeiro infetadas
com PLYV. Apos 0 PAA, os insetos foram transferidos em grupos de cinco espécimes por
planta de mamoeiro sadio (planta teste) com trés meses de idade, utilizando-se um total de
cinco plantas por espécie de afideo. Na avaliacdo da transmissdo de forma persistente, foi
adotado um PAA de 2 h e cinco afideos por planta teste de mamoeiro. Tanto para a forma
persistente e ndo persistente o periodo de acesso de inoculacéo foi de 24 h.

Para cada experimento realizado, foram utilizados como controle, insetos
provenientes das mesmas colonias, submetidos aos mesmos procedimentos acima descritos,
exceto que o PAA, foi realizado em planta sadia de mamoeiro. Apos o termino dos periodos
de aquisicdo e de inoculacdo para cada forma de transmissdo as plantas foram mantidas em
gaiolas anti-afideos sob condicdo de casa de vegetacdo por um periodo de 30 dias para
observacdo do surgimento de sintomas e realizacdo de teste de ELISA indireto com anti-soro
especifico para PLYV.

3.6 Efeito de Extrato de Jucé na Inativacédo do PLYV

Este experimento foi realizado com o proposito de avaliar a agdo inibidora de
extrato etandlico de fruto de jucazeiro (Caesalpinia ferrea Mart. ex Tul.) sobre a infetividade


http://www.google.com.br/search?hl=pt-BR&client=firefox-a&channel=s&rls=org.mozilla:pt-BR:official&ei=8_tWS76ZM8yEuAfY3JDGBA&sa=X&oi=spell&resnum=0&ct=result&cd=1&ved=0CA0QBSgA&q=erlemmayer&spell=1
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do PLYYV, por ter apresentado agédo inibidora contra CpSMV em experimento realisado
anteriormente no Laboratério de Virologia Vegetal da Universidade Federal do Ceara (Dados
ndo publicados).

Para tanto, o extrato etandlico de fruto de jucazeiro foi obtido a partir de 30 g da
amostra seca e moida do fruto, a qual foi misturada a 300 mL de etanol 96 GL. A mistura foi
deixada em repouso por 4 horas e filtrada em filtro de papel para a separacdo das particulas
solidas restantes. O procedimento foi repetido trés vezes, antes do descarte final da amostra. O
filtrado total foi rota evaporado até a retirada total do solvente, sob temperatura constante de
70 °C, e colocado em placas de Petri para congelamento e liofilizagdo. O extrato etandlico foi
diluido em tampao de fosfato de potassio 0.05 M, pH 7.5, usado para preparacdo do extrato de
folhas infetadas com o PLYV.

Inicialmente, o extrato de PLYV na diluicdo de 1:2 foi acrescido ao extrato
etanolico nas concentracdes de 1:2 e 1:10, e a mistura foi incubada por 10 min em condi¢cdes
de laboratorio. Em seguida, as misturas foram inoculadas em cinco plantas sadias de
mamoeiro.

Em outro experimento, o extrato de jucazeiro na diluicdo de 1:10 foi pulverizado
em trés grupos compostos de cinco plantas de mamoeiro sadios e, em seguida, as plantas de
cada grupo foram inoculadas com extrato de plantas infetadas com PLYV, seis e 24 h apds a
pulverizacdo com extrato de jucazeiro.

3.7 Efeito da Solarizacdo na Inativacdo do PLYYV em Restos de Cultura

A fim de avaliar o efeito da solarizacdo na inativacdo do PLYV em resto de
plantas infetadas apos a erradicacdo, a parte aérea e o sistema radicular envolvido em solo de
12 plantas de mamoeiro infetadas com PLYV foram erradicadas e depositados sobre terreno
agricola e coberto com plastico transparente (solarizacdo). As bordas do plastico foram
recobertos com solo para evitar a troca de calor com o exterior. Da mesma forma, a parte
aérea e as raizes de outras 12 plantas infetadas com PLYV foram mantidos sob o terreno a céu
aberto sob a agéo direta do sol, em condig¢des naturais.
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A cada quatro dias, amostras de resto de plantas solarizadas e dos restos de
plantas mantidas a céu aberto foram testadas por ELISA indireto. Para cada tratamento e
periodo de avaliacdo foram testadas 15 amostras de folhas e 15 amostras de raizes. As
amostras testadas por ELISA foram também inoculadas em plantas sadias de mamoeiro, para
avaliar a infetividade do virus. As variacOes de temperaturas foram monitoradas durante todo

0 experimento.
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4 RESULTADOS

4.1 Obtencéo de Isolados de PLYV

A partir de amostras provenientes dos municipios de Fortaleza, Horizonte,
Limoeiro do Norte, Marco, Paraipaba, e Quixeré foram obtidos os seguintes isolados de
PLYYV, assim designados: PLY V¢ (Fortaleza-Centro), PLY Vg (Fortaleza — Edson Queiroz),
PLYVy (Horizonte), PLYVn (Limoeiro do Norte), PLYVy (Marco), PLYVyp (Marco —
DIBAU), PLYV, (Paraipaba), PLYVq (Quixeré) e PLYVge(Boa Esperanga- Quixeré). Os
isolados obtidos foram mantidos em plantas de mamoeiro em condi¢cdo de casa de vegetacéao
durante todos os experimentos, mediante inoculagdo mecénica. Apos 25 dias da inoculacéo as
plantas exibiram sintomas caracteristico de infeccdo por PLYV, amarelecimento, deformacéo

foliar e bolhosidade.

4.2 Avaliacéo da Variabilidade Biologica de Isolados de PLYV

De acordo com a sintomatologia observada, durante trés semanas ap0s a
inoculacdo, foi constatado que apenas as plantas inoculadas com os isolados PLYVy e
PLYVq exibiram bolhosidade nas folhas mais novas com surgimento de pontuagdes amarelas.
Para os demais isolados, 0s primeiros sintomas surgiram apenas quatro semanas apos a
inoculacdo. Para todos os isolados os sintomas evoluiram para bolhosidade, deformacéo

foliar, mosaico e pontuacoes (Tabela 1).



4.3 Anélise da Variabilidade Molecular de Isolados de PLYV

As comparaces das sequéncias nucleotidicas entre os isolados PLY Vg, PLY Vg,
PLYVy, PLYV N, PLYV M, PLY VM, PLYVp, PLYVq e PLY Vge revelaram uma percentagem
de identidade que variou de 96 a 99%, indicando baixa variabilidade molecular (Tabela 2).

A construcdo de uma arvore filogenética (Figura 1) baseada nas comparacdes das

seqliéncias nucleotidicas entre os isolados de PLYV confirmou menor identidade (96%) entre

os isolados PLYVy e PLYV N, bem como entre PLYVq e PLYVMp, enquadrando os isolados
PLYVy e PLYVnmp em ramos distantes de PLYV y e de PLYVq (Figura 1).

Tabela 1. Sintomatologia observada em plantas de mamoeiro (Carica papaya) inoculadas

com isolados de Papaya lethal yellowing virus (PLYV): PLYVgc (Fortaleza-
Centro), PLYVgq (Fortaleza — Edson Queiroz), PLYVy (Horizonte), PLYVn
(Limoeiro do Norte), PLYVy (Marco), PLYVwp (Marco — Dibau), PLYVp
(Paraipaba), PLYVq (Quixeré) e PLYVge (Boa Esperanga- Quixeré). Os indculos

foram preparados usando 0,1 g de tecido infetado em 900 uL de tampéo fosfato de
potéassio 0,05 M.

SINTOMATOLOGIA*

SINTOMATOLOGIA*

ABSORBANCIAS

ISOLADO (trés semanas apoés a (quatro semanas apds a EM ELISA
inoculacéo) inoculacéo) (quatro semanas apdés a

inoculacdo)
PLY Ve SIS Mo, Bol, Def 3.767
PLYVkq SIS Mo, Bol 3.858
PLYVy SIS Mo, Bol, Pts 3.603
PLYV.n SIS Mo, Bol 4.069
PLYVp Bol, Pts Mo, Bol, Pts, Def 4.071
PLYVwmb SIS Mo, Bol, Def 3.520
PLYVp SIS Mo, Bol, Def 3.583
PLYVq Bol, Pts Mo, Bol, Def 3.659
PLYVge SIS Mo, Bol 3.254
Planta sadia SIS SIS 0.342

*S/S — sem sintoma; Bol — bolhosidade; Pts — pontuagdes; Mo — mosaico e Def - deformacéo foliar
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Alta identidade foi observada entre os isolados PLYVgq, e PLY Vgg, que ao serem
comparados com os demais apresentaram 0 mesmo comportamento, com uma similaridade de
99% com os isolados PLYVy, PLYVy, PLYVEc € PLYVp, de 97% com PLYVqe PLYV €
de 98% com PLYVp (Tabela 2)

De outra parte, a analise filogenética revelou, o agrupamento de alguns isolados de
acordo com a regido geografica, como foi o caso dos isolados de Limoeiro do Norte e Quixeré
(PLYV_n e PLYVg), municipios vizinhos da regido Jaguaribana do Estado. No entanto, o
isolado PLYVge obtido da localidade de Boa Esperanca, no municipio de Quixeré, foi
alinhado em ramo diferente do isolado PLYVq obtido em outra localidade do mesmo
municipio (Figura 1).

Tabela 2. Identidade (%) entre as seqiiéncia de nucleotideos do fragmento de parte dos genes
RdRp/CP de isolados de Papaya lethal yellow virus (PLYV) obtidos no Ceara.

JZOF!aL‘i?\S/ PLYVio PLYVy PLYVin PLYVM PLYVic PLYVuo PLYVo PLYVe PLYVe
PLYVrq -

PLYV,, 99 -

PLYV0y o7 9% -

PLYVy 99 99 97 -

PLYVic 99 08 97 99 -

PLY Vo 99 99 97 99 98 .

PLYV, 97 97 99 97 97 9 .

PLYV: 08 08 08 08 08 98 98 -

PLY Ve 99 99 97 99 99 99 97 98

As analises das sequiéncias nucleotidicas do fragmento clonado (RdRp/CP) do
PLYVy\ indicam maior identidade com os virus do género Sobemovirus Ryegrass mottle virus
(RMoV) (55%) e Turnip rosette virus (TRosV) (54%), do que com o TBSV (46%), virus tipo
do género Tombusvirus (Tabela 3).

Quando a seqliéncia nucleotidica de parte dos genes RARp/CP dos isolados de
PLYYV foram alinhadas com as sequiéncias de espécies de virus do género Sobemovirus, todos
os isolados virais ficaram localizados no mesmo ramo, enquanto que TBSV do género
Tombusvius, foi incluida em um ramo diferente e bem distante (Figura 2)
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Figura 1. Arvore filogenética obtida a partir do alinhamento entre seqiiéncias de nucleotideos
do genes RARp/CP de isolados de Papaya lethal yellowing virus (PLYV). O
namero em cada ramo representa valores de bootstrap (1,000 repeticdes).

Tabela 3 Percentagens de similaridades entre as seqiiéncias de nucleotideos do fragmento de
parte dos genes RARp/CP do Papaya lethal yellow virus isolado de Marco (PLYV )
com alguns virus do género Sobemovirus.

Virus* PLYVw TBSV ~ RMoV RYMoV SBMV SesMV SCMoV TuRV
PLYVw --

TBSV 46 --

RMoV 55 41 -~

RYMoV 51 41 49 --

SBMV 52 40 49 49 -~

SesMV 52 41 48 48 72 --

SCMoV 51 41 48 48 45 50 --

TuRV 54 41 46 46 41 49 50 --

*PLYV\ Papaya lethal yellowing virus isolado de Marco; RMoV Ryegrass mottle virus; RYMoV
Ryce yellow mottle virus; SBMV Southern bean mosaic virus; SesMV Sesbania mosaic virus; SCMoV
Subterranean clover mottle virus; TRosV Turnip rosett virus; TBSV Tomato bushy stunt virus, espécie
do género Tombusvirus usada para fins de comparacao.
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4.4 Novas Espécies Hospedeiras da Familia Caricaceae

Das quatro espécies vegetais da familia Caricaceae avaliadas, V. monoica foi a
Unica que exibiu sintomas uma semana apds a inoculacdo, apresentando mosaico,
amarelecimento e deformacdo foliar. As espécies de J. heterophila, J. spinosa e V. quercifolia
ndo apresentaram sintomas mesmo apds quatro semanas da inoculagdo. As plantas de C.
papaya e de V. cauliflora apresentaram sintomas 15 dias ap6s a inoculacdo com PLYV
(Figura 3).

r PLYV y
37' PLYV MD

44
PLYV ,,

90 [ PLYVFC
58 PLYVFO

9\ pLyv 4

PLYV »

56 { PLYV n
81LpLYV 6
TuRV

RMoV

93
L0 — SBMV
57 L sesmv’
37 RYMoV '

?‘ SCMoVv

TBSV

0.05

Figura 2. Arvore filogenética baseada nas sequéncias de nucleotideos de parte dos genes
RdARp/CP de isolados de Papaya lethal yellowing virus (PLYV), mais sequéncias
adicionais de espécies de virus do género Sobemovirus obtidas no GenBank.
Distancias horizontais: sdo proporcionais a distancia genética entre os isolados.
Distancias verticais: sdo arbitrarias. O namero em cada ramo representa valores de
bootstrap (1.000 repeticGes). As espécies analisadas e seu nimero de acesso no
GenBank incluem: Southern bean mosaic virus isolado de Séo Paulo (SBMV,
DQ875594); Sesbania mosaic virus (SeMV, AY004291); Turnip rosette virus
(TuRV, AY177608); Subterranean clover mottle virus (SCMoV, AY376453);
Ryce yellow mottle virus (RYMoV, AM883054) e Ryegrass mottle virus (RMoV,
DQ481606), Tomato bushy stunt virus (TBSV, NC001554).
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No entanto, a presenga do PLYV foi confirmada por ELISA em todas as plantas
inoculadas independentemente da auséncia ou presenca de sintomas. A infeccdo do PLYV foi
também confirmada por RT-PCR, com a obtencdo de um fragmento de DNA de 900 pb das
plantas inoculadas de C. papaya, J. heterophila, J. spinosa, V. cauliflora, V. monoica e V.
quercifolia. N&o foi observada amplificacdo do fragmento de DNA das plantas sadias usadas
como testemunhas (Figura 4).

FIGURA 3. Espécies da familia Caricaceae inoculadas com Papaya lethal yellowing virus
(PLYV): A- Jacaratia spinosa, B- Jacaratia heterophila, C- Vasconcella
quercifolia, D- Vasconcella monoica, E- Vasconcella cauliflora, F- Carica
papaya e G- Carica papaya sem inoculag&o.



47

FIGURA 4. Fragmentos amplificados por RT-PCR com oligonucleotideos especificos para
parte da regido RdRp/CP do Papaya lethal yellowing virus (PLYV), observado
em gel de agarose 1%, corado com brometo de etideo. M —marcador molecular
(1Kb DNA); especies de Caricaeae inoculadas com PLYV: 1- Vasconcella
monoica, 2- Vasconcella quercifolia, 3- Jacaratia spinosa, 4 - Jacaratia
heterophila, 5 - Vasconcella cauliflora, 7- Carica papaya; 6— Carica papaya
sadia.

4.5 Estudo de Transmissdo do PLYV por Afideos e por Semente

Todos os frutos com sintomas tipicos de PLYV selecionados para coleta de
sementes tiveram a infeccdo do virus confirmada por ELISA indireto. Os sintomas da
infeccdo do PLYV nos frutos apresentaram-se apenas na casca, sem sintomas evidentes de
empedramento na poupa (Figura 5) confirmando observacdes anteriores (LIMA; LIMA 2002;



48

NASCIMENTO, 2009). Das 6.000 sementes de mam&o com e sem mucilagem submetidas a
germinacédo, foram obtidos 1.680 plantulas as quais ndo apresentaram sintomas do PLYV até
25 dias ap6s o plantio. A auséncia de infeccdo do PLYV nas plantulas foi confirmada por
ELISA indireto, confirmando a auséncia de transmissao do virus por sementes de mamoeiro.

As absorbéancias dos extratos das plantulas nos testes de ELISA foram todas iguais
ou inferiores as absorbancias das plantas sadias de mamoeiro (0,2 a 0,3) usadas como
controle. Os valores das absorbancias dos extratos de plantas infetadas com PLYV foram
todas acima de 2,5 mesmo quando os extratos foram preparados usando 0,1 g de tecido
infetado com 0,9 g de tecido sadio, confirmando a alta sensibilidade de ELISA indireto pata
PLYV (NASCIMENTO, 2009).

Resultados negativos foram também obtidos com os estudos de transmissdo do
virus por A. craccivora e A. gossypii em experimentos de transmissdo persistente e néo-
persistente. Todas as plantas inoculadas pelos afideos de forma persistente e ndo-persistente
ndo apresentaram sintomas até 30 dias apos as inoculagdes e a auséncia do virus nas plantas
foi confirmada por ELISA indireto.

FIGURA 5. Frutos de mamoeiro (Carica papaya) exibindo sintomas de infec¢do por Papaya
yellowing lethal virus (PLYV). Pontuacdes amarelas na casca e auséncia de
sintomas nas respectivas polpas de frutos de mamoeiro coletados no municipio

de Limoeiro do Norte (A) e no municipio de Marco (B).
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4.6. Efeito de Extrato de Juca na Inativagdo do PLYV

As plantas jovens de mamoeiro inoculadas com extrato de plantas infetadas com
PLYV misturado ao extrato etandlico da casca do fruto de jucazeiro na proporcdo de 1:2 (v/v)
ndo exibiram sintomas de infeccdo viral e a auséncia do PLY'V foi confirmada por ELISA. No
entanto, as plantas inoculadas com PLYV apds a pulverizacdo com extrato de jucazeiro foram
infetadas pelo virus a semelhanca das plantas ndo pulverizadas e inoculadas com PLYV como
testemunhas. Da mesma forma, o extrato do jucazeiro ndo afetou o processo infectivo do
PLYYV quando pulverizado em plantas inoculadas com o virus.

4.7 Efeito da Solarizagdo na Inativa¢io do PLYV em Restos de Cultura

Os resultados dos testes de ELISA indireto revelaram que a solarizacdo do
material vegetal infetado com PLYV erradicado foi eficiente para degradacéo do virus tanto
da parte aérea, como do sistema radicular das plantas infetadas. Doze dias apos as folhas e
raizes serem submetidas a solarizacdo, os valores das absorbancias em ELISA indireto foram
iguais aos valores obtidos com extratos de plantas sadias (Figura 6).

Embora os valores da absorbancia para as folhas infetadas e solarizadas aos 12
dias tenham caido mais drasticamente do que os das raizes, no 16 dia de solarizacédo os valores
se igualaram, indicando a degradacéo total do virus (Figura 5). De outra parte, as folhas e as
raizes de plantas infetadas e expostas a incidéncia direta dos raios solares ainda apresentaram
valores de absorbancia elevadas contra PLYV, mesmo apds 32 dias de exposi¢do. Os testes
biolégicos de inoculacdo em plantas sadias de mamoeiro confirmaram os resultados em
ELISA, uma vez que as plantas de mamoeiro inoculadas com folhas e raizes de restos de
plantas submetidas a solarizacdo nao exibiram sintomas e a auséncia do PLYV foi confirmada
por ELISA, revelando a eficiéncia da solarizacdo na inativa¢do do PLYV em restos de cultura
infetadas pelo virus. Por outro lado, as plantas inoculadas com folhas e raizes de restos de
plantas expostas a incidéncia dos raios solares apresentaram sintomas e reagiram
positivamente contra PLYV (Figura 6).
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3,5 -1 B Folhas solarizadas
B Raizes solarizadas
3 1 Folhas expostas ao sol
M Raizes expostas ao sol
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4 8 12 16 20 25 32
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Figura 6. Efeito da solarizacdo na eliminacdo de Papaya lethal yellowing virus (PLYV) de
folhas e raizes erradicadas de plantas infetadas de mamoeiro (Carica papaya),
demonstrado por ELISA indireto.

Durante todo o experimento, observou-se que a temperatura variou de 30 a 55 °C
junto ao material solarizado e de 30 a 42 °C junto ao material exposto as condigGes naturais,
demonstrando que um aumento de 13 °C na temperatura maxima do material solarizado foi
suficiente para a inativacéo do virus..
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DISCUSSAO

O gene da capa protéica (cp) tem sido o mais estudado e tem se mostrado bastante
eficiente na obtencdo de plantas transgénicas resistentes a virus (YIE;TIEN, 1998). Por tanto,
a obtencdo do seqlienciamento de parte do gene da capa proteica do PLYV e a baixa
variabilidade genética encontrada entre os isolados de PLYV: PLYVgg, PLYVec, PLY Vi,
PLYV4, PLYViN, PLYVM PLYVmp, PLYVp e PLYVq (Tabela 2) dardo subsidios aos
programas de melhoramento do mamoeiro visando a producédo de plantas transgénicas, com
uma resisténcia genética mais duradoura, pois quanto menor a variabilidade existente em uma
populacdo do patdgeno, menores as chances de surgirem isolados capazes de “quebrar” a
resisténcia vertical do hospedeiro (SILVA; BISOGNIN, 2004), proporcionando plantios com
alta produtividade.

Apesar de estudos anteriores sugerirem a possibilidade do PLYV pertencer ao
género Tombusvirus baseados no tamanho da proteina capsidial (36 KDa) e do RNA (4.8 kb),
bem como na analise da seqiiéncia de aminoacidos da capa protéica que em comparagdo com
TBSV demonstrou identidade de até 80% (SILVA et al., 1997), os resultados da presente
pesquisa revelaram maior identidade com virus do género Sobemovirus (Tabela 3, Figura 2).
As comparacOes das sequéncias de 900 nucleotideos de parte dos genes RpRd/CP dos
isoladados de PLYV apresentaram identidade de 55% com RMoV e 54% com TRosV do
genero Sobemovirus e apenas 46% com TBSV virus tipo do género Tombusvirus (Tabela3,
Figura 2). Estes resultados confirmam estudos anteriores indicam a forte possibilidade do
PLYV pertencer ao género Sobemovirus (SILVA et al., 2000; DALTRO et al., 2009). No
entanto, o enquadramento taxonémico definitivo do PLYV somente sera possivel apds o
completo seqlienciamento do seu genoma.

Os resultados dos ensaios com as espécies J. heterophila, J. spinosa, V. quercifolia
e V. monoica reforcam os dados de estudos anteriores indicativos da restricdo da infectividade
do PLYYV a espécies da familia Caricaceae (LIMA; CARMARCO, 1997; CAMARCO et al.,
1998; LIMA et al., 2001; AMARAL et al., 2006, SARAIVA et al., 2006; NASCIMENTO
2009). Nascimento (2009) avaliando 40 espécies/variedades dentro das familias Caricaceae,
Curcubitaceae, Leguminoseae, Malvaceae, Passifloraceae, Quenopodiaceae e Solanaceae
observou que o PLYVy infetou somente variedades de C. papaya. Amaral et al. (2006)
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constataram que a especie V. cauliflora pode ser infetada por PLYV através de inoculagéo
mecénica, sendo, juntamente com a espécie C. papaya, as duas hospedeiras deste virus ja
relatadas. Os sintomas foram, também confirmados por RT- PCR utilizando primers
especificos para PLYV

Semelhantemente, os virus do género Sobemovirus possuem gama relativamente
restrita de plantas hospedeiras, apesar de infetar tanto monocotiledéneas como dicotileddneas.
Um exemplo que pode ilustrar esta afirmacéo é o caso do SBMV espécie tipo deste género,
que infeta apenas espécies de plantas da familia Leguminosae (TREMAINE; HAMILTON,
1983; FAUQUET et al., 2005).

Segundo Badillo (1993), as espécies J. heterophyla e V. monoica ndo séo
encontradas crescendo naturalmente no Brasil, ndo constituindo, portanto fonte natural do
PLYV. No entanto, as especies J. spinosa e V. quercifolia sdo cultivadas, sem grande
importancia econdmica na regido Centro Oeste e Sul do Brasil, respectivamente, com objetivo
comercial de confeccdo de doces a partir do caule (FERREIRA et al., 2005), representando
potenciais fontes de sobrevivéncia do PLYV.

A auséncia do virus em plantulas oriundas de sementes com e sem mucilagem de
frutos infetados com PLYV reforca a afirmativa da ndo transmissdo do virus por sementes de
mamoeiro (CAMARCO, 1997; CAMARCO et al., 1998, SARAIVA et al., 2006), embora
Camarco (1997) e Camarco et al. (1998) tenham verificado a presenca do virus no tegumento
das sementes.

Apesar das particulas virais aderidas ao tegumento poderem ser transportadas
pelas sementes e penetrarem nas plantulas através de eventuais ferimentos do sistema radicular
no momento do transplantio, a semelhanca do que ocorre com o0 TMV (WALKEY, 1985). A
auséncia do PLYV nas plantulas oriundas de sementes com e sem tegumento no decorrer dos
experimentos indica a baixa possibilidade que esse tipo de transmissdo esteja ocorrendo com o
PLYV. Tais resultados demonstram que as sementes, mesmo que provenientes de frutos de
plantas infetadas ndo possuem nenhuma ligacdo com a crescente incidéncia do PLYV em
pomares de mamoeiro no Ceara.

Embora os insetos representem 61% dos vetores bioldgicos dos virus de plantas e
os afideos constituam o grupo mais importante de vetores naturais dos virus (COSTA, 2005),
0 PLYV ndo foi transmitido pelo afideos A. craccivora e A. gossypii nos experimentos
envolvendo transmissdo persistente e ndo-persistente, confirmando resultados de pesquisas
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anteriores com M. persicae (LIMA; SANTOS, 1991). A auséncia de vetores bioldgicos
também foi, confirmada em experimentos com as espécies de coledpteros D. Bivitulla e D.
speciosa (SILVA, 1996). Por outro lado, a maioria das espécies de virus do género
Sobemovirus é transmitida por besouros (Polyphaga: Chrysomelidae) e mirideos (Heteroptera:
Miridae), sendo alguns, como é o caso do Blueberry shoestring virus (BSSV) transmitido por
afideos (FAUQUET et al., 2005). Esses resultados em associagdo com a nao
transmissibilidade do PLYV por sementes e elevado grau de estabilidade do virus (SARAIVA
et al., 2006; NASCIMENTO et al., 2009) séo evidéncias de que o homem tem sido o
responsavel direto pela disseminagdo do virus a longa distancia e dentro dos pomares.

Embora os extratos do fruto de jucazeiro quando acrescidos ao extrato viral e
inoculados mecanicamente em plantas de mamoeiro tenham inibido a acdo do PLYV, a
pulverizacdo do extrato ndo apresentou nenhum efeito no processo de infec¢do, demonstrando
possibilidade remota do seu uso como controle alternativo do PLYYV, evidenciando que se
trata de um virus com elevada estabilidade. Os mesmos resultados foram encontrados
utilizando extratos virais de CpSMV (Dados ndo publicados). De outra parte, Lima et al.
(1996) avaliando o efeito da pulverizagdo de extrato de folhas de goiabeiras (Psidium guajava
L), sobre a infectividade do CpSMV observaram indices de inibicdo da infec¢do do virus de
91,7 a 100%.

Em razdo da elevada estabilidade do PLYV em tecidos foliares e raizes secas
(NASCIMENTO et al., 2009), os quais podem permanecer no solo e serem levados por longas
distancias constituindo fonte de virus no campo, o destino dos restos culturais de plantas
infetadas resultantes da pratica do “roguing” tem sido uma permanente preocupagdo dos
produtores. Dessa forma, a pratica da solarizacdo de plantas infetadas com PLYV, demonstrou
ser um eficiente método de eliminagdo do virus dos restos culturais. A solarizacdo mostrou-se
eficiente na inativagdo do PLYV tanto nas folhas como no sistema radicular de plantas
infetadas apds um periodo de 12 dias (Figura 4), enquanto que o virus permaneceu ativo nas
folhas e raizes de plantas infetadas e erradicadas mantidas sobre o solo natural até um periodo
de 32 dias (Figura 5). Apesar das temperaturas observadas junto ao material solarizado terem
variado de 30 a 55 C, as quais sdo inferiores ao ponto de inativacdo térmica do PLYV (80 C)
(NASCIMENTO, 2009), a inativa¢do do virus nos restos culturais é explicada pelo tempo de

exposicéo destes tecidos a temperatura de 55 C.
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CONCLUSOES

Diante dos resultados obtidos na presente pesquisa conclui-se que:

1. Isolados de PLYYV de diferentes regides do estado possuem baixa variabilidade molecular;
2. O PLYYV apresentou maior identidade molecular com os virus do género Sobemovirus do
que com os virus do género Tombusvirus, reforcando a idéia de ser um possivel membro do
género Sobemovirus;

3. O PLYYV possui gama de hospedeira restrita a espécies da familia Caricaceae;

4. O PLYV néo é transmitido através de sementes oriundas de frutos de maméo infetados;

5. O PLYV ndo é transmitido pelos afideos A. craccivora e A. gossypii;

6. Embora seja capaz de inativar o PLYV em mistura ao inoculo, o extrato do fruto de

jucazeiro ndo apresentou alternativa de controle para o virus;

7 A pratica de solarizacdo constitui um eficiente método de eliminacdo do PLYV de restos de
cultura.
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